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“Todas as vitérias ocultam uma abdicacao.”

-Simone de Beauvoir
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Resumo

O consumo de drogas de abuso, entre as quais cocaina, existe h4 muitos anos e
permanece até aos dias de hoje, representando um problema para a satde publica. A
cocaina (COC) é a segunda droga mais consumida a nivel europeu, e por se tratar de
uma substancia que estimula o sistema nervoso central (SNC), encontra-se associada a
diversas doencas fisicas e mentais. Outro fator preocupante é o impacto na saude
mental provocado pela pandemia causada pelo coronavirus (covid-19), levando a um
aumento do consumo deste tipo de substancias. Desta forma, torna-se importante o
desenvolvimento de novas metodologias que permitam detetar e quantificar de forma
fiavel estas drogas, podendo utilizar vias indiretas de forma a obter dados crediveis que
indiquem informacdo sobre o consumo destas substancias através de amostras de
recolha facil. Assim sendo, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um
método analitico adequado a analise de aguas residuais (AR’s), utilizando extracao em
fase solida (SPE) e identificacao/quantificacao, através da cromatografia gasosa (GC) e
espetrometria de massas em tandem (GC-MS/MS). Os analitos alvo foram COC,
ecgonina metilester (EME), benzoilecgonina (BEG), cocaetileno (COET) e norcocaina
(NCOCQ). O procedimento de extracao previamente otimizado, resultou na aplicagio de
50 mL de amostras de efluentes em cartuchos Strata™-X-C. A extracao foi iniciada com
o acondicionamento dos cartuchos com 2 mL de metanol e 2 mL de &gua
desmineralizada, adicdo de amostra, seguido de uma lavagem onde foram usados 2 mL
de acido cloridrico (HCl) (0,1M em agua), eluicdo dos compostos com 2 mL de 5%
hidréxido de amodnia em metanol secagem, derivatizacdo e posterior injecao no sistema
GC-MS/MS. A metodologia foi validada seguindo as diretrizes de Scientific Working
group for Forensic Toxicology (SWGTOX). Foi obtida uma linearidade de 0,00625-5
ng/mL para todos os analitos em estudo, com coeficientes de superiores a 0,99 para
todos os compostos. A precisdo e exatidao intra- e interdia e intermedia revelaram
coeficientes de variacdo e BIAS em conformidade com as diretrizes utilizadas. Este
procedimento permitiu recuperacgdes que variaram entre 72-115%. Todos os parametros
estudados obedeceram aos critérios definidos. Um dos parametros avaliados durante o
desenvolvimento do presente método foi a estabilidade, pois uma das maiores
limitagoes dos laboratorios de toxicologia reside no armazenamento de amostras antes
e depois do seu processamento, podendo resultar em perdas significativas dos
compostos em estudo. Todos os analitos se mantiveram estaveis nos extratos a
temperatura ambiente durante 24h e nas amostras sujeitas a ciclos de

congelacao/descongelacao durante 24h.
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Salienta-se que o método aqui descrito, é o primeiro que utiliza SPE através de
cartuchos Strata™-X-C, aliada a analise por GC-MS/MS.

Assim, este método constitui uma alternativa adequada para a monitorizacdo da COC e

dos seus metabolitos em amostras de aguas residuais, com especial importancia quer

no ramo ambiental quer em termos de aplicagao forense.

Palavras-chave

Cocaina; Metabolitos; Aguas residuais; SPE; Strata™-X-C GC-MS/MS.
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Abstract

The consumption of drugs of abuse, for instance cocaine, dates many years back and
remains until today; therefore, it is a danger to public health. Cocaine (COC) is the
second most consumed drug in Europe, and because of the stimulation of the central
nervous system (CNS), it has been associated with several physical and mental
illnesses. Another concerning factor is the impact on mental health caused by the
recent pandemic (covid-19), leading to an increase in the consumption of this type of
substance. In this way, it is important to develop new methodologies to detect and
quantify these drugs, using indirect ways to obtain credible data, providing information
about the consumption of these substances through easy sampling. Therefore, this
study aims to develop an analytical method suitable for the analysis of wastewaters
(AR’s), using solid phase extraction (SPE) and identification/quantification by gas
chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS). The target analytes were
cocaine, ecgonine methylester (EME), benzoylecgonine (BEG), cocaethylene (COET)
and norcocaine (NCOC). The previously optimized extraction procedure resulted in the
application of 50 mL of effluent into Strata™-X-C cartridges. The extraction was
initiated by conditioning the cartridges with 2 mL of methanol and 2 mL of
demineralized water, sample addition, followed by a wash where 2 mL of hydrochloric
acid (HCl) (0.1 M in water) was used, elution of the compounds with 2 mL of 5%
ammonium hydroxide in methanol drying, derivatization and subsequent injection into
the GC-MS/MS system.

The methodology was validated following the Scientific Working group for Forensic
Toxicology (SWGTOX) guidelines. Linearity was obtained between 0.00625-5 ng/mL
for all analytes under study, with coefficients of determination greater than 0.99 for all
compounds. Intra- and interday, as well as intermediate, precision and accuracy
showed coefficients of variation and BIAS in compliance with the guidelines used. This
procedure allowed recoveries ranging from 72-115%. All of the studied parameters met
the defined criteria.

One of the parameters evaluated during the development of this method was stability,
since one of the biggest limitations of toxicology laboratories is storage of samples
before and after their processing, which can result in significant losses of the
compounds under study. The analytes were stable at room temperature for 24h and in
samples subjected to freeze/thaw cycles for 24h.It is important to note that the method
described is the first to use SPE using Strata™-X-C cartridges, combined with GC-
MS/MS analysis.
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Thus, this method constitutes a suitable alternative for monitoring COC and its
metabolites in wastewater samples, with special importance both in the environmental

field and in terms of forensic application.

Keywords

Cocaine; Metabolites; Wastewater; SPE; Strata™-X-C; GC-MS/MS.
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Capitulo 1 : Introducao

1. Historia da Cocaina

A cocaina (COC) é uma substancia natural proveniente das folhas da planta
Erythroxulum coca, originaria da América do Sul, México, Indonésia e Indias
ocidentais. O seu consumo é um héabito muito antigo, com evidéncias de restos de
folhas de COC nas bochechas de mimias encontradas em escavacdes arqueologicas no
Pera e Bolivia. Da mesma forma, dois metabolitos de COC, benzoilecgonina (BEG) e
ecognina (EC), foram encontrados nos cabelos de mumias de 1000 d.C., através da
cromatografia gasosa (GC) acoplada a espetrometria de massa 2.

Os povos indigenas da América do Sul também usavam folhas de COC para fins
religiosos e cerimoniais, por intermédio de chas e o ato de mascar as folhas. Estes
hébitos persistem até aos dias de hoje, devido aos seus efeitos estimulantes, alivio dos
sintomas associados a altitude e alivio da fome e sede *3.4.

Quando os espanhois conquistaram a América do Sul, em 1492, o uso da folha de coca
foi proibido. Essa proibicao nao durou muito tempo, porque depois de um tempo,
perceberam que os indios ndo conseguiam realizar trabalhos duros sem o seu uso e era
um negobcio bastante lucrativo. Em 1569, foi anunciado que era permitida a mastigacao
de folhas de COC, por ser visto como um héabito essencial a saude * 2.

O primeiro relato de COC na Europa foi em 1507, por Américo Vespucio, onde
descrevem o consumo de COC através da mastigacdo de folhas com cinzas 5. Anos
depois, em 1855, 0 quimico alemao Friedrich Gaedcke, isolou o alcal6ide COC, dando-
lhe o nome de eritroxilina, passando o estudo para o seu aluno Albert Niemann . No
ano de 1860, Albert Niemann desenvolveu um processo para isolar e purificar a COC a
partir das folhas de coca, permitindo o estudo dos seus efeitos e posterior uso de COC
para fins terapéuticos 2 46,

O uso de COC como agente anestésico em cirurgias, surgiu pela primeira vez em 1880 e
foram publicados um livro, assim como um artigo sobre os beneficios da COC em 1884.
Consequentemente a COC e os seus derivados comecaram a ser utilizados como
remédio para diversas doencas, e embora a qualidade das folhas de coca pudesse estar
comprometida, continuou a ser vulgarmente prescrita e usada.

A COC comecou a ser incorporada em diversos produtos, e até a famosa bebida “Coca-
Cola”, passou a usar esta substancia. Devido ao excesso de aplicacoes da COC, surgiu a
necessidade de serem formuladas regulamentacoes medidas pela “Pure Food and Drug

Act and the Harrison Anti-Narcotic Act”. A legalizacao da COC terminou em 1914,
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quando a substancia passou a ser de uso médico controlado nos Estados Unidos da
América (EUA), permanecendo assim até aos dias de hoje 3.

Até a década de 1970, o consumo de COC nas ruas s6 era possivel na forma de
cloridrato de COC, mas a partir dos anos 80 houve uma alteracao, quando surgiu como
uma droga recreativa na forma de crack, levando a uma quebra nos custos de producao,
resultando num aumento de oferta e aumento acentuado do seu consumo 7-9.

Apesar de proibida, esta droga continua a ser consumida por milhdes de pessoas em

todo o mundo, movimentando bilhoes de dbélares anualmente 6.

2. Isolamento

A COC pura tem dois nomes quimicos, benzoilmetilecgonina e éster do acido benzoico
6, sendo também conhecida como sopro, neve, charlie e C 3. Esta é uma substancia
alcal6ide natural e extraida de um arbusto chamado Erythroxylum Spp. Esta planta é
encontrada principalmente na América do Sul, e possui varias espécies ©. Duas espécies
principais para a extracao de COC sao Erythroxylum Coca (Figura 1) e Erythroxylum
novogranatense, apesar de terem sido identificadas cerca de 250 espécies, através das

quais é possivel produzir esta droga.

Figura 1 - Erythroxylum Coca. Adaptado de Biondich, et al. 4.

A COC pode ser encontrada na totalidade da planta mas para obtencao de maior
rendimento, a sua extracdo é feita utilizando apenas as folhas, uma vez que a
concentracao desta substancia é cerca de 20% a 90% do contetdo total de alcalbides
presentes neste 6rgao. Apos colheita das folhas, existem varios fins de consumo,
podendo ser mascadas, transformadas em cigarros ou cha. Para além destas formas
bésicas de consumo, pode ocorrer um processo de extracdo de COC, dando origem a
pasta de coca, cloridrato de COC ou crack %4 0,

As duas formas principais sao cloridrato de COC e crack, ambos provenientes de um
solido castanho-amarelado intitulado por “pasta de coca”. Esta pasta contém entre 40-

80% de COC, e apenas pode ser fumado. O cloridrato de COC é solavel em agua, e
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apresenta-se sob a forma de p6 branco, inodoro e amargo. A sua pureza varia ente 20 a
95% e pode ser consumido por via intravenosa ou intranasal, apenas nao pode ser
fumado por apresentar um ponto de fusdo elevado. O crack, por outro lado, pode ser

fumado e apresenta um grau de pureza entre os 20 e 80% 310712,

3. Mecanismo de Acao

A COC possui diferentes propriedades farmacodindmicas que possibilitam seu uso
como anestésico local e como estimulante simpatomimético do SNC. A acdo anestésica
da cocaina estd relacionada a sua capacidade de bloquear os canais de sédio
dependentes de voltagem, estabilizando esses canais em um estado inativo. A ligacao da
COC ao do canal impede que o sodio flua através dele para as células e, assim, bloqueia
o processo de despolarizaciao e a propagacao de impulsos elétricos 3. O uso médico
atual é muito limitado, pois a maioria dos paises o considera obsoleto. Ainda pode ser
usado como anestésico topico, o que pode ser particularmente 1til para a cirurgia
endoscopica sinusal, devido aos seus efeitos vasoconstritores 2. No entanto, existem
controvérsias relacionadas ao desenvolvimento de morbidades leves, como hipertensao
e taquicardia 3.

Os efeitos psicoativos e simpatomiméticos da COC derivam do bloqueio dos
transportadores pré-sinapticos responsaveis pela recaptacdo de serotonina,
norepinefrina e dopamina. Neste ultimo caso, o bloqueio do transportador pré-
siniptico de dopamina (DAT) na fenda sinaptica causa um aumento extracelular de
dopamina com superestimulacdo dos recetores dopaminérgicos poOs-sinapticos,
induzindo a euforia 4. Outros mecanismos de tolerancia neste nivel sdo responsaveis
pela queda subsequente nos niveis de dopamina experimentada como um "crash"
disférico. Consumidores cronicos de COC exibem uma reducdo significativa nos
recetores de dopamina D2 e D3 nas regides do cérebro estriado, caudado e putamen,
bem como uma disponibilidade significativamente aumentada de DAT em todo o corpo
estriado .

Quando a COC é consumida, a atividade dopaminérgica exacerbada ocorre ao longo das
vias mesocorticolimbicas. Os neurénios nessas vias estao localizados na area tegmental
ventral e projetam-se para outros locais no cérebro, incluindo o niicleo accumbens. Isso
poderia explicar o porqué da COC ter tanto potencial viciante, pois é reconhecido que o
ntcleo accumbens pode desempenhar um papel importante nas propriedades
gratificantes e viciantes da cocaina e outras drogas 4. A capacidade da COC aumentar a
atividade serotoninérgica (que pode induzir convulsoes) também pode contribuir para

o potencial viciante da COC 2°.
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As propriedades simpatomiméticas da COC estdo relacionadas com a ja mencionada
inibicdo da recaptacdo da norepinefrina através do transportador de norepinefrina
(NAT). Como a COC impede essa recaptacao de norepinefrina e, assim, aumenta sua
disponibilidade, haverd aumento da estimulacao dos recetores a e [ adrenérgicos e
aumento da resposta adrenérgica, o que esta relacionado as acentuadas propriedades
vasoconstritoras da COC 17:18,

Além disso, a COC também tem a capacidade de atingir diretamente os opidides
adrenérgicos, N-metil-D-aspartato (NMDA) e os recetores sigma e kappa.
Recentemente, foi sugerido que a acao farmacologica da cocaina sobre o DAT pode nao
ser tao simples quanto a inibicio da funcao de recaptacdo do transportador
isoladamente, pois seu comportamento é diferente de outros inibidores do DAT de
igual ou maior potencia (com igual capacidade de atravessar a BHE) e se assemelha ao
metilfenidato (um inibidor da recaptacdo de norepinefrina-dopamina que também
induz a liberacdo sindptica de dopamina). Como tal, foi levantada a hipotese de que,
semelhante as anfetaminas, a COC funciona como um modulador alostérico negativo
do DAT (ou seja, um "agonista inverso" do DAT), alterando a funcao do transportador e

invertendo a direcao do transporte do DAT .

4. Toxicocinética

Nas seguintes linhas apresenta-se de forma resumida a toxicocinética da COC.

A COC é administrada principalmente por 4 vias, sendo elas: oral, intranasal,
intravenosa e inalatéria (através do fumo). O seu consumo isolado, ou em conjunto
com outras substancias, como outras drogas ou alcool, influencia a intensidade e
duracao do seu efeito ¢ 20.

A administracdo desta substancia por via intranasal, resulta num alastramento lento
pela mucosa, e s6 depois é absorvido, exercendo um grande efeito vasoconstritor e
consequentemente, fazendo com que o fluxo sanguineo da regido fique reduzido. Desta
forma, a absorcao da droga é mais lenta e duradoura. O consumo por via oral também
resulta numa taxa de absorcao lenta, devido ao tempo que leva a chegar ao estomago e
posteriormente, ao intestino. O uso de crack por via pulmonar deriva numa penetracao
rapida, levando a absorcao eficiente pelos alvéolos pulmonares até a corrente
sanguinea. Relativamente a duracgao dos efeitos, a via pulmonar apresenta uma duracao
de 5 a 15 minutos, enquanto que a via intravenosa possui uma extensao de efeitos entre
20 a 60 minutos. As vias intranasal e oral apresentam concentra¢ées menores, mas um
efeito prolongado devido as baixas taxas de absorcido. Na tabela 1, constam alguns

parametros farmacocinéticos, tempos de acao e biodisponibilidade ¢ 202
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Tabela 1 - Tempos de a¢do da COC. Adaptado de Pinheiro ¢, Zimmerman et al. 20, Goldstein et al. 2,
Pergolizzi et al. 22 e Cunha et al. 23

Via intravenosa = Via pulmonar = Via intranasal Via oral
Inicio da acédo 10-60 sec 3-5 sec 1-5 min 30-60 min
Pico da acao 3-5 min 1-3 min 20-30 min 60-90 min
Duracao da acédo 30-60 min 5-15 min 1-2 horas 60-120 min
Biodisponibilidade - > 90% = 80% -

A metabolizacao da COC advém da acdo de duas enzimas presentes em varios 6rgaos
como o coracao, estbmago, rins e figado. Essas enzimas sao a carboxilesterase 1 (hCE-1)
e a carboxilesterase 2 (hCE-2), resultando em metabolitos inativos ou menos ativos,
quando comparado com a droga original. Existem também metabolitos que sdo ainda
mais toxicos que a droga mae, como é o caso da NCOC.

A principal via de eliminacdo da COC é por hidrolise quimica, formando a BEG, e por
esterases enzimaticas hepaticas e plasmaticas, formando EME, com tempos de semi-
vida de aproximadamente 6 a 8 horas e 2 a 4 horas, respetivamente 20 24 25, Estes
compostos, os dois metabolitos principais da COC, sao hidrossoliveis e podem ser
detetados por 14 a 60 horas em amostras de urina. A EME apresenta duas formacoes,
sendo a anidroecgonina metil éster (AEME), quando ocorre a inalacao de crack, e EME,
quando a COC é fumada 26 27. A COC apresenta um tempo de semi-vida mais curto,
entre 45 a 90 minutos, por este motivo é eliminada através da urina 4 a 6 horas ap6s o
seu consumo, podendo ser detetada até 24-36 horas apos a sua excrecio. Existem ainda
metabolitos minoritarios como a norcocaina (NCOC), originaria da desmetilacao
enzimatica da COC mediada pelo citocromo P450 (CYP3A4), e o COET 2228 sendo um
metabolito de transesterificacdo quando etanol e COC s3o ingeridos juntos,
apresentando um tempo de semi-vida de 2,5 horas 20 25. 28, A NCOC é um metabdlito
altamente hepatotoxico capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e representa
aproximadamente 5% da COC absorvida > 29. A BEG e a EME podem sofrer mais N-
desmetilacdo por CYP, produzindo norbenzoilecgonina e noregonina metil éster,
respectivamente 3°.  Metabdlitos  secundarios  adicionais sdo a  meta-
hidroxibenzoilecgonina, a para-hidroxibenzoilecgonina, a meta-hidroxicocaina, a
ecgonidina e o éster metilico de norecgonidina 2631,

Relativamente a toxicidade, estudos mostraram que o COET apresenta uma dose letal
50 (LDs,) menor (62 mg/Kg) que o da COC (95,1 mg/Kg), sendo este facto, mais uma
causa para o aumento de casos mortais quando se juntam estas duas substancias 3. A

COC nao metabolizada, podera ser detetada entre 3 a 6 horas ap0s consumo 24 27:32-34,
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A COC, assim como os seus metabolitos, sao eliminados principalmente por via
urinaria, sendo possivel detetar entre 85 a 90% dos compostos numa amostra de urina.
Geralmente sob a forma de BEG e EME (principais metabolitos excretados), mantendo-
se estaveis nas amostras dependendo do pH e temperatura 35 36, A restante
percentagem de 1 a 5%, corresponde a COC inalterada.
Assim sendo, os principais produtos da COC detetados em amostras biologicas sao:

v COC;
BEG;
AEME;
EME;
COET;
NCOC.

NN

Neste trabalho apenas foram englobados cincos destes compostos, estando descrito
posteriormente um breve resumo sobre cada um, relativamente as propriedades

quimicas.

5. Propriedades Quimicas

5.1.Cocaina

A COC (figura 2) é utilizada como um anestésico local, durante procedimentos
diagnosticos e cirurgias nas cavidades nasais.
Estruturalmente é um alcaléide tropanico composto por uma regido hidrofébica onde

se encontra um anel benzeno, e por uma regiao hidrofilica que consiste numa amina 37
38

As propriedades quimicas da COC estao descritas na Tabela 2.

O

H,C

Figura 2 - Estrutura da cocaina. Adaptado de DrugBrank Online 38.
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Tabela 2 - Propriedades quimicas da COC 7: 33,37 38,

Propriedades Cocaina

Nome IUPAC (Unido Internacional metil(1R,2R,3S,5S)-3-(benzoiloxi)-8-metil-8-

da Quimica Pura e Aplicada) azabiciclo[3.2.1]octano-2-carboxilato

Foérmula molecular Ci6H19NOy4

Massa molecular 303,35 g/mol

Classe Benzeno e substitutos derivados

Sub-classe Acidos benzéicos e derivados

M . ~ Produz anestesia inibindo a excitacao das terminagdes nervosas ou
ecanismo de acdo ~ er s

bloqueando a conducio nos nervos periféricos
pKa 8,61 a 15 °C (composto basico)
Ponto de fuséo 98 °C

5.2. Benzoilecgonina

A BEG (figura 3) é o principal ingrediente farmacéutico do medicamento Esterom®.
Este medicamento é uma solucao topica para alivio de dores musculares, mas ainda se
encontra em fase experimental por nao ter sido aprovado pela FDA.

A BEG é um metabolito farmacologicamente inativo, considerado o composto principal
para monitoriza¢do do consumo de COC, devido a sua alta afinidade com as proteinas
plasmaticas, e consequentemente apresentar um tempo de semi-vida superior ao da
COC 37:38,

As propriedades quimicas da BEG estao descritas na Tabela 3.

o}

Figura 3 - Estrutura da BEG. Adaptado de DrugBrank Online 38,

Tabela 3 - Propriedades quimicas da BEG 37 38.

Propriedades Benzoilecgonina

Formula molecular Ciy;H21NOy

Massa molecular 289,32 g/mol

Classe Benzeno e substitutos derivados
Sub-classe Acidos benzéicos e derivados
pKa 9,54 (composto basico)

Ponto de fusao 195 °C
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5.3. Ecgonina metilester

A EME (figura 4) é um metabolito farmacologicamente inativo, formado no plasma e
figado, por acdo da acetilcolinesterase (PChE) e hCE-2, respetivamente. Encontra-se
em menores concentracoes que a BEG, apresentando um tempo de semi-vida inferior,
devido a sofrer uma hidrolise espontanea dando origem a ecgonina (EC) 28.

As propriedades quimicas da EME estao descritas na Tabela 4.

Figura 4 - Estrutura da ecgonina metilester. Adaptado de DrugBrank Online 38.

Tabela 4 - Propriedades quimicas da EME 37.

Propriedades Ecgonina metilester
metill(1R,2R,3S,5S)-3-hidroxi-8-metil-8-azabiciclo[ 3.2.1]octano-2-

B HOIERE carboxilato

Formula molecular Ci10H17NO5

Massa molecular 199,24 g/mol

Classe Alcaléides de tropano

Mecanismo de acio Produz anestesia inibindo a excitagdo das terminac6es nervosas ou

¢ bloqueando a conducio nos nervos periféricos
pKa 9,04 (composto bésico)
5.4.Cocaetileno

A ingestao de alcool (etanol) combinado com COC, faz com que a via metabolica da
COC seja diferente, dando origem a um metabolito psicoativo chamado COET. Até aos
dias de hoje, é a Ginica substancia psicoativa formada inteiramente dentro do corpo.

O COET (figura 5) apresenta propriedades semelhantes a droga original, sendo por isso
considerado o seu homoélogo ativo, mas provoca efeitos mais duradouros. Possui
também um maior poder cardiotoxico 37:39,

As propriedades quimicas do COET estao descritas na Tabela 5.

0
~
N
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O

Figura 5 - Estrutura do cocaetileno. Adaptado de Pergolizzi et al. . 22.
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Tabela 5 - Propriedades quimicas do COET Adaptado de Rosado et al. 27.

Propriedades Cocaetileno

Nome TUPAC et11(1R,‘2R,3S,5S)—3—(benzoﬂox1)—8—metll—8— azabiciclo[3.2.1]octano-2-
carboxilato

Foérmula molecular Ci8H23NO,

Massa molecular 317,38 g/mol

Classe Benzeno e substitutos derivados

Sub-classe Acidos benzoéicos e derivados

. - Bloqueia a recaptagdo de dopamina e aumenta a atividade neuronal

Mecanismo de acdo P
poOs-sinaptica

pKa 8,77 (composto basico)

5.5. Norcocaina

A NCOC (figura 6) é um metabolito maioritario da COC, correspondendo a 5% da COC
absorvida, mas apresenta um perfil altamente hepatotoxico e é capaz de atravessar a
barreira hematoencefélica.
O composto NCOC ¢é descrito como um anestésico local mais potente que a droga
original, sendo eficaz na inibicdo da captacdo de noradrenalina pelos sinaptossomas
cerebrais 28.
As propriedades quimicas da NCOC estao descritas na Tabela 6.
A/
HN o

Figura 6 - Estrutura da NCOC. Adaptado de Ambach et al. 4.

Tabela 6 — Propriedades quimicas da NCOC 2838, 40, 41,

Propriedades Norcocaina

Nome TUPAC metll(1}{,2R,3S,5S)—3—(benz01lox1)—8—azab1c1col[3.2.1] octano-2-
carboxilato

Férmula molecular Ci6H19NOy4

Massa molecular 289,33 g/mol

Classe Benzeno e substitutos derivados

Sub-classe Acidos benzéicos e derivados

. - Produz anestesia inibindo a captagdo de noradrenalina pelos

Mecanismo de agao . .
sinaptossomas cerebrais.

pKa 9,56 (composto basico)

Ponto de fusao 82°C
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6. Efeitos e toxicidade

A toxicidade da COC ja foi determinada em diversos estudos através da DL;, em
diferentes modelos animais, como ratos e caes, com valores de 95,1 e 21 mg/Kg,
respetivamente. A toxicidade em humanos, assim como os efeitos fisicos, psicoldgicos e
comportamentais, dependem do perfil do consumidor, via de administragdo, dose e
combinacao com outras substancias.

Uma vez na corrente sanguinea, a COC espalha-se pelo organismo, exercendo efeitos
em varios 6rgdos. Um deles é o cérebro, provocando efeitos como a euforia, e
consequente aumento de sociabilidade, aumento do estado de alerta e consequente
sensacao de energia, diminuicao de cansaco e apetite. Estes efeitos sao a principal razao
pelo consumo desta droga, existindo também efeitos negativos como efeitos
psicogénicos, elevacao da pressao arterial, aceleracao dos batimentos cardiacos, pupilas
dilatadas e aumento da temperatura corporal ¢. Este aumento de temperatura pode
causar coagulacao intravascular disseminada, rabdomidlise e outros efeitos 28. Apos o
término da euforia, vém efeitos como a depressao e falta de dnimo, devido a acado
inibitéria da desativacdo de neurotransmissores relacionados com o prazer. A medida
que o uso se torna repetitivo, as doses vao sendo maiores, assim como as suas
consequéncias. Podem surgir sintomas incluindo agressividade, ataques de panico,
paranoia, cefaleias, alucinacGes, insonias e falta de apetite ®¢. Em casos mais graves,
podem ocorrer complicacoes de satide como acidente vascular cerebral (AVC)
hemorragico e isquémico, enfarte do miocardio, disseccado de aorta, insuficiéncia
cardiaca, crises convulsivas, sindromes neurolégicas, rinite créonica, asma, hemorragia
pulmonar, tlceras gastricas e perfuracoes, isquemia do pancreas, botulismo, entre

outros ¢ 20,28,

7. Tratamento em caso de intoxicacao ou sobredosagem

No caso de ser necessaria ajuda hospitalar, ndo existe um tratamento especifico, mas
tipicamente é administrado lorazepam por via intravenosa ou intramuscular. Este
ansiolitico age no sistema nervoso central e é administrada essencialmente para
controlar a agitacao do paciente. Desta forma ajuda a aliviar problemas cardiacos e

reduz o risco de ataque cardiaco e AVC 20:42,
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8. Cocaina e o0 seu consumo

A COC ¢é uma das drogas ilicitas cuja producao, venda e uso sdo proibidos pelas leis
nacionais e internacionais, pois existem estudos e casos clinicos que demonstram os
elevados riscos para a nossa saude 43.

Infelizmente, a produgdo e consumo de drogas ilicitas tem vindo a aumentar
significativamente ao longo dos anos. De acordo com o Relatério Europeu sobre drogas
2021 44, estima-se que cerca de 83 milhoes de pessoas pertencentes a Uniao Europeia
(EU) tenham consumido drogas ilicitas pelo menos uma vez na vida.

Entre 2018 e 2019, houve um aumento acentuado no consumo de substancias ilicitas a
nivel europeu, tendo lideranca a canabis, COC e ecstasy. Em 2019, a COC continuou em
segundo lugar no ranking das drogas mais consumidas, e a terceira droga mais
apreendida a nivel europeu. Estes dados revelam existir uma subida permanente da
oferta deste estupefaciente, sendo um problema preocupante, uma vez que a sua pureza
tem vindo a aumentar, levando ao incremento do numero de internamentos,
aparecimento de problemas de saide, e morte por overdose. Analisando os dados
fornecidos em 2019, foi possivel verificar que a COC, principalmente na presenca de
opiaceos, esteve envolvida em mais de metade das mortes comunicadas em Espanha, e
em mais de um quarto em Franga.

No ano de 2020 o cenério alterou-se, devido ao comec¢o da pandemia de COVID-19. O
consumo de canabis sofreu um aumento brusco, enquanto houve um decréscimo no
consumo de ecstasy e COC. Este aumento surgiu devido as propriedades acalmantes da
canabis, tendo ajudado na diminuicdo do stress causado pelo isolamento social e
consequentemente auxiliou na diminuicao de insonias. No caso da COC e ecstasy, a sua
reducdo esteve relacionada com o fecho de bares, discotecas e espacos propicios a
utilizagao destas drogas, devido aos seus efeitos de euforia, entre outros mencionados
anteriormente. Atualmente, apesar de terem acontecido estas alteracées durante o
periodo de COVID-19, com o regresso a normalidade, veio também o regresso aos
antigos padroes de consumo destas substancias 4445,

Uma forma de avaliar o consumo de uma populacido é através da identificacao de
compostos em aguas residuais (AR’s).

Na EU, as concentracées de BEG observadas em AR’s, indicam que o consumo de COC
continua a ser elevado na Europa Ocidental e Sul, particularmente em cidades como
Bélgica, Paises Baixos e Espanha. Relativamente a Europa Leste, os niveis de COC
permanecem mais baixos, mas os dados mais recentes mostram sinais de aumento de

consumo (Figura 7)4°.
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Figura 7 - Distribui¢do geografica europeia do consumo de cocaina. Adaptado de European Monitoring
Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) 47.

Relativamente a Portugal, a taxa de consumo no Porto foi de 237,8 mg/1000p/dia, e
em Lisboa foi de 404,51 mg/1000p/dia (Figuras 8 e 9), tendo tendéncia no aumento

deste valor em Lisboa e em outros paises (Figura 10) 47.

Porto, Portugal: 237.8 (mg/1000p/day) Otendéncia diaria @® tendé&ncia anual

Porto, Portugal: 237.8 mg/1000p/day

II IIIIIIIIIIIIII AlElefelelsielas e T T

Figura 8 - Taxa de consumo em Porto referente ao ano de 2021. Adaptado de EMCDDA 47.

Lisbon, Portugal: 500.48 (mg/1000p/day) Otendéncia didria @ tendéncia anual
2018 2019 2021

2005 2016 2017 il
IIII 2013

Figura 9 - Taxa de consumo no Lisboa referente ao ano de 2021. Adaptado de EMCDDA 47.

Lisbon, Portugal: 500.48 mg/1000p/day
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Figura 10 - Tendéncias das quantidades médias diarias de BEG em miligramas por 1 000 habitantes em
Antuérpia Zuid (Bélgica), Zagreb (Croacia), Paris Seine Centre (Franca), Milao (Itdlia), Eindhoven e
Utrecht (Paises Baixos), Castellon e Santiago (Espanha). Adaptado de EMCDDA 46,

Esta recuperacio de mercado demonstrou a elevada capacidade de adaptacdo dos
traficantes a novas circunstancias, levando a diversificacdo do fornecimento de COC
para a Europa e assim dificultar a apreensao desta droga, e aumentar a disponibilidade
da mesma, levando a uma crescente preocupacdo perante um aumento significativo e
constante no consumo de COC 44.

Por este motivo, e respetivas consequéncias, é importante conhecer o padrao de

consumo destas drogas, a fim de reduzir este problema.

9. Métodos de analise para avaliacio do consumo de

drogas de abuso
A anélise do consumo de substancias ilicitas permite conhecer quais as drogas mais
utilizadas, os paises e respetivas regioes onde o consumo aumenta, anélise de preco,

pureza, rotas, e outros aspetos que ajudam a caracterizar o trafico existente.

A averiguacao destes aspetos possibilita uma atuacao no combate ao trafico, consumo,

e reger legislacGes que ajudem na diminuicao desta problematica 4.

A forma mais comum de realizar esta analise é através dos métodos tradicionais,
baseando-se em dados médicos, inquéritos a populacdo e estatisticas criminais. As
limitacoes destes métodos incluem elevados custos, pouco objetividade, nao refletem a

realidade imediata, e existe a probabilidade de as repostas nao serem confiaveis. Assim
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sendo, é importante seguir outras abordagens mais econémicas e precisas, como é o
caso da analise de AR’s 4348,

O estudo epidemiologico baseado em AR’s encontra-se em desenvolvimento em todo o
mundo e é usado na pesquisa de biomarcadores de consumo, sendo um método mais
econdmico, preciso e fiavel. Este método foi proposto pela primeira vez por Daughton
em 2001 49, tendo sido implementado pela primeira vez em 2005 por Zuccato et al. 5°,
permitindo efetuar um estudo em tempo real sobre as substancias psicoativas presentes
e respetivos metabolitos, através de varios métodos de extracao e detecdo. Apo6s anélise
e tratamento de resultados, é possivel estimar os consumos de drogas ilegais, por meio
de um célculo retroativo conhecendo as populacoes servidas pelas respetivas estacoes
de tratamento de AR’s 43.48,

Apesar de haver muitos pontos favoraveis neste tipo de metodologia, existem também
algumas limitacdes como a estabilidade dos metabolitos nas AR’s, e o surgimento de
novas drogas sem estudos suficientes que permitam a sua detegao 5.

Um aspeto importante na detecdo de drogas utilizando as AR’s est4 relacionado com a
complexidade da matriz, requerendo um pré-tratamento das amostras antes de se
efetuar a detecdo 4%. Dentro do diverso leque de técnicas de pré-tratamento das
amostras destaca-se a extracdo em fase soélida, que foi a técnica utilizada nesta

dissertacao e sobre a qual se segue uma breve introducao.

10. Técnicas de preparacao das amostras

A preparacao das amostras representa a maior fonte de imprecisoes, inexatidoes e é a
etapa mais demorada de toda a analise. Por estes motivos, torna-se cada vez mais
importante desenvolver processos mais rapidos, mais rentaveis e ecologicos 52.

Num processo de analise cromatografica o objetivo da preparacao da amostra é extrair
os analitos de interesse presentes numa matriz para um solvente, e desta forma é
possivel melhorar a sensibilidade da metodologia 53. A forma como se manipula a
matriz determina a reprodutibilidade dos resultados, uma vez que pode influenciar
negativamente o rendimento de extracio e, consequentemente, todo o processo a
seguir.

Existem diversas técnicas que podem ser aplicadas individualmente ou em conjunto,
dependendo da complexidade da amostra, natureza da matriz e tipos de analitos. A
escolha entre as diferentes técnicas vai depender da velocidade de extracao,
complexidade da instrumentacdo, flexibilidade e robustez da metodologia a ser

desenvolvida 54.
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A extracdo seletiva atua com base nas diferencas de propriedades quimicas e fisicas:
massa molecular, solubilidade, polaridade e volatilidade. A eficiéncia da técnica de
extracao esta relacionada com a composicao da amostra, tipos de solventes utilizados e
respetivas concentragoes, tempo de extracdo, temperaturas, entre outros fatores. De
forma a representar um bom método extrativo, o mesmo deve ser reprodutivel, prover
elevadas recuperacoes, ser o mais automatizado possivel e envolver o minimo de passos
necessarios 5.

Os procedimentos de extracdo mais comuns para AR’s incluem técnicas como extracao
liquido-liquido (LLE) e SPE 5. Esta altima técnica foi a escolhida para a realizacdo do
presente trabalho, devido a ser menos demorada, requerer menor quantidade de

solventes organicos e permitir uma maior seletividade.

10.1. Extracao em Fase Solida

A SPE foi proposta em 2001 pela primeira vez por Daughton 49. Posteriormente,
Zuccato et al. 5°, foram os pioneiros na determinacdo da COC e BEG em AR’s,
recorrendo a extracdo em fase solida (SPE) e cromatografia liquida acoplada a
espetrometria de massa em tandem (LC-MS/MS). Esta determinacao realizou-se em
Italia e, desde entdo, varios outros paises desenvolveram varios métodos analiticos
baseados em SPE para a detecao de substancias ilicitas em AR’s 57.

Esta técnica é vastamente utilizada, pela possibilidade de separar os analitos de
interesse da matriz da amostra e eliminacdo de substancias que podem interferir com a
analise de forma automatizavel, viabilizando a sensibilidade do método. Para além
destas vantagens, permite ainda um elevado nivel de recuperaciao em tempo reduzido,
pode ser usada para métodos de concentragdo, torna-se um procedimento facil de
executar e adapta-se a analise cromatografica 4858,

A SPE consiste na retencdo dos analitos presentes numa fase liquida, no material
adsorvente mantido num cartucho, discos, pipetas ou seringas. Os cartuchos sdo o
formato de SPE mais aplicados devido a sua ampla disponibilidade comercial. No
entanto, algumas desvantagens sdo a perda de analito e entupimento. Em
contrapartida, os discos tém uma vida util mais longa, mas sdo mais caros e ainda
apresentam limitacOes na sua aplicabilidade e limpeza 59.

O protocolo de extracao utilizando SPE consiste na aplicacio de 5 etapas:
acondicionamento, adicao da amostra, lavagem, secagem e eluicao (figura 11).
Primeiramente o cartucho deve ser acondicionado de forma a reter os compostos
desejados, através de um solvente organico definido. Apos a etapa de
acondicionamento, a amostra (no estado liquido) é colocada no cartucho e

posteriormente podem ser aplicadas uma ou mais etapas de lavagem, a fim de remover
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interferentes indesejaveis. Depois, sucede-se a secagem do cartucho. Na tltima etapa,
ocorre a eluicao do analito, que acontece por meio do fornecimento de um ambiente
mais propicio para o mesmo, favorecendo a sua passagem do sistema SPE, para uma

fase liquida 4858,

Adicao da amostra Lavagem Eluicdo

Analito Interferentes [

Figura 11 - Representacido esquematica das etapas de extracdo do método SPE. Adaptado de Humbert et
al. 6o

As colunas ou cartuchos, podem ser preenchidos pelos analistas, no entanto
atualmente, de modo a agilizar esse trabalho e diminuir o tempo de execucdo, sdo
comercializados ja preparados com a fase solida 48. Estes preenchimentos soélidos
desempenham um papel crucial no procedimento do SPE, pois a sua seletividade tem
uma influéncia notavel na precisdo dos resultados e defluéncia na etapa de lavagem,
uma vez que depende da afinidade entre a fase sélida e o analito alvo 59.

As fases solidas sdo classificadas em quatro grupos principais: fase normal, fase
reversa, exclusdo molecular ou troca i6nica. Existem ainda métodos que combinam fase
reversa e troca ionica, denominado por modo misto. A composi¢do do suporte de
extracdo varia dependendo do analito em estudo.

Existem diversas marcas que dispdem destes tipos de material, mas para as AR’s, os
mais utilizados sao do tipo Oasis® e Strata®48,

Os cartuchos Oasis® HBL (Hydrophilic-Lipohilic-Balanced) da marca Waters contém
um adsorvente de fase reversa. Apresenta condicoes para um equilibrio hidrofilico e
lipofilico, sendo considerado um método amplo, que permite a sua aplicacio numa
vasta gama de objetivos 48 59. Os cartuchos Oasis® MCX (Mixed-mode cation-exchange)
¢é bastante seletivo para bases, devido ao facto de apresentar um enchimento misto,

com troca cationica e fase reversa para bases 4.
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Os cartuchos Strata® da Phenomenex , apresenta dois produtos semelhantes aos da
Oasis®, sendo eles o Strata™-X-C e o Strata™-X 48, Strata™-X é um polimero que
possui propriedades hidrofilicas, e é praticamente universal, podendo ser empregue
para analitos 4cidos, basicos e neutros 59. Este é semelhante aos cartuchos HLB.
Strata™-X-C funciona por troca catiénica (carga positiva), permitindo reter compostos
basicos como bases fracas, como é o caso da COC e os seus metabolitos, isolando-os
através de uma silica com grupos de acido sulfénico alifatico. O principal mecanismo de
retencdo dos compostos é baseado na atracdo electroestatica do grupo funcional do

analito para o grupo que se encontra ligado a superficie da silica ¢

Neste trabalho foram testados dois tipos de cartuchos: Oasis® MCX e Strata™-X-C.

10.2. Cromatografia

A cromatografia é uma técnica que permite a separacao, identificacao e purificacao de
componentes alvos inseridos numa matriz, para analise qualitativa e quantitativa. Este
método apresenta uma fase estacionéria (fixa) e uma fase mével (move-se). Os analitos
de interesse encontram-se na fase estacionaria e sao separados através de um fluxo
gerado pela fase movel. Este processo de separacao depende de fatores como as
caracteristicas moleculares de adsorcao (liquido-sdlido), particao (liquido-liquido) e
afinidade ou diferenca entre pesos moleculares. Um analito que tenha maior afinidade
com a fase estacionéria, move-se mais lentamente ao longo da coluna, resultando na
separacao deste composto de outros componentes que tém maior afinidade com a fase
movel. De forma a existir separacao entre compostos, tem de existir diferencas na sua
distribuicao 2.

Existem diversos tipos de cromatografia, que podem ser usados consoante o objetivo
final. Neste trabalho apenas é abordada a técnica GC-MS/MS, uma vez que foi a técnica

analitica utilizada nesta dissertagao.

10.2.1. Cromatografia Gasosa acoplada a espetrometria de massa

A GC tem sido utilizada em diversos métodos analiticos devido a sua versatilidade, e
por ser compativel com varios sistemas de dete¢ao diferentes. Desta forma, permite nao
s6 uma analise qualitativa, como uma analise quantitativa, com alto desempenho e
precisao.

Esta é uma técnica que permite a separacao de compostos quimicos inseridos numa
matriz complexa, onde a fase movel € um gas inerente (geralmente Hidrogénio, Hélio
ou Azoto), que arrasta a amostra pela coluna cromatografica, em sequéncia da unidade

de injecao (injetor). Os analitos alvo sdo vaporizados na unidade de injecdo e
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transportados pela fase movel até a coluna. Uma vez na coluna, a amostra é separada
através da fase estacionaria, sendo responsavel pela separacdo dos diferentes
compostos através dos tempos de retengio, ou seja, o tempo que o composto demora a
chegar a saida da coluna ¢2-%4, A composicao de um sistema (figura 12) inclui ainda, um
forno (onde se encontra a coluna), detetor e um software de tratamento de dados. O
detetor é responsavel pela identificacdo de sinais eletronicos, enquanto o software

transforma esses sinais em picos cromatograficos 2 63,

Carrier gas flow Sample injection Electrical signal
controller

677 Detector
= oI

Column oven

Data
processing unit

Cylinder

Figura 12 - Composicao de um Sistema GC. Adaptado do site da corporacao Shimadzu 4.

Os picos cromatograficos compoem um cromatograma (figura 13). O eixo horizontal

representa os tempos de retencao e o eixo vertical indica a intensidade do sinal. A linha

de base € a parte em que nada é detetado %4.
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Figura 13 - Composi¢cao de um Cromatograma. Adaptado do site da corporaciao Shimadzu %4.
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Existem diversos tipos de detetor que podem ser conectados a um equipamento de GC,
como o detetor de ionizacdo de chama (FID), condutibilidade térmica (TCD), captura
de eletrées (ECD), fotoionizacao (PID), espetrometria de massa (MS), entre outros.
Neste trabalho irad ser abordado o detetor de espetrometria de massa em tandem
(MS/MS) 64,

A MS é o método de eleicao para a detecdo de substancias ilicitas, podendo acoplar-se a
cromatografia liquida e GC 48.

A MS quando combinada com a GC é conhecida como GC-MS. Este tipo de detetor
suporta uma vasta gama de aplicacoes, devendo-se ao facto de ter uma elevada
sensibilidade, mesmo quando as concentracdes do composto em estudo sdo baixas,
permitindo uma distin¢ao nitida, mesmo quando os tempos de retencao (RT’s) sao
proximos. O detetor MS possui uma fonte de ionizacao, onde ocorre a ionizacdo dos
analitos, um analisador, responsavel pela separacio dos ibes consoante a razao
massa/carga (m/z) e detetor, que faz a geracdo de sinais elétricos, sendo
posteriormente alterados pelo software de forma a obtermos um cromatograma.

Por sua vez, a espetrometria de massa sequencial, denominada igualmente por tandem,
MS/MS ou MS2, dispoe de trés analisadores titulados de quadrupolos (Q1, Q2 e Q3). O
compartimento Q1 funciona como um filtro de massa, usado para isolar o ido
percursor. O Q2 é onde ocorre a fragmentacao do ido pai em ioes filho, enquanto o Q3 é
utilizado para estabelecer uma relacao entre o ido percursor isolado e os i0es gerados a
partir da fragmentacao induzida, com o auxilio do gés inerente (fase movel).

Quando se combina espetrometria de massa em tandem a GC, o sistema é denominado
por GC-MS/MS. A mais-valia de recorrer a técnica GC-MS/MS recai na possibilidade
de monitorizar mais que um fragmento originado pelo ido percursor (dois fragmentos
qualitativos e um fragmento quantitativo). Desta forma, quando existe uma matriz
complexa, os ides produto oferecem informacoes fidedignas da presenca de um
determinado composto, tornando-se assim uma confirmacao analitica. O detetor mede
a quantidade de eletrées gerados pelos ides, dando origem a um registo de todas as
cargas detetadas durante o varrimento, constituindo assim um espetro de massa,
caracteristico de cada composto. Este espetro pode ser programado para aquisicao de
dados, conforme 6 modos de operacao: full scan, SIM, I6es produto, MRM, Ioes

percursores e perda neutra. Os principais sao 65 ©6:
v" SCAN (varrimento) - O espetro de massa é programado de modo a apresentar

uma analise de todas as massas do seu espetro de operacao ou dentro de uma

determinada faixa;
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v' SIM (monitorizacao seletiva de i0es) - Separacao de somente um ido especifico,
aumentando a sensibilidade;

v" MRM (monitorizacio de rea¢oes multiplas) — Dois ou mais ides sdao separados e
fragmentados, dando origem a outros analitos e aumenta a seletividade do

método.

10.2.2. Espetros de Massa da Cocaina e os seus Metabolitos

Como descrito anteriormente, o detetor MS produz um espetro caracteristico para cada
composto, sendo operado em modo positivo ou negativo, consoante as caracteristicas

do analito alvo.

A COC e os seus metabolitos sdo analisados no modo positivo da MS 48.

O espetro de massa da COC, figura 14, produz um fragmento m/z 182 devido a perda de

7

acido benzobico da sua estrutura original. Outro fragmento menor é produzido,

correspondendo a perda de uma molécula de agua ou metanol (m/z 150) 4867,

182

100% - +Product (304) Cocaine

IM+H]*
304

105 150

A A I |
T T T T

Figura 14 - Espetro de massa da COC. Adaptado de Castiglioni et al. ©7.

168

100%  +Product (290) Benzoylecgonine

[M+H]*
290

1

e

Figura 15 - Espetro de massa da BEG. Adaptado de Castiglioni et al. 7.

No caso da BEG (figura 15), os seus fragmentos comportam-se da mesma forma, dando

origem a um fragmento de m/z 168 e um de m/z 150 48.¢7.
O COET (figura 16) apresenta um fragmento menor de 82 m/z, correspondendo a um

fragmento de N-metilpirrolidina, e a um fragmento de m/z 196, tendo origem através

da perda de acido benzoico 4867,
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196 196, 150 (-CH,CH,OH)
100% 7 +Product (318) o
. Cocaethylene
0 H\ .
82 (M+H]
h 10844 150 168 0™~ v
, | A |8 , , 3
50 100 150 200 250 300

miz

Figura 16 - Espetro de massa do COET. Adaptado de Castiglioni et al. 7.

A EME tem um fragmento em comum com outro metabolito chamado de EC, de m/z
82 e que corresponde a N-metilpirrolidina. O que distingue estes dois metabolitos
(EME e EC), sao os fragmentos caracteristicos de cada um, como pode ser observado na

figura 17 48.67,

82 .82
100% 7 +Product {186) ‘ Ecgonine
: 1?8 X
A 100 HO M.
i o | 119 150 || MeHI® o H
i . WA ind L b _,|I|' il A : il . 186 .
g2 .82 .
100% 1 +Product {200) Ecgonine
|1| i P methyl ester
HO : N
B i H .
! ' 108 119 0= g 182 [M-+H]
A i ll|~-. 'ﬂl.l“ L) Jll. _.-f| i A !’ | 200

Figura 17 - Espetro de massa da EC (A) e EME (B). Adaptado de Castiglioni et al. 7.

Por fim, o metabolito NCOC apresenta um fragmento com m/z 168 a conta da perda do
acido benzobico, e outro fragmento m/z 136 em virtude da perda de uma molécula de

agua (figura 18) 48,

. 168, 136 {-CH,OH
100% 1 +Product (290) 136 168 o { (CHOR) N .
. orcocaine
o1 NH, N
[M+H]
0] o

105 ’
A ;

290
A T

Figura 18 - Espetro de massa da NCOC. Adaptado de Castiglioni et al. ©7.

10.3. Validacao de um método analitico

A validacao visa demonstrar e garantir que um método analitico é adequado para o
propdsito a que se destina, tendo como objetivo a qualidade dos ensaios, de forma a
obter um procedimento adequado, preciso e credivel. Desta forma, a validagdo deve
demonstrar seletividade para o analito em estudo, tendo em consideragao os efeitos da
matriz, fornecendo uma caracterizacao estatistica dos resultados de varios critérios de

desempenho do método ¢8.
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Podem ser aplicadas diferentes tipos de validacoes, consoante a situacao. Os métodos
nao padronizados requerem uma validacdo completa, enquanto nos métodos
padronizados é aplicada uma validagao cruzada ou parcial. A validacao cruzada aplica
métodos utilizados num ambito diferente, e a validacao parcial é envidada no caso de
extensao do método e quando ocorrem modificagoes 9.

Todas as técnicas aplicadas aos métodos analiticos para a determinacao e quantificacao
de drogas através da GC, estao sujeitos a parametros de validagao. Para isso, existem
diversas guidelines que podem ser seguidas (Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMA) 70; Ministry of Health, Labour and Welfare (MHLW) 7*; Scientific Working
group for Forensic Toxicology (SWGTOX) 72; International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) 73, entre outras.

10.3.1. Seletividade

A seletividade de um método é demonstrada pela capacidade de identificar e/ou
quantificar o composto de interesse inequivocamente, mesmo com todos os
interferentes da matriz. Este parametro é de extrema importancia, por garantir a
auséncia de interferentes que possam induzir a resultados falsos e nao desejaveis.

A avaliacdo deste parametro pode ser efetivada por meio de uma matriz em branco,
demonstrando a auséncia de interferentes no mesmo tempo de retencao da substancia
a analisar, e possiveis i0es de supressao 74 75. Para isso, além de analisar um branco, é
importante monitorizar as intensidades relativas de cada composto, sendo necessario
estabelecer critérios de aceitacao.

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 selecionado normalizada ao pico base. A tabela 7 descreve os

intervalos de aceitacdo utilizados para a identificacdo dos compostos em estudo.

Tabela 77 - Intervalos maximos de tolerincia permitidos para as abundancias relativas dos ides,
monitorizados em modo MRM e expressos em percentagem (%) 7°.

Abundéncia relativa Intervalo maximo de tolerancia permitido
(%relativa ao pico base) (%)
>50 - 100 +10 (intervalo absoluto)
>25 - 50 +20 (intervalo relativo)
1-25 +5 (intervalo absoluto)

Para além das abundancias relativas, os critérios de confirmacgao qualitativa incluem a
variacao do tempo de retencao (RT) do composto , expresso pela razao entre o RT do
composto e o RT do padrao interno. O tempo de retencdo do composto em anélise nao

deve diferir mais que 1% do RT do padrao interno. A razao entre o sinal do iao
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diagnostico menos intenso e o sinal correspondente ao ruido da linha base deve ser

superior a 3:1 76,

10.3.2. Linearidade e Curva de Calibracao

A linearidade de um método analitico é a sua capacidade de produzir resultados de
teste proporcionais a concentracao de analitos dentro de um intervalo especificado ou
com a ajuda de ajustes matemaéticos ja descritos. Para estes testes, sdo injetadas
diferentes concentracoes dos analitos de estudo (calibradores), abrangendo a gama de
concentracdo prevista em amostras reais, de forma uniforme e incluindo o limite
inferior de quantificacdo (LOQ) definido para o método. Dependendo das guidelines
de validacao utilizadas, o nimero de calibradores pode ir até seis ou sete no minimo. A
sua preparacao consiste na adicio de uma concentracao conhecida a amostras de
branco 75 77. A solugao utilizada como branco, varia conforme a matriz a ser estudada.
Para além dos calibradores, também se pode recorrer a quality controls (QC’s) de
forma a avaliar a precisdo e exatiddo do ensaio e a estabilidade. Os QC’s podem ser
preparados a partir da mesma solugao de stock, mas em concentracoes intermédias dos
padrdes de controlo 75.

As curvas padroes resultantes, podem ser avaliadas por meios graficos ou matematicos.
O modelo mais utilizado é a regressdo linear simples, que assume a existéncia de

linearidade entre duas variaveis. Esta é descrita pela seguinte expressao matematica 7s:

y=mx-+Db
(€))
Onde,
e yé aresposta medida;
e x éaconcentracdo do analito;
e m ¢ o declive da curva de calibracao;

e b éaordenada na origem (intersecao da curva com o eixo das ordenadas).

Este modelo também permite calcular o coeficiente de determinacao (r2), sendo que o
seu valor deve ser igual ou superior a 0,99, pois quanto mais préoximo de 1,0, menor
sera a dispersao dos pontos experimentais e menor sera a incerteza estimada 75.

Outros modelos mais empregados sao o de regressao linear e o quadratico, dependendo
da precisao do método. Ocasionalmente, as curvas de calibracao sao ponderadas por
1/X, 1/x2, 1/y?, entre outros fatores de ponderacao, de forma a obter informacdes
precisas através de recalculos . Estas ponderacOes sao utilizadas quando o desvio

padrao do sinal aumenta com as concentragoes, assim sendo, estas curvas de calibracao
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sao melhores ajustadas com o uso de ponderacoes, permitindo uma melhor distribuicao
do peso atribuido a cada ponto 78. O analista deve aplicar o modelo mais simples que
descreva adequadamente a relacdo concentragdo-resposta e preparar os padroes de
calibracao, ou padroes de controlo, de acordo com a matriz das amostras 7s.

Os dados obtidos devem obter um coeficiente de correlagdo e um erro relativo médio ou
BIAS de + 15%, relativamente ao valor concentragcoes nominais (tedricas), exceto no

limite de quantificacdao, onde o erro permitido é de + 20% das concentracdes nominais

75,

10.3.3. Precisao e Exatidao

A precisdo expressa a proximidade entre os resultados de testes independentes obtidos
em condicOes estipuladas. Este parametro divide-se em duas formas: Precisao intradia
e precisao interdia. A precisdo intradia é determinada através da analise de amostras
adquiridas num curto espaco de tempo, de forma a nao haver variacao do resultado
analitico devido a fatores como condic¢ées do laboratorio, operador e equipamento. A
precisao interdia consiste em analisar as mesmas medidas em dias diferentes 75.

A exatiddo é a concordancia entre as médias dos resultados obtidos e o valor referéncia
aceite como verdadeiro. Este parametro é determinado por réplicas de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas de analito. Este parametro pode ser avaliado

de diversas formas, sendo a avaliacdo através do BIAS a mais utilizada.

A avaliacdo da exatidao através do BIAS utiliza uma féormula (equacao 2) onde sao
usadas as quantidades de analito calculadas por interpolagao na curva de calibracao e

as que sao adicionadas as amostras (considerado o valor aceite como verdadeiro) 7s.

Concentracdo calculada — concentragdo tedrica
BIAS = — x 100
Concentragdo tedrica

(2)

10.3.4. Limites analiticos

E importante conhecer o valor de concentracdo mais baixa do analito que pode ser
detetado e quantificado no decorrer do método em validacao.

A atualizacao do limite de detecao (LOD) e do limite de quantificacao (LOQ) deve ser
realizada quando ocorrem alteracoes nos fatores de influéncia (analista, reagentes,

equipamento, ambiente, etc) e sempre que uma nova curva de calibracao é feita.
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O LOD corresponde a quantidade minima que pode ser detetado numa amostra, mas
nao necessariamente quantificivel, e pode ser obtido de diversas formas 75 79,
Geralmente a regressao linear é a abordagem mais adotada, tomando a designacao de
reta de calibracdo. O objetivo da regressao linear é encontrar um modelo capaz de
estimar os valores assumidos pela varidvel dependente (y) quando as varaveis
independentes (X,) sdo conhecidas ou fixas. A metodologia mais utilizada para a sua

determinacao é o método dos quadrados minimos, expresso pela seguinte formula:

S§§ = Z(Yobs,i - Yprev,i)z

3)

No entanto, muitas vezes é necessario realizar um ajuste matematico, devido ao facto
de existir intervalos de concentracao amplos, resultando numa variancia diferente para
cada ponto da reta. Consequentemente as maiores concentracoes tendem a influenciar
bastante a reta de calibracdo, resultando na perda de exatidao, especialmente nos
pontos mais baixos. Neste caso, é necessaria a utilizacdo do modelo de regressao linear
ponderada, de forma a harmonizar as discrepancias entre os diferentes pontos da reta.

A expressao a ser minimizada toma a forma seguinte:

(Yobs,i - Yprev,i ) z

2
0j

SS=Y

(1)
Onde,

e o7 representa a variancia associada a resposta dos padroes de calibracio.

O LOQ define-se pela menor concentracio de um analito possivel de medir e
quantificar, com uma certa exatidao e precisao, com um coeficiente de variacao inferior
a 20% e BIAS num intervalo de + 20% da concentracgao calculada, e deve também ser
pelo menos dez vezes superior a resposta da amostra branca 75. Nestas situacées o LOQ
¢ designado como limite inferior de quantificacdo ou lower limit of quantitation
(LLOQ).

Este parametro também pode ser obtido de diversas formas, mencionadas

anteriormente.
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10.3.5. Estabilidade

A estabilidade de um composto numa matriz depende de diversos fatores como as suas
propriedades fisico-quimicas, propriedades da propria matriz e condicoes de
armazenamento 75. Existem diferentes formas de estudar a estabilidade dos compostos
em estudo, pelo que se devera optar por métodos que analisem a estabilidade de forma
a abordar situacoes normalmente encontradas em contexto laboratorial, a menos que a
estabilidade dos analitos ja se encontre devidamente analisada, ou seja, através de
referéncias publicadas 72.

A determinacdo da estabilidade deve efetuar-se a partir de materiais de referéncia,
preparando amostras fortificadas com os analitos tanto em baixas como em altas
concentracoes. Estas amostras fortificadas devem ser preparadas na mesma matriz que
a destinada as amostras reais e analisadas em triplicado. A metodologia a ser aplicada
na analise da estabilidade das amostras deve ter em consideracao as circunstancias a
que sao sujeitas as amostras processadas/extratos até serem analisados 72.

Se fizer parte da pratica padrao de um laboratério congelar as amostras antes da
respetiva analise, a estabilidade dos analitos deve ser determinada apos trés ciclos de
congelacao/descongelacao durante 24 horas. A descongelacdo nao deve ser assistida,
pelo que se deve realizar a temperatura ambiente. O analito sera considerado estavel
até o sinal médio (4rea do pico ou razbes entre a area do pico e a area do padrao
interno, por exemplo) obter um BIAS aceitavel. O BIAS admissivel implica encontrar-se
dentro dos 20% de tolerancia, e caso seja necessario aplicar um critério mais limitado,
essa tolerancia deve ser de 10-15% 72.

Uma outra situacao que pode surgir € nao ser possivel analisar de imediato a amostra
preparada/extrato. Desta forma, podera ser necessario executar a anélise no dia
seguinte, ou mais tarde. Nestes casos, torna-se importante determinar o periodo de
tempo em que a amostra processada ou extratos se mantém sem sofrer alteracdes
inaceitaveis, impedindo a detecao dos compostos, a sua identificacdo ou quantificacao
fiavel. Neste estudo, deve-se fortificar amostras, realizar o seu processamento e analisar
de forma a ter uma resposta comparativa. Seguidamente, sao guardadas de forma igual
ao que aconteceria durante o armazenamento durante a rotina laboratorial e
novamente analisadas. Este ensaio deve ser realizado em triplicado e a sua avaliacao ¢é

feita da mesma forma mencionada anteriormente 72.
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10.3.6. Carryover

A transicao do método para amostras reais pode conduzir a um resultado qualitativo ou
quantitativo impreciso, devido ao transporte de concentracoes dos compostos em
estudo, para a proxima analise em sequéncia. O carryover do método de ser avaliado
durante a validagdo do método a ser desenvolvido, com a exce¢do de o laboratério estar
constantemente a adicionar este carryover a sua rotina laboratorial. A analise do
carryover é feita em triplicado e através de brancos analisados imediatamente apos
uma amostra com concentracao elevada ou matriz equivalente fortificada.

E aceitavel limitar o estudo de transporte ao ponto mais alto da curva de calibracao,

mas preferencialmente devem ser testadas concentragdes superiores 72.

10.3.7. Recuperacao

As recuperacgOes servem para assegurar que a extracao é eficiente e reprodutivel, sendo
calculadas como recuperacao média (%) dos analitos alvo.

O analista deve realizar experiéncias de recuperacdo comparando os resultados
analiticos dos extratos obtidos (representando X% de recuperacdo), com os extratos
brancos fortificados com os analitos ap6s extracdo (representando 100% de

recuperacao) 7s.
A equacdo utilizada para o calculo das recuperacoes encontra-se representada a seguir:

. Area do pico sujeito a extragdo/PI
Recuperacdo (%) = - - — — - x 100
Area do pico nao sujeito a extracao/PI

(5)

10.4. Detecao e quantificacao de cocaina em aguas residuais

A literatura alusiva a detecdo e quantificacio de COC e dos seus metabolitos foi
compilada na tabela 8.

A pesquisa bibliografica foi baseada em dados provenientes da base de dados PubMed
e Google Scholar, publicados desde 2015 até 2022, com a excecao da literatura
utilizada para a introducao teoérica e artigos sobre Strata®. As palavras-chave usadas
foram “Cocaine”, “Benzoylecgonine”, “Ecgonine Methyl Ester”, “Cocaethylene”,
“Norcocaine”, "GC-MS/MS and drug”, “Cocaine and its metabolites”, “SPE for
Wasterwater”, “Wastewater Cromatography”, “Strata™-X-C and Wastewater”,
“Strata™-X and Wastewater”, “Oasis® MCX and Wastewater”, “Oasis® HBL and
Wastewater”, “Influent GC-MS/MS” e “Wastewater Extraction”. Os critérios tomados

em conta para a selecdo dos artigos foram baseados em datas de publicacao, dando
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preferéncia a estudos recentes, tipo de amostra utilizada para anélise, tipo de extracao
usada e resultados obtidos, sendo que os dados descritos deveriam ser completos de
forma a ser possivel comparar com os dados obtidos neste trabalho pratico. Desta

forma, foram compilados 30 artigos, podendo ser consultados através da tabela 8.

A pesquisa efetuada, demonstra que a SPE € a técnica de extracao mais empregue para
a extracdo da COC e dos seus metabolitos em amostras de AR’s. Os cartuchos
preferencialmente utilizados sao Oasis® MCX e Oasis® HLB, sendo interessante testar
os cartuchos Strata™-X-C, pelo facto de apenas terem sido aplicados num artigo, no
qual foram obtidos limites de quantificacao e detecao inferiores aos reportados noutros
trabalhos realizados com outros tipos de cartuchos e, apresentar taxas de recuperacoes
acima das restantes. Apesar de nao ser possivel comparar um elevado nimero de
artigos onde sao implementados métodos com cartuchos Strata™-X-C, foi feita uma
analise através do tnico estudo encontrado, realizou-se uma comparacao entre
Strata™-X-C com Strata™-X e Oasis® MCX com Oasis® HLB. A comparacao entre
diferentes colunas da Strata™, engloba todos os artigos encontrados com os mesmos,
enquanto a escolha de artigos para comparacao entre Oasis® MCX com Oasis® HLB foi
feita com base nos artigos com melhores resultados de LOD, LOQ e recuperacoes.

Bade et al. 8° realizaram a extracdo de BEG, através de cartuchos Strata™-X-C e
respetiva analise por cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa (LC-
MS). O volume de amostra usado foi 50 mL, tendo sido filtradas e o pH ajustado para
4,5-5 utilizando para tal 28% amoniaco em &agua. As etapas incluidas no processo
extrativo ndo foram mencionadas ao longo do artigo, pelo que nao é possivel analisar a
escolha dos solventes. Contudo, sao fornecidos dados referentes aos limites de
detecdo/quantificacdo e taxas de recuperacao obtidas, embora sejam referentes a tipos
de extracao diferentes, fornecem um intervalo de possiveis resultados. Os LODs
encontram-se num intervalo entre 0,01-0,5 ng/L e o LOQ entre 0,05-1 ng/L. As
extracoes obtiveram taxas de recuperacdao entre 82-119%. Apesar de nao existirem
outros trabalhos publicados onde tenham sido estudadas as mesmas condigoes de
extracao e analise, pode-se efetivar uma comparacao com dois trabalhos onde foram
utilizados cartuchos Strata™-X.

Andrés-Costa et al. 8 e Alvarez-Ruiz et al. 82 utilizaram volumes de 250 mL e colunas
Strata™-X . Ambos os trabalhos acondicionam os cartuchos com metanol e 4gua, na
etapa de lavagem apenas utilizam agua Milli-Q e os analitos foram eluidos com metanol
seguido de diclorometano. O que difere entre estes dois trabalhos sao o tipo de
amostra, o equipamento utilizado e os pré-tratamentos efetuados. Andrés-Costa et al.

analisaram efluentes e efluentes tratados de AR’s, obtendo LOD’s de 50 ng/L para a
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COC e 1 ng/L para a BEG, e LOQ’s entre 1-100 ng/L. A quantificacdo dos compostos foi
realizada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espetrometria de
massa em tandem com quadrupolo de tempo de voo (UHPLC-QqTOF-MS/MS),
obtendo uma concentracao de 15,3 ng/L e 125,1 ng/L respetivamente. Na avaliacao das
recuperacoes deste método, a maior percentagem obtida foi de 115%.

Alvarez-Ruiz et al. realizaram a andlise de material particulado de efluentes por LC-
MS/MS, alcancando um LOQ de 120-2310 ng/L para os diferentes compostos,
enquanto o LOD para a COC foi de 50 ng/L e para a BEG foi de 40 ng/L. As
percentagens de recuperacoes foram igualmente idénticas ao trabalho mencionado
anteriormente. Entre estes dois altimos trabalhos, a publicacdo de Andrés-Costa et al.
obtive melhores resultados, pois os autores atingiram limites mais baixos e taxas de
recuperacio idénticas as obtidas no artigo de Alvarez-Ruiz et al. Estas diferencas
poderdao estar relacionadas com o tipo de amostra e equipamento utilizado para
respetiva analise.

Comparando os trés trabalhos, os dados demonstram que o método onde se utilizam
cartuchos Strata™-X-C, torna-se mais eficiente, podendo existir diferencas
significativas entre os 3 artigos devido a tratar-se de amostras diferentes e métodos de
analise igualmente dissemelhantes.

Liu et al. 8 usaram uma coluna Oasis® MCX (60 mg, 3mL), enquanto que Gonzéalez-
Marino et al. 8 fizeram uso de cartuchos Oasis® HLB com diferentes enchimentos (60 e
200 mg). Liu et al. 8 utilizaram 50 mL de efluente como amostra e quantificaram
através de GC-MS, tendo atingido um LOD de 0,0750 ng/L e LOQ de 0,250 ng/L para a
BEG. Estes limites foram calculados pela razio sinal/ruido, por esse motivo sdo valores
baixos. Relativamente as recuperacdes, estas foram de 98 %, comprovando que este
método é bastante eficiente para além de demonstrar ser sensivel para o metabolito
BEG, através dos dados referidos anteriormente. Gonzalez-Marifio et al. 84 analisaram
afluentes, efluentes e efluentes tratados, mas apenas se encontram mencionados os
resultados obtidos para amostras de AR’s efluentes de forma a facilitar comparacoes.
Neste trabalho as amostras foram constituidas por 100 mL de efluente e a quantificacao
realizou-se através de GC-MS/MS, tendo sido obtido piores valores de LOD e LOQ, 8
ng/L e 26,4 ng/L respetivamente. A percentagem de recuperacao de metabolitos em
efluentes foi de 98,4%, mostrando que este método é semelhante ao anterior, em

termos de eficiéncia.
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Tabela 8 - Métodos cromatograficos para detegio e quantificacdo de COC e dos seus metabolitos em amostras de AR’s.

Volume LOD LOQ Recuperacao

Tipo de amostra Compostos (mL) Meétodo de extracio Método de detecio (ng/L) (ng/L) (%) Referéncia
COC 50 115
Efluente, Efluente BEG SPE 1 101 8
tratada e Afluente COET 250 (Strata™-X) UHPLC-QqTOF-MS/MS 5 1100 82 '
EME 10 61
Sedimentos, Lamas e ggg SPE 50 12;(6)_?3;0
£ _ - - 8
Particulas de COET 250 (Strata™-X) LC-MS/MS 40 81-106 92-114 2
Efluentes
EME 0-75
SPE .
Efluente BEG 50 (Oasis® MCX) GC-MS 0,0750 0,250 98 3
COC 12 100,9
Afluente, Efluente e SPE ’
BEG 100 . GC-MS/MS 8 2-60 124,1 84
® »
Efluente tratada COET (Oasis® HLB) 6 107.0
SPE
(Clean Screen® DAU, 0,01-0,5 0,05-1 82-119 2
Efluente BEG 50 Oasis® MCX/HLB, LC-MS 85 85 85 ®
Strata™-X-C) e fase C18)
COC
BEG SPE o
Efluente COET 100 (Oasis® HBL) UPLC-MS/MS 3 10 121
NCOC
Efluente e Efluente SPE 7,9 23,7 111,6/87,4 8
tratada 2L 400 (Oasis® HLB/MCX) LC-MS/MS 5,9 17,7 107,6/n.r. !
COC
BEG SPE ) ) ) o8
Efluente e Afluente COET 100 (Oasis® HBL) HPLC-MS/MS 130-200 500-16000 122
NCOC
Efluente e Efluente cocC SPE 625 625 2
tratada BEG 240 (Strata™ -Screen-C) LC-MS/MS 625 625 fL.L. ’
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Afluente e
Sedimentos de
Efluentes

COC SPE _ 25 87-103
BEG 1500 GC-MS n.r

(Bond Elut™ LRC) o 25 91-103 *

SPE
(Oasis® MCX)

Efluente e Efluente

_ 95 95

00
5 971 97

SPE

Efluente e Efluente BEG
(UCT™ XRDAH)

\ratada LC-MS/MS 1 4 nr. 93

Extracdo com Solvente
Acelerado (ASE) e Extragao
assistida por ultrassom (USE)

Efluente e Lama UPLC-MS/MS 5 10 >75 95
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16,50 85-114 97

SPE
BEG 250 (Oasis® HBL) LC-MS/MS 2,1-20,5

Efluente

SPE UPLC-MS/MS 114-120

Efluente (Oasis® HBL)

Efluente e Efluente SPE
tratada o (Oasis® HBL) UPLC-MS/MS

103

6,1
HPL-MS/MS 46

coc n.r. SPE On-Line

Efluente e Efluente
BEG

tratada

0,8

CcoC 0,2
BEG SPE On-Line 0,5 1,5 .
Efluente COET 50 (PLRP-S) LC-MS/MS 05 14 80-120 105
EME 4 13
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CcoC 500 SPE ! _ @

Efluente BEG 100 (Oasis® MCX) LC-MS/MS n.r. 100 85,8-104,8 10
cocC SPE

Efluente BEG 240 (Strata™-Screen-C) LC-MS/MS 625 625 85-115 107
COC SPE 10 50 85-100

Efluente BEG 10 (Oasis® HBL) UPLC-MS/MS 10 20 76-98 {08
COET 100 250 92-102

Efluente BEG 150 SPE LC-MS/MS n.r 10 n.r 109

(Oasis® MCX) o o

Nota': Os LOQ e LOD correspondem a dados provenientes da matriz e outros do equipamento utilizado para analise.

Nota2: Os dados fornecidos nesta tabela, apenas sao referentes a efluentes.

Legenda: GC-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa; GC-MS/MS: Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem; LC-MS/MS:
Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem; HPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem;
UHPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem; UHPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espetrometria de massa em tandem; UHPLC-QqTOF-MS/MS: Cromatografia liquida de alta-ultra eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem com
quadrupolo de tempo de voo; SPE: Extracdo em fase s6lida; LOD: Limite de detecdo; LOQ: Limite de quantificagao.
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Capitulo 2 : Justificacao do tema e objetivos

Ao longo dos anos, o consumo de drogas ilicitas tem vindo a aumentar, levando a
preocupacoes tanto a nivel de satde publica como a nivel ambiental.

A COC continua a ser a segunda droga mais consumida a nivel europeu e, portanto,
continua a ser um grave problema provocando diversos problemas de saude
mencionados anteriormente e aumento da percentagem de overdoses fatais associadas
a0 seu consumo.

Apesar da taxa de consumo de COC apresentar valores inferiores quando comparada ao
consumo de candbis, é a que provoca mais vicio e apresenta efeitos adversos mais
graves 10,

Com a pandemia e o fecho dos espacos noturnos, o consumo desta droga diminuiu,
mas, atualmente, com o regresso a normalidade o consumo de ecstasy e COC tem vindo
a aumentar novamente 4. Contudo, é expectavel que os consumos de drogas sofram um
agravamento, devido a degradacdo da saide mental da populacdo gracas ao longo
periodo de confinamento e restrigoes.

O tipo de amostras preferencialmente usadas para a detecao e quantificacio de drogas
de abuso, com o intuito de combater trafico de drogas, respetivo consumo e atualizagao
de leis de forma a diminuir esta problemaética, consiste em inquéritos, estatisticas
criminais e dados médicos obtidos através de anéalises ao sangue e urina. Contudo, estas
metodologias apresentam diversas limitacoes referidas anteriormente. Desta forma,
tem vindo a aumentar o uso de AR’s como matriz para a determinacao indireta do
consumo de drogas de abuso, por se tratar de um método mais econémico, preciso,
fiavel, menos invasivo e com menor probabilidade de adulteracao.

Por conseguinte, torna-se importante desenvolver métodos rapidos, precisos e eficazes
que possam ser implementados em laboratérios de andlises toxicologicas e forenses
com vista a sua determinacao neste tipo de matriz. Por este motivo, o presente estudo
tem como principal objetivo desenvolver um método analitico adequando a anéilise de
AR’s, utilizando a SPE e a GC-MS/MS para a determinacao de COC, EME, BEG, COET
e NCOC.
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Capitulo 3 :

Procedimento Experimental

3.1. Material e métodos

3.1.1. Material e Instrumentacao

Os cartuchos de SPE Oasis® MCX 30 mg da Waters (EUA), foram adquiridos a
Waters Portugal, enquanto as colunas de SPE Strata™-X-C de 6omg/3mL,
foram adquiridas a Phenomenex;

Tubos falcon de 50 mL de polipropileno com tampa estanque da VWR
(Portugal);

Material comum de laboratério: Baloes volumétricos de diferentes volumes,
copos de precipitacio, provetas, entre outros;

Vortex mixer 230V, Labnet International (VWR International, Portugal);
Camara de refrigeracao (a 4 °C), Dagard Ibérica (Portugal);

Camara de congelacao da Electrolux — Modelo Inspire;

Centrifuga Heraeus Multifuge IS-R, Thermo Scientific (Alemanha);

Bloco de aquecimento “Tembloc” da J. P. Selecta (Reagente 5, Portugal);
Micropipetas automaticas Gilson, volumes maximos 20, 200 e 1000 uL (VWR
International, Portugal);

Bomba de vacuo da GAST — modelo DOA-P505-BN (Waters, Portugal);

Sistema de extracao da Waters - WAT200683 (Waters, Portugal);

Sistema de GC modelo HP 7890A, acoplado a espetrometria de massa triplo
quadrupolo modelo 7000B, ambos da Agilent Technologies (Waldbronn,
Alemanha). O sistema encontra-se também equipado com um injetor PTV da
Gerstel (Miilheim na der Ruhr, Alemanha). A separacao dos compostos foi
realizada com recurso a uma coluna capilar (3om x 0,25mm de diametro
interno, 0,25 um de espessura de filme) com 5% fenilmetilsiloxano (HP-5 MS),
fornecida por J&W Scientific (Folsom, CA, EUA).
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3.1.2. Reagentes e padroes

e Os padroes analiticos de COC, BEG, EME, COET e NCOC procedem da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA) a 1 mg/mL. Os padrées internos COC-d3 e BEG-
d3 (1 mg/mL) e EME-d3 (100 pug/mL) procedem da Sigma-Aldrich (Sintra,
Portugal).

e Agua ultra pura Milli-Q, obtida através do sistema Milli-Q RG Ultra-Pure Water
System, Milipore Corporation (Milipore, Bedford, MA, EUA);

e N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA), Macherey-Nagel (Diiren,
Alemanha);

e Trimetilclorosilano (TMCS), Macherey-Nagel (Diiren, Alemanha);

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

e Acido cloridrico (HCI) 37%, Carlo Erba (Mildo, Italia);

e Diclorometano 99,5% pro analysis, Merck (Darmstadt, Alemanha);

e Isopropanol 99,8%, Panreac (Barcelona, Espanha);

e Hidréxido de amoénia 24,5% (NH,OH) (pro-analysis), J.T. Baker (Holanda);

e Hexano, Merck (Darmstadt, Alemanha).

3.1.3. Preparacao de solucoes
3.1.3.1. Solucoes Padrao

A solugao stock para a COC e dos seus metabolitos, foram preparadas através da
diluicdo das respetivas solucdoes comerciais em metanol, para concentragoes finais de
500 ng/mL, 100 ng/mL e 1000 ng/mL. Relativamente aos padrdes internos, foi
utilizada uma solucao de trabalho com uma concentracdo de 1 pg/mL em metanol,
contendo os analogos deuterados da COC, BEG, EME. Todos os padroes foram

armazenados a 4°C, na auséncia de luz.

3.1.3.2. Reagente de derivatizacao

O reagente de derivatizacao foi preparado de forma a obter uma concentracao de 5% de

TMCS em MSTFA. A solucao foi armazenada protegida da luz e a 4°C.

3.1.3.3. Solucao de diclorometano:metanol (70:30, v/v)

Para um balao de 50 mL, mediram-se 15 mL de metanol e perfez-se o volume final com

diclorometano (35 mL).
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3.1.3.4. Solucao de diclorometano:Isopropanol:Hidroxido
de amonia (78:20:2,v/v/v)
Para um balao de 100 mL foram medidos 78 mL de diclorometano, 20 mL de

isopropanol e posteriormente, homogeneizou-se vigorosamente. A esta solu¢io foram

adicionados 2 mL de hidréxido de amo6nia, homogeneizando-se vigorosamente.

3.1.3.5. Solucao de HCI 0,1 M em agua

Para um volume de 50 mL foram medidos 0,414 mL de HCL a 37 % para um balao
volumétrico de 50 mL, sendo o volume final aferido com agua Milli-Q. A solucao foi

homogeneizada e armazenada a 4 °C.

3.1.3.6. Solucao de HCI 0,1 M em metanol

Para um volume de 50 mL foram medidos 0,414 mL de HCL a 37 % para um balao
volumétrico de 50 mL, sendo o volume final aferido com metanol. A solucao foi

homogeneizada e armazenada a 4 °C.

3.1.3.7. Solucao de amoénia a 5 % em metanol

Para um volume final de 50 mL foram medidos 2,5 mL de hidréxido de aménia para
um baldo volumétrico de 50 mL, sendo o volume aferido com metanol. A solugao foi

homogeneizada e armazenada a 4 °C.

3.1.4. Amostras

As amostras de AR’s hospitalares foram fornecidas por um Hospital da cidade do Porto.
A colheita das amostras foi feita em duplicado e em dois pontos de amostragem
distintos: efluente dos servicos de internamento e efluente final da estacao de
tratamento de AR’s do hospital. O transporte das amostras até ao laboratoério foi

realizado em recipientes contendo acumuladores de frio.

Todas as amostras encontravam-se armazenadas em garrafas de cor ambar de 1000

mL, a uma temperatura de 4°C e ao abrigo da luz.
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3.2. Sistema e condicoes cromatograficas

A analise cromatografica foi realizada através de um sistema de GC modelo HP 7890A,
acoplado a espetrometria de massa triplo quadrupolo modelo 7000B, ambos da Agilent
Technologies (Waldbronn, Alemanha). O sistema encontra-se também equipado com
um injetor PTV da Gerstel (Miilheim na der Ruhr, Alemanha). A separacao dos
compostos foi realizada com recurso a uma coluna capilar (30m x 0.25mm de didmetro
interno, 0,25 um de espessura de filme) com 5% fenilmetilsiloxano (HP-5 MS),
fornecida por J&W Scientific (Folsom, CA, EUA).

As condicoes cromatograficas foram baseadas no trabalho concretizado por Almeida et
al. 1, As amostras foram injetadas em modo splitless a 220°C (temperatura do injetor),
e a linha de transferéncia foi aquecida a 280 °C (temperatura do detetor). O gas de
arraste foi hélio 0,8 mL/min, e o gis de colisdo foi nitrogénio a 2,5 mL/min. A
temperatura inicial do forno foi mantida a 9o °C durante 2 minutos, sendo
posteriormente elevada para 300 °C, a uma taxa de 20°C/min, mantendo-se neste
regime por 3 minutos, resultando numa corrida com uma duracao de 15,50 minutos no
total. O detetor de massas operou em modo de ionizac¢do positivo, com corrente de 35
LA e energia eletronica de -70 eV. O volume de injecao foi de 2 pL. em modo splitless.
Neste modo nao existe divisao da amostra, sendo injetada na sua totalidade,

permitindo uma melhor anélise para concentracoes vestigiais 12,

Os resultados obtidos foram adquiridos no modo MRM, recorrendo ao software de

aquisicdo MassHunter WorkStation Rev.B.02.01 (Agilent Technologies).

3.3. Preparaciao de amostra

O método de processamento das amostras teve inicio com a homogeneizacao das
mesmas, de forma a ser retirado um volume representativo, de cada frasco, de 50 mL.
Estas amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, a 21 °C, durante 15 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionaram-se 20 uL da solucdo de padrao

interno antes do processo de extracao.

3.4. Procedimento de extracao

Neste estudo, a extracao foi realizada através de SPE usando cartuchos Strata™-X-C 60
mg; 3 mL. As condicées do procedimento foram previamente otimizadas, sendo as
condicoes finais divididas em cinco etapas: acondicionamento, adicdo da amostra,
lavagem, secagem e eluicdo. Foi utilizado um suporte para o uso de multiplos cartuchos

em simultaneo (manifold) (figura 19).
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Na primeira etapa, os cartuchos foram acondicionados com 2 mL de metanol e 2 mL de
agua Milli-Q. Posteriormente ao acondicionamento, foi realizada a etapa de adicao da
amostra, sendo esta quando ocorre a passagem da amostra pelo cartucho. Depois da
adicao da amostra, foi realizada a etapa de lavagem com 2 mL de HCI (0,1M em agua).
De seguida, os cartuchos foram secos sob vacuo durante 15 minutos e, por fim, os

analitos de interesse foram eluidos com 2 mL de 5% hidr6xido de amoénia em metanol.

Os extratos resultantes, foram evaporados até total secura sob um vapor de azoto e
derivatizados com 40 uL de MSTFA, e 5% TMCS durante 2 minutos com recurso a um

microondas, na sua poténcia intermédia (400 w).

Uma aliquota de 2 pL foi injetada no sistema cromatografico.

Cartuchos de SPE

Manifold

Bomba a vacuo

IIﬂI'IJ'IJ'l I

Figura 19 - Esquema da metodologia adotada no presente trabalho. Adaptado de 3.

Resultados e discussao

3.5. Identificacao dos compostos em analise

Primeiramente foram definidas as condicbes cromatograficas a utilizar para a
identificacdo da COC, BEG, COET, EME e NCOC. Os parametros de ajuste foram o
fluxo do gas, o programa de temperaturas do forno, as energias de colisdo e janelas de

analise.

Numa primeira etapa € realizada uma analise qualitativa, utilizando o detetor de massa
em modo de varrimento continuo (modo SCAN), num intervalo entre 50 e 500 m/z, de
forma a definir os i0es mais caracteristicos para cada composto (figuras 20 e 21,
respetivamente), injetando 2 uL. de uma solucao padrao (a 10 ug/mL), contendo os
compostos em estudo. A solucao padrao foi evaporada até secura, derivatizada com 30
uL de agente derivatizante (MSTFA + 5% TMCS) e posteriormente, aquecida no
microondas durante 2 minutos em poténcia média. Apds arrefecimento do tubo de

ensaio contendo a solucao padrao, foram injetados 2 uL dessa solu¢do. Com base nos
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espetros e picos cromatograficos obtidos, foi feita uma comparacao com os trabalhos de
Rosado et al. 27 e Almeida et al. . Desta forma, procedeu-se a identificacao dos ides
percursores, tendo em conta a abundancia relativa de cada ido, e respetivas transicoes
possiveis, assim como os tempos de retengao para cada composto. Desta forma, nao foi

necessario realizar uma analise em modo product ion (PI).
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1.254
14
0.754
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0.25+

Figura 20 - Cromatograma em modo SCAN da solucdo padrao, contendo os compostos COC, BEG, EME,
COET e NCOC a concentracao de 10 ug/mL.
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Figura 21 - Espetro de massa em SCAN da solu¢do padrao, contendo os compostos COC, BEG, EME, COET e
NCOC a concentracao de 10 ug/mL.
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Depois de serem identificados os compostos, foi feita uma analise em modo de
operacao de MRM. Esta etapa resulta num aumento de seletividade e sensibilidade do
método permitindo uma identificacdo inequivoca, uma vez que os ides percursores sao
selecionados no primeiro analisador de massa para serem fragmentados no segundo
quadrupolo, no momento posterior, cada um dos i0es percursores e i0es produto sao
escolhidos e seguem para o terceiro quadrupolo onde é feita a sua detecdo. Nas analises
em modo MRM, é muito importante definir a janela de analise utilizada para cada
composto, pois estd associada a precisao do instrumento durante o isolamento do ido.
O dwell time corresponde ao tempo de aquisicio que o equipamento despende na
procura de cada massa selecionada. Por ter sido utilizado um analisador de massa em
série, foi possivel selecionar dois fragmentos caracteristicos de cada composto. O
fragmento mais estavel e intenso para a quantificacao, sendo o segundo mais intenso

utilizado para a qualificagao (figura 22).
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A tabela 9 mostra as condicOes utilizadas para a detecao dos compostos e padroes
internos, incluindo transicoes quantificadoras e qualificadoras, energia de colisao,
tempos de retencao e dwell time. Encontra-se sublinhada a transi¢ao correspondente a

quantificacao.

Tabela 9 - Transicoes monitorizadas em modo MRM para os diferentes analitos em estudo.

Tempo de

. ~ Transicoes Energia de colisao Dwell time
Anal
alito i (m/z) (eV) (ms)

271,5 — 83.1 20

helle 8,53 181,3 — 82,0 10 50

EME-d3 8.53 274,5 — 86,1 10 50
182,5 — 82,2 10

COC 11,96 182.5 — 150.1 5 50

COC-d3 11,97 184,1— 85,0 10 50
196.,5 — 82.0 10

COET 12,21 196,5 — 150,2 5 50
230,6 — 82,2 15

BEG 12,26 30,6 — 122, 15 50

BEG-d3 12,27 241,9 — 85,1 15 50
178.1 —105.1 15

NCocC 12,34 178,1 —135,1 10 50

3.6. Otimizacao do método extrativo

O método extrativo utilizado, como referido, foi a SPE. Este procedimento permite
tratar um grande volume de amostra, quando comparado com outras técnicas,
mantendo a produtividade e minimizando os interferentes presentes na matriz da

amostra.

O volume de amostra foi de 50 mL. Na literatura consultada (tabela 8) os volumes de
amostra oscilam entre 50 e 1500 mL. Trata-se de volumes elevados, quando se esperam
concentracoes baixas dos analitos em estudo em amostras reais, e devido a tratar-se de

matrizes aquosas.

Inicialmente, devido a presenca de sedimentos sélidos nas amostras que iriam provocar
a colmatacao dos cartuchos de extracao e entupimento do equipamento, procedeu-se a
uma etapa de centrifugacao a 4000 rpm, durante 15 minutos. O sobrenadante foi

utilizado para anélise e o pelet foi descartado.

Tendo em conta as caracteristicas dos analitos em estudo (bases fracas), foram testados
dois tipos de cartuchos, Oasis®MCX e Strata™-X-C, cada um com dois métodos
extrativos diferentes. De forma a obter extratos mais limpos e um método de extracao

mais eficiente, otimizaram-se as etapas de lavagem e eluicdo. Na etapa de lavagem, a
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agua possibilita a eliminacao de interferentes da matriz, sem que os metabolitos sejam
eluidos, devido a acdo do HCl que desempenha um papel fundamental na retencao dos
compostos, assegurando que os mesmos (compostos bésicos) se encontram na forma
ionizada, fazendo com que sejam retidos eficientemente pelo absorvente, enquanto
conjuntamente ajuda na eliminacao dos interferentes como as proteinas. O metanol foi
testado por remover grande parte dos interferentes polares, neutros ou acidos, retidos
por interacoes hidrofobicas. Por estes motivos, foram comparados dois procedimentos
de lavagem para cada tipo de cartucho: Oasis® MCX (T1) com 2 mL de HCl 0,1 M em
agua; Oasis® MCX (T2) com 2 mL de agua desionizada, 2 mL de HCI 0,1 M em agua, 2
mL de diclorometano em metanol (70:30 v:v) e 2 mL de hexano; Strata™-X-C (T3) com
2 mL de HCI 0,1M em agua; Strata™-X-C (T4) com 2 mL de HCl 0,1 M em agua e 2 mL
de HCI 0,1M em metanol. Foram utilizados 2 mL de cada solucao e nao um volume

superior, por aumentar o tempo de evaporacao dos extratos.

Apoés a eluicao dos compostos, é efetuada a evaporacao da fase organica, devendo ser
um processo realizado lentamente e com cuidado, evitando perdas de amostra devido a

projecoes ou acumulacao na parte superior das paredes dos tubos de ensaio.

Na otimizacao desta etapa, foram testados dois métodos diferentes: Oasis® MCX com
2m L de diclorometano : isopropanol : hidréxido de amoénia (78:20:2, v:v:v) e Strata™-
X-C com 2 mL de 5% de hidroxido de amoénia em metanol. Foram utilizados 2 mL de
cada solucdo e ndo um volume superior, uma vez que se verificou que os analitos sdo

eluidos completamente e aumenta o tempo de evaporacao dos extratos.

Posteriormente ao passo de evaporacao, procede-se a derivatizacao dos analitos. No
caso dos compostos da COC, a derivatizacdo com um periodo de aquecimento da
solucdo contendo os analitos e o reagente derivatizante (sililacdo), permite a
substituicdo dos grupos -NH por um grupo trimetilsilil (TMS), tornando os compostos
derivatizados mais volateis, termicamente estaveis de forma a suportar temperaturas
elevadas (250-350 °C) e permite passarem para o estado gasoso sem sofrerem

degradacoes ou reacoes com outros compostos 4.

A técnica T1 corresponde ao método classico utilizado com cartuchos Oasis® MCX,
enquanto a técnica T2 corresponde a um método alterado. No que diz respeito aos
cartuchos Strata-X-C, a técnica classica corresponde ao T3 e o método modificado é

representado por T4.
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Na realizacao destes ensaios, primeiramente foi utilizada uma concentracao de 0,025

ng/mL, em 50 mL de 4gua. Todos os ensaios foram realizados em triplicado (tabela 10).

Tabela 10 - Otimizac¢ao do processo de extragio SPE.

T1 T2 T3 T4
Composto Média AR £ | C.V. | Média AR C.V. Média AR | C.V. | Média AR | C.V.
p DP (%) + DP (%) + DP (%) + DP (%)
0,022 + 0,017 +
EME 0,019 + 0,00 | 10,30 | 0,113 £ 0,02 17,77 0,00 4,66 0,00 5,55
0,263 + 0,241 +
CoC 0,370 + 0,03 | 10,53 _ _ 0,03 13,82 0,03 1,36
0,268 + 0,331 +
COET 0,304 £ 0,02 | 9,27 _ _ 0,04 15,27 0.60 20,86
3,814 £
BEG _ _ 0,50 13,32 — _ _ _
NCOC 0,093 £ 0,04 | 5,02 0’8%‘1 * 3,47

Legenda: Média AR + DP. AR (area relativa), D.P. (desvio padrao), C.V. (coeficiente de variacio)

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a técnica T3 é a que apresenta
melhores extracoes. A extracdo com colunas Strata™-X-C, aplicando o método classico,
apresenta menores desvio-padrao e menores coeficientes de variacao, encontrando-se
dentro dos limites estabelecidos (<20%). Outras vantagens de utilizar este método recai
no facto de ser um procedimento mais simples, requer menor quantidade de solventes

comparando as técnicas T2 e T4, e por esse motivo, o tempo de evaporacao € menor.

Apos determinar a melhor técnica de extracdo, foi repetida a mesma em triplicado, com
a adicao de uma concentraciao de 0,05 ng/mL do mix de padroes, em 50 mL de 4gua
(tabela 11).

Tabela 11 - Otimizac¢ao do processo de extra¢do SPE para a técnica T3.

T3
Composto Média AR + DP C[,V'
(%)
EME 0,049 £ 0,00 5,98
COoC 0,687 + 0,00 0,04
COET 0,895 + 0,19 21,36
BEG 0,728 + 0,10 14,60
NCOC 0,633 + 0,13 21,69

Legenda: Média AR + DP. AR (4rea relativa), D.P. (desvio padrao), C.V. (coeficiente de variacdo)

Apesar do C.V. do COET e NCOC se encontrarem ligeiramente acima dos 20%, este é o

uinico método extrativo que se encontra adequado para todos os analitos em estudo.
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3.7. Validacao do método

A validacao deste estudo foi realizada seguindo a guideline Scientific Working group for
Forensis Toxicology (SWGTOX) 72. Desta forma, pretende-se demonstrar que o
presente método se encontra adequado ao objetivo a que se destina, sendo esse objetivo
a pesquisa qualitativa e quantitativa da COC e dos seus metabolitos principais em
amostras de AR’s efluentes, por SPE-GC-MS/MS.

3.7.1. Seletividade

O método descrito foi considerado seletivo, tendo em conta os critérios mencionados
anteriormente.
Na anéilise de brancos (n=5), ndo foram observados quaisquer interferentes que

coeluissem com os analitos em estudo e respetivos padroes internos (figuras 23, 24 e

25).

Nas figuras 23 e 24, pode-se observar que nao existem interferentes que coeluem com o
composto EME e COC, respetivamente, nas suas transicoes quantificadoras,

qualificadoras 1 e qualificadoras 2.
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Figura 23 - Cromatograma de uma amostra branco vs o LOQ para a EME.
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Figura 24 - Cromatograma de uma amostra branco vs o LOQ para a COC.

Na figura 25, pode-se observar que nao existem interferentes que coeluem com o composto

COET na sua transicdo quantificadora e qualificadora.
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Figura 25 - Cromatograma de uma amostra branco vs o LOQ para o COET.
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Relativamente aos compostos BEG e NCOC, pode-se visualizar através das figuras 26 e 27, que
também ndo existem interferentes na mesma zona das transi¢coes quantificadoras e

qualificadoras.
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Figura 26 - Cromatograma de uma amostra branco vs o LOQ para a BEG.
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Figura 27 - Cromatograma de uma amostra branco vs o LOQ para a NCOC.
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3.7.2. Linearidade e Curva de Calibracao

Para a curva de calibracao, foram utilizados 9 calibradores, distribuidos entre 0,00625
e 5 ng/mL. As 4reas relativas de cada calibrador foram quantificadas na curva de
calibracdo e determinou-se o BIAS de cada concentracao, sendo que o mesmo se situou
dentro dos limites estabelecidos para todas as concentracoes. A curva de calibracao foi

avaliada ao longo de 5 dias.

Tabela 12 - Resultados do estudo de linearidade e curva de calibracao.

Linearidade Declive Ordenada na
Analito Regressao % % origem R2*
(ng/mL) (m) (b)*
EME 1/x 0,00625-5 1,280+0,241 -0,00240,013 0,998+0,002
COoC 1/x 0,00625-5 13,537+0,467 0,165+0,066 0,994+0,007
COET 1/x 0,00625-5 11,568+1,641 0,089+0,135 0,998+0,002
BEG 1/x 0,00625-5 13,817+1,320 0,223+0,176 0,999+0,001
NCOC 1/x 0,00625-5 10,525+0,784 0,172+0,210 0,996+0,001

Legenda: * - valores expressos como média + desvio padrao

Juntamente com os padroes de controlo, foram preparadas trés concentracoes de
padroes de controlo de qualidade (QC’s), gama baixa com uma concentracao igual a
0,075 ng/mL, gama intermédia com uma concentracao igual a 0,75 ng/mL e gama alta
com uma concentracdo igual a 4 ng/mL. Todos os QC’s obtiveram um BIAS dentro dos
limites estabelecidos pela SWGTOX.

O LLOQ do presente trabalho foi de 6,25 ng/L para todos os compostos,
correspondendo a quantidade minima que o método consegue quantificar, cumprindo
com os critérios referidos anteriormente. O LOD nao foi avaliado de forma sistematica,
pelo que o seu valor foi assumido com a mesma concentracao obtida para o LLOQ.
Analisando a tabela 12, é possivel verificar que o método descrito é linear dentro da
gama de trabalho definida para todos os analitos em estudo, uma vez que a analise da
regressao linear ponderada mostrou valores de R2 superiores a 0,99 e valores de BIAS
adequados.

Quando comparados os resultados apresentados neste trabalho com outros publicados
na literatura verificamos que Bade et al. 8¢ utilizaram cartuchos Strata™-X-C para a
quantificacado de BEG em 50 mL de aguas efluentes, obtendo um LOQ entre 0,05-1
ng/L e um LOD entre 0,01-5 ng/L, através de LC-MS/MS. Desta forma, verifica-se que
o valor de LLOQ obtido através do método desenvolvido, encontra-se acima do referido
no trabalho de Bade et al., No entanto no presente estudo sao determinados mais
compostos. Nao foram encontrados mais estudos publicados na literatura onde se

analisam os restantes compostos em amostras de AR’s através de cartuchos Strata™-X-
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C. Por este motivo, foi feita uma comparacao entre o método desenvolvido com outros
trabalhos onde sao utilizados outros tipos de cartucho e instrumentacdo analitica.
Foram escolhidos trabalhos resumidos na tabela 8, com base no volume de amostra,
tipo de amostra e instrumentacio analitica utilizada.

Andrés-Costa et al. 8 e Alvarez-Ruiz et al. 82, analisaram 250 mL de efluentes e
particulados de efluentes, respetivamente, por meio de cartuchos Strata™-X.
Andrés-Costa et al., efetuaram a analise por UHPLC-QqTOF-MS/MS, obtendo LOQ
entre 1-100 ng/L e LOD de 50 ng/L para a COC, quanto que para a BEG obtiveram um
LOD de 1 ng/L. A metodologia aplicada para analise das extragOes realizadas no
trabalho de Alvarez-Ruiz et al., foi a LC-MS/MS, atingindo um LOQ entre 120-2310
ng/L, e um LOD de 50 ng/L e 40 ng/L, para os compostos COC e BEG respetivamente.
Tendo em consideracao estes valores, afere-se que o método descrito neste trabalho,
apresenta valores de LLOQ (6,25 ng/L) bastante inferiores aos descritos, e apesar de o
LOD ser considerado igual ao LLOQ, continua igualmente abaixo dos valores descritos
mesmo utilizando um volume de amostra menor. Outra vantagem do método
desenvolvido é continuar a abranger mais analitos.

Relativamente a trabalhos onde o volume de amostra utilizado foi o mesmo que no
método desenvolvido, foi selecionado um artigo devido a metodologia analitica
utilizada e quantidade de analitos estudados. Alexandros et al. °© utilizaram 50 mL de
amostra, analisadas por LC-MS/MS. Os compostos COC, BEG, COET, EME e NCOC
foram analisados através de efluentes, por trés tipos de cartuchos diferentes. Os valores
de LOQ e LOD para a COC e COET, foram de 10 ng/L e 3 ng/L, respetivamente,
enquanto para a BEG, EME e NCOC os valores foram de 100 ng/L e 30 ng/L,
respetivamente. Comparado estes dados com os alcancados no método descrito ao
longo deste trabalho, verifica-se que o mesmo é mais sensivel que o método
desenvolvido por Alexandros et al. De forma a comparar os resultados obtidos com os
cartuchos Oasis® MCX, foi selecionado um artigo onde foi utilizado um equipamento
semelhante ao usado no presente método. Mathieu et al. 9* pesquisaram BEG e COC
através de 500 mL de efluentes nao tratados e tratados. A metodologia extrativa foi
aplicada através de cartuchos Oasis® MCX e a analise dos resultantes extratos por feita
por GC-MS, atingindo um LOQ de 80 ng/L, que contrapondo com o LOQ de 6,25 ng/L,
demostra que o método desenvolvido neste trabalho é mais sensivel. Gonzalez-Marino
et al. 84 utilizaram 100 mL de efluentes, cartuchos Oasis® HLB e analise por GC-
MS/MS. Os valores de LLOQ foram entre 2-60 ng/L e o LOD obtido para COC foi de 12
ng/L, para o COET foi de 6 ng/L e para a BEG 8 ng/L. Comparando o trabalho de
Gonzalez-Marifio et al. com a metodologia desenvolvida, conclui-se que o método

desenvolvido é mais sensivel para os compostos alvo, por necessitar de um volume

69



Determinacao da cocaina e seus metabolitos usando aguas residuais como matriz

menor de amostra e mesmo assim atingir valores de LLOQ e LOD inferiores. Por outro
lado, demonstra-se que a GC-MS/MS é a metodologiaideal para este tipo de anélise e
torna-se possivel realizar analises com um LLOQ baixo. Relativamente aos cartuchos

Strata™-X-C, verificou-se serem eficientes na extracao dos compostos propostos.

3.7.3. Precisao e Exatidao

A validacdo do parametro precisao foi efetuada a partir da precisao intradia e interdia.

A precisao intradia foi estudada através de amostras fortificadas com concentracoes
baixas, por se tratar de concentracdes onde existe maior possibilidade de surgirem
erros (0,00625; 0,0125; 0,025; 0,1; 1; 2,5 ng/mL). As amostras foram preparadas e

analisadas no mesmo dia (n= 5) (tabela 13).

Tabela 13 - Precisao intradia e exatiddo para a COC e os seus metabolitos.

. Concentracao C.V. BIAS
Analito (ng/mL) %) %)
0,00625 13,56 -10,15
0,0125 12,88 7,32
EME 0,025 8,55 11,24
0,1 10,34 8,32
1 7529 -3,45
2,5 6,79 1,85
0,00625 14,90 -18,09
0,0125 14,65 11,34
coc 0,025 14,45 2,67
0,1 10,85 9,81
1 6,92 -2,78
2,5 6,52 -4,81
0,00625 13,80 13,76
0,0125 10,77 8,25
0,025 12,92 -4,23
COET 0,1 11,06 -6,26
1 6,73 8,10
2,5 6,88 0,75
0,00625 12,58 -15,13
0,0125 11,06 10,29
BEG 0,025 11,93 11,12
0,1 10,92 9,41
1 6,88 3,25
2,5 5,75 -0,88
0,00625 12,34 16,77
0,0125 14,04 12,15
NCOC 0,025 11,46 -3,71
0,1 13,16 -8,75
1 6,97 2,35
2,5 5,69 7,72

Legenda: C.V. (coeficiente de variacao)
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Analisando os resultados obtidos na precisdo intradia, pode-se concluir que os
resultados se encontram dentro dos limites, pois foram obtidos valores de C.V. e BIAS
abaixo dos 20% para a menor concentracao (LLOQ) e abaixo de 15% para as restantes
concentracoes.

Para a avaliacdao da precisao interdia e intermédia realizaram-se medi¢oes de amostras
fortificadas com concentragdes baixas e altas, em 5 diferentes dias. De forma a atingir
estes objetivos, foram utilizadas 9 concentragoes, abrangendo a curva de calibragao, e
as 3 concentracoes correspondentes aos QC’s: 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,5; 1;
2,5 e 5 ng/mL (tabelas 14, 16, 18, 20 e 22); 0,075; 0,75 € 4 ng/mL (tabelas 15, 17, 19, 21

e 23). Este estudo foi realizado ao longo de 3 dias consecutivos.

A exatidao foi estudada a partir do BIAS, permitindo obter uma comparaciao dos

resultados obtidos com os dados tedricos.

Tabela 14 - Precisao interdia e exatidao para a BEG.
Analito Concentracao C.v. BIAS
(ng/mL) (%) (%)
0,00625 0,17 14,26
0,0125 1,67 -8,07
0,025 4,66 -6,10
0,05 5,34 -0,11
BEG 0,1 9,10 -5,26
0,5 3,68 8,76
1 7,45 1,70
2,5 3,70 -0,19
1,25 -1,04

Legenda: C.V. (coeficiente de variagio)

Tabela 15 - Precisdo intermedia e exatidao para a BEG.

. Concentracao C.V. BIAS
Analito i) %) %)
0,075 13,04 -3,59
BEG 0,75 8,48 -1,97
3,53 -8,05
Legenda: C.V. (coeficiente de variagio)
Tabela 16 - Precisao interdia e exatiddo para a COC.
Analito Concentracao C.V. BIAS
(ng/mL) (%) (%)
0,00625 0,40 13,55
0,0125 2,95 10,12
0,025 10,08 1,21
0,05 6,03 7,88
COC 0,1 3,78 -8,12
0’5 3795 _9786
1 4,01 -6,01
2,5 7,58 -5,48
4,58 4,92

Legenda: C.V. (coeficiente de variacdo)
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Tabela 17 - Precisdo intermédia e exatiddo para a COC.

. Concentracao C.V. BIAS
Analito ) (%) (%)
0,075 6,56 0,79
coc 0,75 8,46 -3,49
4 2,26 2,49
Legenda: C.V. (coeficiente de variacdo)
Tabela 18 - Precisdo interdia e exatidao para o COET.
Analito Concentracao C.V. BIAS
(ng/mL) (%) (%)
0,00625 1,12 4,84
0,0125 1,34 5,42
0,025 747 1,00
0,05 8,92 0,33
COET 0,1 1,67 3,43
0,5 0’63 _5y83
1 6,48 -1,52
2,5 3,11 0,46
1,30 0,68
Legenda: C.V. (coeficiente de variacdo)
Tabela 19 - Precisao intermédia e exatiddao o COET.
Analito Concentracao C.V. BIAS
(ng/mL) (%) (%)
0,075 10,28 0,63
COET 0,75 6,52 -2.54
1,57 4,03
Legenda: C.V. (coeficiente de variagio)
Tabela 20 - Precisao interdia e exatiddo para a EME.
Analito Concentracao C.V. BIAS
(ng/mL) (%) (%)
0,00625 2,65 4,73
0,0125 2,13 7,80
0,025 8,82 -4,39
0,05 2,62 -4,84
EME 0,1 9,82 -1,44
0,5 4,55 -5,48
1 5,40 4,72
2,5 8,62 3,94
2,48 -0,71
Legenda: C.V. (coeficiente de variagio)
Tabela 21 - Precisio intermédia e exatiddo a EME.
Analito Concentracao C.V. BIAS
(ng/mL) (%) (%)
0,075 0,84 1,18
EME 0,75 7,43 6,57
5,62 4,34

Legenda: C.V. (coeficiente de variacdo)
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Tabela 22 - Precisio interdia e exatiddo para a NCOC.

Analito Concentracao C.v. BIAS
(ng/mL) (%) (%)

0,00625 3,17 6,93

0,0125 11,78 2,18

0,025 11,04 4,97

0,05 12,51 1,49

NCOC 0,1 10,15 5,76
0,5 3,20 -11,71

1 3,97 -9,71

2,5 2,99 1,49

0,10 3,25

Legenda: C.V. (coeficiente de variacdo)

Tabela 23 - Precisao intermédia e exatiddo paraa NCOC.

. Concentracao C.V. BIAS
Analito ) %) %)
0,075 5,63 8,01

NCOC 0,75 10,32 -1,27
2,68 4,79

Legenda: C.V. (coeficiente de variacdo)

Analisando os resultados obtidos na precisdo interdia, precisdo intermédia e exatidao,
conclui-se que todos os dados se encontram dentro dos intervalos permitidos,
encontrando-se o valor correspondente ao LOQ abaixo dos 20% e abaixo de 15% para

as restantes concentracoes, tanto a nivel do C.V. como a nivel do BIAS.

3.7.4. Estabilidade

A estabilidade dos compostos pode sofrer alteracoes devido a diversos fatores
mencionados anteriormente. Por este motivo, torna-se importante testar condi¢oes que
podem acontecer no dia-a-dia durante a preparacao e analise de uma amostra. Este tipo
de teste foi realizado através da estabilidade de amostras processadas e estabilidade a

ciclos de congelagao/descongelacao.

A estabilidade de amostras processadas foi estudada a trés niveis de concentracao:
0,075; 0,75 € 4 ng/mL.
Apos extracao das amostras, os extratos foram analisados e posteriormente mantidos a

temperatura ambiente durante 24 horas, sendo novamente reinjetados.

Através da tabela 24, pode-se verificar que os valores nao se desviaram dos 15%,

considerando que os analitos s3o estaveis em amostras processadas.
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Tabela 24 - Resultados referentes ao estudo da estabilidade de amostras processadas (n=3).

. Concentracao tedrica C.V. BIAS
Analito e /(inL) %)

0,075 6,03 -8,57

EME 0,75 5,02 -0,01
4 7,11 -0,01

0,075 8,04 -3,68
CcoC 0,75 4,85 -0,02
4 2,80 -0,07

0,075 5,75 1,75

COET 0,75 13,66 0,11
4 4,23 -0,02
0,075 2,52 -0,64
BEG 0,75 2,01 -0,03
4 12,66 -0,05
0,075 5,32 13,50

NCOC 0,75 11,88 0,08
4 6,31 -0,03

A estabilidade de amostras sujeitas a ciclos de congelacao/descongelacio foi estudada a
trés niveis de concentragao: 0,075; 0,75 e 4 ng/mL.

As amostras foram fortificadas e submetidas a trés ciclos de congelacio e
descongelacao num periodo de 24 horas. No tltimo ciclo de descongelacao, as amostras
permaneceram a temperatura ambiente durante 2 horas antes de proceder a respetiva
extracao. Apos extracao foram comparadas com amostras preparadas e analisadas no

mesmo dia (tabela 25).

Tabela 25 - Resultados referentes ao estudo da estabilidade de ciclos de congelacdo e descongelacdo a

(n=3).
. Concentracao teoérica C.V. BIAS
Analito (ng/mL) %)
0,075 5,25 -5,22
EME 0,75 4,12 7,21
4 4,09 -5,49
0,075 7,65 5,13
CoC 0,75 5,62 9,29
4 14,05 -10,13
0,075 6’83 -0,25
COET 0,75 9,80 3,00
4 12,82 -6,46
0,075 157,83 2291,80
BEG 0,75 8,67 8,50
4 6,81 36,59
0,075 59,05 -36,37
NCOC 0,75 8,67 8,50
4 13,93 17,05

Os C.V. alusivos aos resultados do composto EME, COC e COET encontram-se abaixo
dos 15% para todas as concentracoes, demonstrando ser bastante estavel durante pelo

menos em trés ciclos de congelagdo/descongelacao.
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Os compostos BEG e NCOC nao demonstraram ser estaveis em concentracoes baixas,
pois tanto os valores de C.V. e BIAS excederam os limites (15% e +15%,
respetivamente). Relativamente aos resultados referentes as concentracoes
intermédias, tanto os valores de C.V. como os valores de BIAS, encontram-se dentro
dos limites estabelecidos, demonstrando serem estaveis durante trés ciclos de
congelacdo/descongelacdo. Nas concentracOes mais altas, obtiveram-se valores de C.V.
inferiores a 15%, mas o respetivo BIAS encontra-se acima, tratando-se assim de um

possivel erro experimental.

3.7.5. Recuperacao

De forma a calcular as recuperacoes do método de extracdo, foram fortificadas
amostras com 3 concentracoes intermédias da curva de calibracdo, de forma a avaliar
tanto para concentracoes menores como concentracdes superiores. Para cada

concentracdo foram realizadas 3 réplicas (tabela 26).

Tabela 26 - Recuperacio (%) para cada um dos compostos em estudo (n=3).

Concentracao Recuperacao Recuperacao Recuperacao Recuperacao Recuperacao
teorica média EME média COC média COET média BEG média NCOC
(ng/mL) (%)* (%)* (%)* (%6)* (%)*
0,075 93,0+14,6 106,449,6 89,9+8,0 114,646,0 109,5+8,4
0,75 72,441,8 102,9+1,8 99,2+4,3 101,4+3,0 110,7+18,0
4 98,6+1,8 106,7+10,5 107,0+10,5 110,045,6 86,4+9,7

Legenda: * - valores expressos como recuperacao média + desvio padrao

Quando comparamos as recuperagoes obtidas com outros trabalho ja publicados foi
possivel verificar que no trabalho de Bade et al. 8° utilizaram cartuchos Strata™-X-C e
as recuperacoes para a BEG oscilaram entre 82-119%. No presente estudo foram
obtidas recuperacoes similares, entre 101,4-114,6% para a composto BEG.

Os valores referentes a eficiéncia de extracdo dos restantes compostos oscilam entre
72,4 € 110,7%.

Apesar de nao existirem dados de comparacdo com o mesmo tipo de cartuchos
utilizados, foram obtidas recuperagoes superiores a outros métodos referidos na tabela

8, onde sao usados outros tipos de colunas.

3.7.6. Carryover

Para avaliar o efeito carryover, apds a extracao e injecao no sistema cromatografico do
calibrador mais alto, injetou-se um derivatizante e verificou-se que nao existiam restos
de sinal dos compostos nos tempos de retencao e transicoes escolhidas neste estudo. O

estudo foi realizado em triplicado.
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3.8. Aplicacao do método a amostras reais

Apos a validacdo do método, a metodologia deve ser aplicada a amostras reais de forma
a comprovar que continua a ser um método aplicavel ao seu objetivo.

Assim sendo, o presente método foi aplicado a 4 amostras reais procedentes de uma
unidade hospitalar do Porto. Para proceder a identificacdo dos compostos foram
utilizados os critérios de positividade anteriormente descritos. Assim foi avaliado o

ratio entre o ido qualificador e quantificador e ainda o tempo de retencao relativo 76.

A tabela 27 mostra os resultados obtidos dos compostos presentes nas amostras
analisadas nas amostras (amostra 1, 2, 3 e 4), enquanto a tabela 28 mostra se os

resultados positivos cumprem com os critérios de positividade.

Tabela 27 - Resultados para as amostras 1, 2, 3 e 4, relativamente a quantificacio de COC, EME, BEG,
COET e NCOC.

Concentraciao Calculada (ng/mL)
Amostra COC EME BEG COET NCOC
1 <LLOQ <LLOQ 3,23 <LLOQ <LLOQ
2 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ
3 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ
4 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ

Tabela 28 - Aplicacao dos critérios de positividade em resultados positivos.

Analito Amostra QT/QL1 Critério
COC 4 220,290 > 15
EME 1 6,364 > 5

2 6,161 > 15

1 3,423 v

BEG 2 2,495 > 45
4 89,912 > 5

1 0,936 > +5

NCOC 2 1,535 > 45
3 1,608 > +5

4 4,018 > +5

Legenda: QT/QL1 - area obtida com a transicao quantificadora / 4rea obtida com a transi¢ao qualificadora
principal; > +5 superior ao critério estabelecido.

Destas quatro amostras, a amostra 1 é a inica amostra positiva onde foi possivel detetar
a presenca de BEG, ja que foram cumpridos os critérios de positividade (relacao entre
o iao quantificador e qualificador para cada analito em estudo e tempo de retencao

relativo) 7°.
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A titulo de exemplo, a figura 28 representa o cromatograma relativo a amostra niimero
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Figura 28 - Cromatograma da amostra 1.
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Capitulo 4:

Conclusao e Perspetivas Futuras

Este estudo teve como base o desenvolvimento e otimizacdo de um método analitico
para a determinacao de COC e dos seus metabolitos, nomeadamente EME, COC, COET,
BEG e NCOC em AR’s nao tratadas, utilizando a SPE e posterior analise por GC-
MS/MS.

O volume de amostra de 50 mL revelou ser satisfatorio, possibilitando a realizacao da
anéalise com sensibilidade adequada.

A metodologia desenvolvida revelou ser seletiva, linear, precisa e exata, encontrando-se
validada segundo os critérios da SWGTOX. O método analitico mostrou ser linear entre
0,00625 - 5 ng/mL para todos os compostos estudados, com valores de R2 superiores a
0,99, limites de detecao satisfatorios e abaixo dos descritos em outros trabalhos na sua
maioria, e com taxas de recuperacdo superiores a outros trabalhos. Outro aspeto
importante de referir, foi tratar-se de um primeiro estudo que permite detetar os
compostos referidos anteriormente em conjunto, através de AR’s, por meio de extracao
solida com cartuchos Strata™-X-C e anéalise conjunta por GC-MS/MS. Tendo todos
estes fatores em consideracio, a metodologia mostrou ser inovadora, apropriada e com
a robustez necessaria, resultando assim num método com aplicacdo no campo da
toxicologia forense para monitorizacdo do consumo de drogas de abuso de forma

indireta, e na 4rea ambiental para monitorizacio destes compostos no meio ambiente.

Futuramente, este método podera ainda contribuir para a dete¢ao destes compostos em
diferentes tipos de 4guas em Portugal de forma a avaliar o consumo mas também
realizar outro tipo estudos como a avaliacao das possiveis consequéncias negativas nos
ecossistemas aquaticos, por descarga de AR’s contendo este tipo de compostos, e

consequente impacto na satde publica.
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