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Resumo

O consumo de drogas remonta h4 inimeros anos e continua, nos dias de hoje, a representar
um problema a nivel global. A cocaina (COC) é umas das drogas mais consumidas a nivel
mundial e atua como estimulante do sistema nervoso central (SNC), enquanto que os
opiéceos, licitos ou ilicitos, atuam como depressores do mesmo. De forma a detetar e
quantificar estas drogas podem ser utilizadas varias amostras biologicas, destacando-se a
utilizacao do fluido oral, que nos tltimos anos tem vindo a aumentar por se tratar de uma
amostra de recolha facil e ndo invasiva. Uma das maiores limita¢des dos laboratorios de
toxicologia reside na dificuldade de armazenar amostras antes e apos analise até a sua
destruicao ou ordem devido aos sistemas classicos de armazenamento. Além disso devido
ao elevado volume de amostras que alguns laboratorios recebem, tal obriga a que muitas
vezes estas amostras tenham de ser guardadas até a sua analise, podendo estar
comprometida a estabilidade dos analitos nelas presentes. Por este motivo o parametro da
estabilidade, é cada vez mais um parametro fundamental que deve ser estudado em
qualquer desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico. Existem atualmente
diferentes sistemas de tratamento de amostras, dentre eles os dried saliva spots (DSS). Os
DSS, uma variacao dos dried blood spots (DBS), consistem em dispositivos que permitem a
recolha e o tratamento de amostras de fluido oral com a vantagem do rapido processamento

laboratorial e baixo custo.

Assim sendo, o presente estudo tem como principal objetivo avaliar a influéncia de
diferentes conservantes (acido ascorbico, fluoreto de sédio e azida de s6dio) na estabilidade
da COC e opiaceos, bem como dos seus metabolitos, em amostras de fluido oral utilizando
como técnica de extracdo os DSS e como técnica de identificacdo e quantificacdo a
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem (GC-MS/MS). Os
analitos englobados no estudo foram a COC, ecgonina metilester (EME), benzoilecgonina
(BEG), cocaetileno (COET), norcocaina (NCOC), morfina (MOR), codeina (COD) e 6-
monoacetilmorfina (6-MAM). O procedimento de extracdo previamente otimizado,
resultou na aplicacao de 50 uL de fluido oral, com conservante, nos spots que foram
deixados a secar 12 horas. A extracao foi realizada com a adicao de 3 mL de metanol, seguido
de agitacdo durante 5 minutos, centrifugacdo, evaporacao a secura do sobrenadante,
derivatizacdo e posterior injecao no sistema de GC-MS/MS. Os parametros suscetiveis de
influenciar a estabilidade como a temperatura, luz, concentracdo do conservante e tempo

de armazenamento foram avaliados recorrendo a um desenho experimental (DOE, do inglés
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design of experiments), uma ferramenta estatistica que permite avaliar de forma

multivariada estes parametros e o modo como interagem entre si.

No caso do acido ascorbico, a BEG, a COD e a MOR apresentaram o fator tempo como
aquele com maior influéncia na estabilidade. Relativamente ao fluoreto de s6dio nenhum
dos fatores teve influéncia estatisticamente significativa, e a azida de s6dio foi descartada
uma vez que apresentava piores resultados relativamente a resolucdao cromatografica dos
analitos em estudo. Assim, as melhores condi¢des que permitem observar um aumento da
estabilidade, e por isso as escolhidas para realizar o estudo de estabilidade a longo prazo,

foram temperatura ambiente, presenca de luz e 1% de fluoreto de sédio.

No que diz respeito a estabilidade a longo prazo os resultados revelaram que, nas condi¢oes
referidas, a COD foi estavel apenas 1 dia, a EME manteve-se estavel durante 3 dias, a COC,
o COET, a NCOC e a 6-MAM foram estéveis por 77 dias, a MOR apresentou estabilidade de

14 dias e a BEG manteve-se estavel ao longo de todo o estudo (136 dias).

Este estudo permitiu avaliar quais as melhores condi¢oes para maximizar a estabilidade da
COC, opiaceos e respetivos metabolitos em amostras de fluido oral, permitindo ainda
avaliar a utilizacao dos DSS como dispositivos de recolha, armazenamento e tratamento das
amostras. E ainda importante salientar que este é o primeiro estudo que deteta estas drogas
de abuso em amostras de fluido oral com recurso a técnica de DSS e que avalia a sua

estabilidade.
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Abstract

Drug use dates back many years and continues to be a global problem. Cocaine (COC) is one
of the most consumed drugs in the world and acts as a central nervous system (SNC)
stimulant, while opioids, legal or illegal, act as depressants of the same. In order to detect
and quantify these drugs, several biological samples can be used and in recent years, the use
of oral fluid, has been increasing due to its easy and non-invasive collection. One of the
biggest limitations of toxicology laboratories is the difficulty of storing samples before and
after analysis, which is due to the classic storage systems. This is even more important for
heavily busy laboratories, and may have consequences in the stability of the analytes. For
this reason, the stability is increasingly an essential parameter that must be studied in any
development and validation of a bioanalytical method. Different sample treatment systems
exist, and dried saliva spots (DSS) is one of them. DSS, a variation of dried blood spots
(DBS), consist of a device that allows the collection and treatment of oral fluid samples with

the advantage of rapid sample processing with low cost associated.

Therefore, the present study aims to evaluate the influence of different preservatives
(ascorbic acid, sodium fluoride and sodium azide) on the stability of COC and opiates, as
well as their metabolites in oral fluid samples using DSS as extraction technique and gas
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (GC-MS/MS) for identification and
quantification of the selected analytes. The chosen substances were COC, ecgonine
methylester (EME), benzoylecgonine (BEG), cocaethylene (COET), norcocaine (NCOC),
morphine (MOR), codeine (COD) and 6-monoacetylmorphine (6-MAM). The previously
optimized extraction procedure resulted in the application of 50 pL of oral fluid with
preservative to the spots after which were left to dry for 12 hours. The extraction was
performed by adding 3 mL of methanol, followed by agitation for 5 minutes, centrifugation,
evaporation of the supernatant to dryness, derivatization and subsequent injection into the
GC-MS/MS system. The parameters likely to influence stability such as temperature, light,
preservative concentration and time of storage were evaluated using the design of
experiments (DOE), a statistical tool that allows multivariate evaluation of these parameters

and the way they interact with each other.

For ascorbic acid, BEG, COD and MOR presented the time factor as the one with greatest
influence on stability. Regarding sodium fluoride, none of the studied factors had a
statistical influence, and sodium azide was rejected, as it presented the worst results

regarding the chromatographic resolution of the analytes under study. This way, the best

ix



Estudo da estabilidade de opi4ceos e cocaina em Dried Saliva Spots

conditions that increased stability, and therefore those chosen for the long-term stability

study, were room temperature, presence of light and 1% sodium fluoride.

Regarding long-term stability, the results revealed that under the mentioned conditions,
COD was only stable for 1 day, EME was stable for 3 days, COC, COET, NCOC and 6-MAM
were stable for 7 days, MOR was stable for 14 days and BEG remained stable throughout the
study period of time (136 days).

This study allowed us to assess which were the best conditions to maximize the stability of
COC, opiates and their metabolites in oral fluid samples, allowing, also, the evaluation of
DSS as devices for storage and sample treatment. It is also important to note that this is the
first study that detects these drugs of abuse in oral fluid samples using DSS technique and

evaluates their stability.
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Capitulo 1

Introducao

1. Consumo de cocaina

1.1.  Evolucao do consumo

A cocaina (COC) é uma das drogas de abuso cujo consumo é mais antigo. Na sequéncia de
escavacoes arqueologicas no Peru e na Bolivia, foram encontradas mtimias que continham
restos de folhas de coca na boca. Sabe-se, ainda, que o uso de COC teve origem nas grandes
civilizacGes pré-colombianas dos Andes ha mais de 4500 anos, onde as folhas de coca eram
utilizadas em cerimonias religiosas e rituais. Em 1492, o uso das folhas de coca foi proibido
quando os espanhois conquistaram a América do Sul, mas esta proibicao nao durou muito
tempo pois estes perceberam que os indios nao conseguiam fazer os trabalhos mais duros
sem o seu uso, tendo por isso, em 1569 sido declarado o ato de mascar folhas de coca como
um hébito essencial a satide. Na Europa, os primeiros relatos foram publicados em 1507 por
Américo Vespucio e descrevem o consumo de COC como folhas mastigadas com cinzas [1,

2].

Em 1859, o quimico alemao Albert Niemann conseguiu isolar diferentes alcaloides a partir
das folhas de coca, entre os quais se destaca a COC [1, 2]. Mais tarde, em 1880, surgiram os
primeiros relatos do uso de COC para fins terapéuticos, onde era usada como agente
anestésico em cirurgias. Em 1884, Sigmund Freud publicou um livro no qual defendia o uso
de COC como afrodisiaco e como farmaco para tratamento de depressao e alcoolismo [3, 4].
Em 1890, a COC comecou a ser usada como ingrediente da famosa bebida “Coca-Cola” mas
os efeitos indesejados associados ao seu uso, como a violéncia, levaram a que fosse removida

desta bebida passando a ser classificada como droga em 1914 [5].

Até aos anos 70, data em que a COC comecou a ser usada como droga recreativa, a iinica
forma de consumo disponivel nas ruas era o cloridrato de COC. Mais tarde, nos anos 80, e
com o surgimento nos Estados Unidos da América (EUA) de uma nova forma de COC, o
“crack”, o consumo de COC sofreu um aumento brusco devido ao aumento da oferta e
descida dos custos de producao, com o nimero de consumidores nos EUA estimado em 5,8
milhoes em 1985. Em 2016 o namero total de consumidores de COC foi estimado em 18,2

milh6es em todo o mundo [3, 4, 6].
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Atualmente, a COC é uma das drogas de abuso mais consumidas na Europa [7], tendo nos
altimos anos ganho popularidade e perdido assim o estatuto de droga de elite, sendo o seu

uso identificado como um problema de satide publica tanto na Europa como nos EUA [8].

De acordo com o relatério anual de 2019 do Observatorio Europeu da Droga e da
Toxicodependéncia, cerca de 1,2% da populacao europeia com idade compreendida entre 15

e 64 anos, consumiu COC no dltimo ano [9].

1.2.  Extracdo e Sintese

A COC é extraida da planta Erythroxylum coca e representa 20 a 90% do contetido total de
alcaloides presentes nas folhas desta planta. Apesar da COC ser encontrada na globalidade
da planta, de modo a que a extracao seja o mais rentavel possivel, sdo usadas as folhas uma
vez que é nesta parte da planta que se encontra a maior concentracao desta substancia, cerca
de 2% do peso seco. Apos colheita, as folhas podem ser consumidas de diversas formas, por
transformacao em cigarros os quais sao posteriormente fumados, utilizadas para cha ou
mastigadas. Para além destas formas de consumo, as folhas podem ainda ser sujeitas a
processos de extracao da COC para consumo como pasta de coca, cloridrato de COC ou

crack [10].

O primeiro passo para obtencao da “pasta de coca” consiste em macerar as folhas, adicionar
uma base inorganica, normalmente carbonato de so6dio ou 6xido de calcio (cal), e
humedecer com agua. De seguida adiciona-se um solvente organico as folhas maceradas,
sendo o mais comum o querosene seguido de gasoéleo e gasolina. Esta mistura é agitada
vigorosamente por varias horas ou deixada em repouso com agita¢cao ocasional por 3 dias,
de modo a que a COC seja extraida para o solvente. A eficiéncia da extracdo depende de
varios fatores como o tempo de contacto com o solvente ou a maceracao, sendo que quanto
mais finas as folhas forem cortadas, maior a eficiéncia da transferéncia da COC para o
solvente organico. Apods extracdo, o solvente com a COC é retirado da mistura através de
pressao, filtracdo ou drenagem. No caso de se observarem duas fases, a de baixo (aquosa)
deve ser descartada. Posteriormente, é adicionado acido sulfarico e a mistura deve ser
mexida vigorosamente por 2-10 minutos até que se obtenham novamente duas fases. O
acido converte a base de COC em sulfato de COC que se dissolve na fase aquosa (agua rica),
a qual é lentamente adicionada uma base (carbonato de sodio, cal ou soda caustica) com
agitacao constante. A base vai neutralizar o acido sulfurico e converter novamente o sulfato
de COC em base de COC, que precipita sob a forma de um soélido castanho-amarelado
denominado “pasta de coca”, que € depois filtrado e seco [11]. Esta pasta que contém 40-
80% de COC, e que apenas pode ser fumada, é depois tratada e vendida sob duas formas

diferentes, cloridrato de COC e em forma de base livre designando-se como “crack” [10].
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A pasta de coca é em primeiro lugar redissolvida numa baixa quantidade de 4cido sulfurico
de modo a reconstituir a agua rica. Posteriormente é adicionado permanganato de potassio
que vai reagir com as impurezas presentes na pasta de coca e reduzir-se a didéxido de
manganés, um solido castanho insoltvel que precipita. Este reagente é adicionado até que
todas as impurezas se encontrem no precipitado, ou seja, até que a solucao seja incolor. A
solucdo é filtrada e novamente tratada com uma base, normalmente amoniaco, sempre com
agitacdo. O amoniaco neutraliza o sulfato de COC e algum acido que ainda reste, levando a
precipitacao da base de COC purificada a qual é filtrada, seca e armazenada. Seguidamente,
a base de COC ¢ dissolvida em éter etilico, filtrada ou decantada de modo a eliminar
impurezas insoluveis que ainda existam e é adicionada ao filtrado uma mistura de acetona
e acido cloridrico. O 4cido atua imediatamente convertendo a base de COC em cloridrato de
COC que precipita sob a forma de cristais brancos. O processo de cristalizagdo dura cerca
de 3 a 6 horas e quando termina o produto é filtrado, seco, pressionado, empacotado e
distribuido [11]. O cloridrato de COC apresenta-se sob a forma de um p6 branco, inodoro e
amargo [12] e pode ser consumido por via intravenosa ou intranasal, mas nunca fumado,
uma vez que tem um ponto de fusdo elevado e se decompoe facilmente a temperaturas

superiores a 198 °C [10].

Por outro lado, o crack é produzido pela mistura de cloridrato de COC com uma base (ex.:
bicarbonato de s6dio ou amoniaco) e posterior dissolucao em éter. Por fim, esta mistura é
aquecida de modo a evaporar o liquido dando origem a um cristal estavel a temperaturas
altas, que é fumado [10, 13]. No que diz respeito a pureza, a do cloridrato de COC varia entre
20 e 95% e pode ser influenciada por adulterantes como acticares que sao muitas vezes

adicionados, enquanto que a pureza do crack ronda geralmente os 20 a 80% [14].

1.3. Farmacocinética
A via de entrada (pulmonar, intravenosa, intranasal ou oral), a forma em que se encontra a
COC consumida (cloridrato de COC ou crack) e o seu consumo concomitante com outras

drogas, nomeadamente alcool, influenciam a intensidade e a duracao do seu efeito [15].

O uso de crack, com administracao por via pulmonar, resulta numa penetracao rapida e
numa concentracdo plasmatica maxima rapidamente obtida, como consequéncia da
absorcao eficiente nos alvéolos pulmonares para a corrente sanguinea. No caso da via
intranasal, a COC difunde-se pela mucosa nasal e s6 depois é absorvida. Esta mucosa,
combinada com a acao vasoconstritora da COC, resulta numa taxa de absorcao mais lenta o
que faz com os efeitos sejam retardados. Relativamente a via oral, a taxa de absorcao é lenta
devido ao tempo que a COC leva para chegar ao estomago e intestino. No que diz respeito a

duracao dos efeitos, contrariamente as vias pulmonar e intravenosa cuja duracao dos efeitos
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¢ de 5 a 15 minutos e de 20 a 60 minutos respetivamente, o consumo de COC pela via
intranasal e via oral produz menores concentracoes por um periodo de tempo mais
prolongado devido as baixas taxas de absorcao. A biodisponibilidade é também influenciada
pela via de administracdo da COC, verificando-se para a via pulmonar biodisponibilidades
superiores a 90% enquanto que para a via intranasal esta é de aproximadamente 80% [2,
16].

Na tabela 1 encontram-se descritos alguns parametros farmacocinéticos associados com a

concentracdo plasmatica maxima, a via de entrada e a duracao dos efeitos.

Tabela 1. Inicio, pico e duracao do efeito da COC em fungao da via de entrada. Adaptado de Goldstein et al.,

Coe et al. e Cunha-Oliveira et al. [2, 14, 17]

Via de entrada | Inicio do efeito | Concentracio plasmatica maxima | Duracio do efeito
Pulmonar 3-5 segundos 1-3 minutos 5-15 minutos
Intravenosa 10-60 segundos 3-5 minutos 20-60 minutos
Intranasal 5 minutos 15-20 minutos 60-90 minutos

Oral 30 minutos 50-90 minutos 60-120 minutos

Apos a absorcao, a COC é rapidamente distribuida estando aproximadamente 90% ligada a
proteinas plasmaticas. A COC consegue atravessar a placenta e pode ser encontrada no leite

materno [18].

Em amostras postmortem, a COC é encontrada na urina, sangue e cabelo por ordem

decrescente de concentracgao [19], podendo também ser encontrada em tecido cerebral [20].

No caso de se suspeitar de morte causada por abuso de COC, a causa pode ser confirmada
através da andlise da relacdo entre a distribui¢do e a concentracao de COC/benzoilecgonina
(BEG) no cérebro e no sangue, respetivamente. A BEG nao atravessa a barreira
hematoencefalica devido a sua elevada polaridade, no entanto a COC consegue atravessar

esta mesma barreira [20].

Foram identificadas em humanos, duas enzimas que estao envolvidas no metabolismo da
COC, a carboxilesterase 1 (hCE-1) e a carboxilesterase 2 (hCE-2). Estas enzimas estao
presentes em varios 6rgaos como o coracao, estobmago e rins mas é no figado que existem
em maior quantidade sendo por isso, neste 6rgao, que ocorre maioritariamente o
metabolismo da COC [10]. Deste modo, e devido a sua elevada capacidade metabolica, o
figado é um dos 6rgaos que mais sofre com lesées por compostos exdgenos como € o caso
das drogas, uma vez que do seu metabolismo pelo citocromo P450 resultam espécies

reativas de oxigénio e/ou radicais livres [21].
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O metabolismo pode dar origem a metabolitos inativos ou menos ativos comparativamente
a droga original, mas existem algumas drogas que originam metabolitos ainda mais toxicos

do que a droga mae, como é o caso da COC [21].

A COC é metabolizada em dois metabolitos principais, BEG e ecgonina metilester (EME) e
em metabolitos minoritirios como norcocaina (NCOC), p-hidroxicocaina, m-
hidroxicocaina, p-hidroxibenzoilecgonina e m-hidroxibenzoilecgonina. A maior
transformacao da COC da-se pela hidrolise dos seus grupos éster o que pode ser considerado

um passo de destoxificacdo uma vez que a BEG e a EME s3ao metabolitos inativos [10].

A BEG pode ser formada através da acao da hCE-1 ou através de hidroélise espontanea da
COC [22, 23] e posteriormente metabolizada a norbenzoilecgonina por acdo da hCE-2 e
oxidada a p-hidroxibenzoilecgonina e m-hidroxibenzoilecgonina [10]. A hidrélise da COC
pelas esterases hepatica e plasmatica, hCE-2 e butirilcolinesterase (BuChE),
respetivamente, origina EME, um metabolito inativo da COC que resulta da quebra da
ligacao éster [10, 14, 24]. Tanto a BEG como a EME podem sofrer uma nova reacao e ser
convertidas em ecgonina, sendo que no caso da EME esta conversao ocorre por hidrolise
espontanea [10, 14]. Para além da ecgonina, a EME pode também ser metabolizada a

ecgonina etil éster por acao do etanol [10].

A NCOC pode ser formada através de duas reacdoes que representam menos de 10% do
metabolismo da COC: (1) N-desmetilacao pelo citocromo P450 CYP3A4 e (2) formacao de
COC N-6xido pela FAD monooxigenase seguida da acdo do citocromo P450 que medeia a
conversao a NCOC e formaldeido. A NCOC pode ser seguidamente metabolizada a
norbenzoilecgonina e a N-hidroxi norcocaina, que se converte no radical livre de nitréxido
da NCOC e por altimo no iao hepatotéxico, NO+ da NCOC [10].

Outra via minoritaria de metabolizacdo da COC ¢ a sua hidroxilacao a p-hidroxicocaina e

m-hidroxicocaina [10].

Na presenca de etanol, a conversao de COC a BEG e EME ¢ inibida, o que faz com que a
concentracao plasmatica de COC se mantenha elevada. Além disso, uma vez que o
metabolismo da COC passa a ser feito por vias oxidativas alternativas, a concentracao
plasmatica de NCOC também aumenta [10]. De seguida, a hCE-1 catalisa a
transesterificacio da COC a cocaetileno (COET), um metabolito toxico que pode ser
novamente hidrolisado pela hCE-1 a BEG ou sofrer hidroélise pela hCE-2 e pela BuChE

originando ecgonina etil éster [10, 22].
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O aquecimento da COC durante a inalagao de crack, resulta na formacao de um produto de
pirolise, anidroecgonina metil éster (AEME), que é rapidamente absorvido pelos pulmdes e
que é posteriormente metabolizado pela BuChE em ecgonidina [10]. A presenca da AEME
permite determinar que a COC foi fumada sendo por isso usada como marcador do consumo

de crack [10, 25]. A figura 1 mostra o processo de metabolizacao da COC.
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Figura 1. Metabolismo da COC. Adaptado de Dinis-Oliveira [10]

Dos metabolitos resultantes, a BEG e a EME s3o os produtos de excrecdo urinaria
maioritarios, sendo na maioria dos casos a BEG o metabolito mais prevalente. Para alguns

individuos, quando a COC é fumada, o metabolito mais prevalente passa a ser a EME [26].

A COC e os seus metabolitos sao eliminados maioritariamente por via urinaria, sendo
possivel recuperar 85 a 90% destes compostos numa amostra de urina. Cerca de 1 a 5% da
droga é eliminada inalterada na urina de modo dependente do pH e 75 a 90% é eliminada
na forma de BEG e EME [18, 27].

Cone et al. [26], determinaram que a percentagem de cada metabolito que é detetada na
urina depende da via de administracao da COC. Estes autores analisaram amostras de urina
recolhidas trés dias apés o consumo de COC por diferentes vias e determinaram que quando
a administracao se deu por via intravenosa as percentagens excretadas na urina de cada
composto foram 1%, 39%, 15% e 0.03% para COC, BEG, EME e NCOC, respetivamente.
Quando a COC foi administrada por via intranasal obtiveram 0.5% de COC, 30% de BEG,
13% de EME e 0.02% de NCOC. Por ultimo, para a administracdo pulmonar obtiveram as

seguintes percentagens, 0.5% de COC, 16% de BEG, 7% de EME e quantidades vestigiais
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(0.003%) de NCOC. Para além disto, concluiram ainda que a via de administracao também

influencia os tempos de eliminagdo da COC e dos seus metabolitos [26].

O tempo de meia vida da COC é relativamente curto, aproximadamente 45 a 90 minutos, o
que faz com que seja eliminada na urina 4 a 6 horas apds o seu consumo e possa ser detetada
até 24-36 horas apds o mesmo [2, 18, 27]. Por outro lado, os metabolitos BEG e EME tém
um tempo de meia vida superior, 4 a 8 horas, e podem ser detetados até 48 horas apo6s o seu
consumo por via intravenosa e até 3 dias apés consumo por via intranasal [10, 27]. Em caso
de consumo croénico, os metabolitos da COC podem ser detetados até 6-14 dias apds o seu

consumo [18].

Para além da eliminacdo na urina, a COC e os seus metabolitos podem também ser
eliminados através das fezes, mas em menor quantidade [10]. Enquanto que na urina, a
percentagem de COC excretada na forma inalterada é de 0.9-5% e 2.2-3.3% para consumo
agudo e cronico, respetivamente, nas fezes as percentagens de excrecao sao 1-1.6% para

consumo agudo e 0.2-0.3% para consumo crénico [28].

Os principais produtos detetados em amostras biol6gicas de consumidores de COC sdo [25]:

COC
AEME
BEG
EME
COET
NCOC

N N N N

De seguida e de forma resumida, apresentam-se os principais aspetos toxicologicos,
caracteristicas fisico-quimicas e respetivas estruturas quimicas (figuras 2 a 6) dos

compostos que foram abrangidos neste estudo.

Cocaina

A COC, cuja formula molecular é C,;H.,NO,, apresenta uma massa molecular de 303,35
g/mol e é quimicamente conhecida como benzoilmetilecgonina. Esta ¢ um composto basico
uma vez que tem um pKa de 8.61, sendo estruturalmente um alcaloide tropanico composto
por uma regido hidrofébica onde se encontra o anel benzeno e por uma regiao hidrofilica

que consiste numa amina [3, 10, 29].


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H21NO4
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Figura 2. Estrutura quimica da COC. Adaptado de Pomara et al. [22]

Benzoilecgonina

A BEG pode ser detetada no plasma 15 a 30 minutos apos ingestao de COC e atinge o seu
pico em 1-4 horas. E considerada um metabolito farmacologicamente inativo e o seu tempo
de eliminacao (4 a 7 horas) € superior ao da COC, o que pode ser explicado pela elevada
afinidade para as proteinas plasmaticas sendo por isso, usada na monitorizacao do seu

consumo [10, 30].

Este metabolito tem como formula quimica C,cH,,(NO,, peso molecular de 289,33 g/mol e

um valor de pKa de 9,54 [29, 31].

Figura 3. Estrutura quimica da BEG. Adaptado de Ambach et al. [23]

Ecgonina metilester
Quando sofre acdo da hCE-2, a COC origina a EME [22], um metabolito inativo que
apresenta tempo de meia vida superior ao da COC, e que é detetada em amostras biologicas

apos toda a COC ser eliminada [24].

A EME est4 presente em menores concentracdes comparativamente a BEG e tem um tempo
de meia vida inferior a este metabolito (3 a 4 horas) pois, sofre uma hidrolise espontanea

que da origem a ecgonina [10].

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas, a EME, tem como formula molecular

CioH;NO,, apresenta um peso molecular de 199,25 g/mol e pKa de 9,04 [29, 31].
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Figura 4. Estrutura quimica da EME. Adaptado de Ambach et al. [23]
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Cocaetileno

Na presenca de etanol, a hCE-1 catalisa a transesterificacdo da COC a COET, um metabolito
toxico [22]. Este metabolito representa 0.7% da COC extraida na urina 24 horas apos
consumo, e tem efeitos de euforia e estimulacao do sistema nervoso semelhantes a COC,
sendo por isso considerado o seu homologo ativo. Para além disto, é também mais toxico

que a droga original uma vez que tem um tempo de meia vida superior (2.5-6 horas) [10, 15,

32].

O COET cuja formula molecular é C,sH.3NO,, apresenta um peso molecular de 317,4 g/mol

e um valor de pKa de 8,77 [29, 31].

0]
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Figura 5. Estrutura quimica COET. Adaptado de Ambach et al. [23]

Norcocaina

A formacao da NCOC envolve reacoes mediadas pelo citocromo P450 e pela FAD
monooxigenase que levam também a producao de espécies reativas de oxigénio provocando
stresse oxidativo e consequente apoptose celular, sendo por isso consideradas hepatotoxicas
[21]. Deste modo, a NCOC tem um grande interesse clinico devido a sua hepatotoxicidade
[30] e é um dos metabolitos mais toxicos da COC [33]. Para além da sua hepatotoxicidade,

sabe-se ainda que a NCOC consegue atravessar a barreira hematoencefalica [14].

Em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, a NCOC tem como férmula molecular

CisH1sNO,, apresenta um peso molecular de 289,33 g/mol e pKa de 9,56 [29, 31].

CH,
HN o
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aw,
Figura 6. Estrutura quimica NCOC. Adaptado de Ambach et al. [23]

1.4. Mecanismo de acao
A COC estimula o sistema nervoso simpético através da inibicdo da recaptagdo de
norepinefrina, dopamina e serotonina uma vez que interage com os transportadores destes

neurotransmissores e inibe a acdo da monoamina oxidase que os cataboliza, o que leva a
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sua acumulacao na fenda sinaptica e a consequente atividade do sistema nervoso simpatico
exagerada e prolongada. Esta atividade aumentada é um estimulo para a libertacdao da
norepinefrina, ou seja, para além de impedir a recaptagao dos neurotransmissores, a COC,
leva ainda a um aumento da concentracao deste e de outros neurotransmissores excitatorios
no cérebro, o que a curto prazo da origem a sensacao de euforia e a longo prazo produz

tolerancia aos efeitos euforicos da COC assim como dependéncia fisica [6, 34, 35].

A estimulacao das células dopaminérgicas aumenta a pressao sanguinea, efeito este que é

antagonizado pelos bloqueadores dos recetores de dopamina D2 [36].

Além do anterior mecanismo de acao indicado, a COC bloqueia os canais de sddio e potéssio
induzindo depressao do sistema cardiovascular [37] e produzindo um aumento na atividade
siniptica, quando administrada em baixas doses. Em doses elevadas, € muito mais perigosa
do que qualquer outro estimulante do sistema nervoso central (SNC), podendo levar a morte

subita devido a a¢do que provoca nos canais de sddio e as suas propriedades anestésicas
[36].

Para além disto, a COC estimula ainda a libertacio de endotelina-1, um potente
vasoconstritor das células endoteliais e inibe a produciao de 6xido nitrico, o principal

vasodilatador destas células [37].

1.5. Efeitos adversos

O uso da COC esta associado a uma série de problemas de saude [7] tais como
comprometimento neurolégico [8], elevado risco de doenca vascular, inducao de danos nos
sistemas cardiovascular, respiratério, nervoso, gastrointestinal e renal [6], e por vezes

morte [7].

Estes efeitos dependem de varios fatores como a via de administracio, a dose administrada

e do proéprio individuo [12].

A curto prazo, tem um efeito estimulante dando ao individuo uma sensagao de bem-estar
com aumento das sensacoes de euforia e desinibicao, levando a taquipsiquismo, aumento
de concentracdo, autoconfianca e hipervigilancia [12, 24]. Ao nivel do sistema
cardiovascular, provoca taquicardia, arritmia [36], vasoconstricdo [6], hipertensao,

dissecacao da aorta [38], enfarte do miocardio [39] e acidente vascular cerebral (AVC) [40].

Para além destes efeitos, origina ainda hiperglicemia, hipertermia e midriase [6].
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A longo prazo, o consumo de COC leva a deficiéncias ao nivel da flexibilidade cognitiva [8,
41], memoria [8, 42], toma de decisoes [8, 43] e processamento de emocoes [8, 44]. Em
consumidores cronicos, a COC leva também a um estado de excitacdo, confusao,
alucinacoOes, autoconfianca, hipervigilancia [10], comportamento violento, ansiedade,

anorexia e perturbacoes de humor [24].

O uso repetido de COC induz alteragdes no organismo do consumidor que resultam em
tolerancia e dependéncia fisica. A tolerancia é caraterizada pela diminuicao progressiva do
efeito gerado por uma determinada dose de droga com a sua utilizacao continua, o que faz
com que se tenha de aumentar a dose administrada para se conseguirem obter os efeitos
desejados. A tolerancia é muitas vezes acompanhada pelo desenvolvimento de dependéncia
fisica. Esta é definida pela ocorréncia de uma sindrome caracteristica, sindrome de
abstinéncia, quando a administracdo da droga é interrompida. Quanto mais depressa
surgem os efeitos apés a administracdo, maior é a probabilidade de o consumidor
desenvolver dependéncia, ou seja, o uso de COC pelas vias intravenosa e pulmonar esta

associado a rapida progressao de uso para abuso e dependéncia [4, 45].

No que diz respeito a sindrome de abstinéncia de COC, as manifestacoes clinicas sdo opostas
as verificadas aquando da intoxicacao por esta droga, podem durar até alguns dias e quanto
mais severas, pior sera o prognostico. Individuos nestas condicoes apresentam um quadro
clinico depressivo com desconfianca, paranoia, hiperfagia, hipersonia e bradicardia. Em

relacdo ao desejo de consumo, este pode persistir por varias semanas [12].

1.6. Tratamento

Nao existe um tratamento antidotico em situacoes de overdose, mas a administracao de
benzodiazepinas pode ajudar a aliviar os problemas cardiacos e a reduzir o risco de ataque
cardiaco e AVC [36]. Tipicamente, é administrado lorazepam por via intravenosa ou
intramuscular de forma repetida até que os sintomas, essencialmente agitacao do individuo,

estejam totalmente controlados [15].

2. Consumo de opiaceos

2.1.  Evolucao do consumo

O termo opioide foi utilizado pela primeira vez por Acheson, para designar drogas com acao
semelhante a morfina (MOR), mas que apresentam estrutura quimica diferente. Mais tarde,
este conceito evoluiu e passou a englobar todas as substancias naturais, semissintéticas ou

sintéticas que reagem como agonistas ou antagonistas dos recetores opioides [46].
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O consumo de Opio e a sua aplicagdo medicinal sdo praticas muito antigas que remontam a
idade do bronze e idade neolitica. Em 1988, foi reconhecido o uso licito de Papaver
somniferum e desde o inicio do século 20 que o Opio e os seus derivados sao sujeitos ao
controlo internacional de droga [47]. Atualmente, este sistema de controlo tem por base trés
convencdes das Nacdes Unidas, Convencio Unica sobre Estupefacientes (1961), Convencio
sobre Substancias Psicotropicas (1971) e Convencao sobre o Trafico Ilicito de
Estupefacientes e Substancias Psicotrdpicas (1988), tendo como principal objetivo limitar a

producao, distribuicao e uso de drogas para fins médicos e cientificos [48, 49].

Nas ultimas décadas, o uso de opiaceos licitos tem vindo a aumentar especialmente para o
tratamento da dor, essencialmente em pacientes com cancro, sendo que também é

recomendado como tratamento alternativo apos testes com antidepressivos e antiepiléticos

[50].

Em relacao aos opiaceos ilicitos, o Afeganistio é o seu maior produtor e o principal
fornecedor para a Europa, onde o opidceo mais consumido é a heroina (HER). Esta droga
pode ser consumida por via oral, intravenosa ou intranasal e teve o seu primeiro pico de

consumo nos anos 70 [9, 47].

De acordo com o relatério anual de 2019 do Observatorio Europeu da Droga e da
Toxicodependéncia [9], a prevaléncia do uso de opidceos de alto risco em adultos com
idades entre 0s 15 e 0s 64 anos é estimada em 0.4% da populacao da Europa, o que equivale
a 1.3 milhoes de utilizadores, e a percentagem de overdoses associadas a estas drogas é de
85%. Para além disto, em 2017, foi verificado que 35% dos pedidos de tratamento

relacionados com drogas estavam associados ao consumo de opiaceos [9].

2.2. Extracdo e Sintese

O Opio é uma substancia extraida a partir da papoila Papaver somniferum L. a qual é
constituida aproximadamente por 25% de alcaloides. Estes estdo divididos em 2 grupos
distintos, fenantrénicos (MOR (4-21%), codeina (COD) (0.8-2.5%) e tebaina (0.5-2%)) e
benzilisoquinolinicos (noscapina (4-8%) e papaverina (0.5-2.5%)) [47, 51]. A tebaina é um
intermediario para a sintese da MOR e é usada pela industria farmacéutica para a sintese
de oxicodona, oximorfona, buprenorfina e naloxona. A noscapina, também denominada
narcotina, é usada como antitissico, pensando-se que possa ter propriedades

anticancerigenas, e a papaverina € usada como antiespasmodico [52].
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Para além dos alcaloides ja mencionados, na papoila do 6pio podem ainda ser encontradas
oripavina, boldina, reticulina, codamina, laudanidina, laudanosina, norlaudanosina,

narceina e criptopina em quantidades muito reduzidas [53].

As papoilas do 6pio produzem alcaloides com grande importancia farmacéutica como a
MOR e a COD. O primeiro produto resultante da extracao desta planta é a COD, que origina
MOR através de uma reacdo irreversivel. Estes compostos sdo metabolitos secundérios,

presentes essencialmente em capsulas totalmente desenvolvidas ou em estadios tardios da

planta [47].

Em alguns paises, as sementes destas plantas sdo consumidas de forma comum em
alimentos o que, uma vez que contém MOR (0—450 ug/g de semente) e COD (0—57.1 ug/g

de semente), pode interferir em resultados clinicos e forenses [54].
2.3. Farmacocinética

Heroina e 6-monoacetilmorfina

A HER ¢ rapidamente absorvida seja qual for a via de administracao. Quando esta é feita
pela via intranasal e intramuscular, a concentracao plasmatica maxima € atingidaem 3 a 5
minutos, e quando é administrada pela via subcutanea, demora 5 a 10 minutos a ser atingido
o seu pico de concentracdo. Quando a via de entrada é a intravenosa, a concentracao
plasmatica méxima é atingida em menos de 1 minuto [55]. Apds ser absorvida, a HER é
rapidamente hidrolisada pelas esterases do sangue e do figado, sendo convertida em 6-

monoacetilmorfina (6-MAM), que sofre nova hidrolise originando MOR (figura 7) [56, 57].

' Morfina

Figura 7. Metabolismo da HER. Adaptado de Boerner et al. [58]

Os niveis de HER no sangue diminuem muito rapidamente ap6s administracao intravenosa,
tornando-se indetetaveis passado pouco tempo. Assim, esta droga nao é encontrada na

urina, o que implica que seja totalmente convertida antes da excrec¢ao renal [59].
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Em contrapartida, a concentracao maxima de 6-MAM ¢ atingida aproximadamente entre
0.7 a 2.7 minutos ap6s administracao intravenosa da HER, e a sua detecao é possivel até 1
a 3 horas no plasma e 1 a 4 horas na urina [59]. No que diz respeito a distribuicao, devido a
sua elevada lipofilicidade, a HER atinge rapidamente o cérebro sendo depois convertida em
6-MAM, que atinge o seu pico de concentracao no cérebro passados 4.3 minutos da ingestao

de HER, apresentando uma concentracao muito superior a desta [60].

Uma vez que os metabolitos ativos da HER sdo tao importantes, a sua detecao é obrigatoria
para determinar se houve ou nao consumo de HER, visto que o seu tempo de detecao é

relativamente curto (5-10 minutos) [56].

O consumo de HER leva a efeitos ao nivel do SNC muito graves que, sabe-se agora, sao
provocados pelo seu metabolito intermediério, a 6-MAM, por este apresentar uma elevada

afinidade para os recetores p [60].

Morfina

A MOR pode ser administrada por diferentes vias como a oral, intranasal, subcutanea ou
intravenosa [58]. A absorcao oral é lenta e ineficaz, resultado do metabolismo de primeira
passagem pelo figado, o que leva a que a sua biodisponibilidade ap6s ingestao oral seja baixa
(20 230 %) [61]. A distribui¢do mais rapida da MOR ocorre quando esta é administrada por
via intravenosa, atingindo o seu pico de concentracdo na corrente sanguinea apds 6 a 30
minutos do seu consumo, devido a solubilidade lipidica limitada [58, 62]. Esta substancia é
rapidamente distribuida por varios tecidos como pulmoes, rins e figado. Aproximadamente

15 a 35% da MOR liga-se a proteinas plasmaticas, predominantemente a albumina [61].

O metabolismo hepético representa aproximadamente 90% da eliminacao da MOR, e tem
como principal etapa metabélica a conjuga¢do com acido glucurénico, que por acao da
uridina  difosfo-glucuronosiltransferase1A3 (UGT1A3) e da uridina difosfo-
glucuronosiltransferase 2B7 (UGT2B7) origina morfina-3-glucuronido (M3G), e pela acao
da UGT2By7 origina morfina-6-glucuronido (M6G), sendo o primeiro metabolito o principal
(45-55%) (figura 8). Para além da conjugacao com acido glucurénico, a MOR pode ainda
sofrer acao de enzimas da familia do citocromo P450 (CYP3A4/CYP2C8) ocorrendo uma

desmetilacao que da origem a normorfina [61].

Por fim, aproximadamente 10% da MOR é excretada na sua forma inalterada, enquanto que
45-55% € excretada sob a forma de M3G e 10-15% sob a forma de M6G. Estima-se ainda que
uma pequena fracdo da MOR entre na circulacdo entero-hepatica, sendo encontrada na

forma inalterada ou sob forma de glucuronidos na bilis [61].
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A eliminacado a curto prazo da MOR livre que ocorre logo apds o consumo, demora 3 a 4

horas em adultos, o que limita a duracao do efeito analgésico [62].
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Figura 8. Metabolismo da MOR. Adaptado de Sverrisdoéttir et al. [61]

Codeina

A COD ¢ absorvida maioritariamente no trato gastrointestinal e o seu pico de concentrac¢ao
plasmatica ocorre 1 hora apés administracdo. No que diz respeito ao metabolismo da COD,
este ocorre maioritariamente no figado, dividindo-se em 3 reacoes: O-desmetilacao pelo
CYP2D6 que origina 5-15% de MOR, N-desmetilacao via CYP3A4 dando origem a 10-15%
de norcodeina e por fim, conjugacao com acido glucurénico por acao da UGT2B7 que da

origem a 50-70% de codeina-6-glucuronido (figura 9) [31, 63—65].

A COD é excretada na urina principalmente sob a forma conjugada e aproximadamente 10

a 15% na forma de MOR e norcodeina livres [63].
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Figura 9. Metabolismo da COD. Adaptado de Hull et al. e Crews et al. [63, 65]

De seguida sera realizado um breve resumo sobre cada um dos compostos em estudo na
presente dissertacao relativamente as caracteristicas fisico-quimicas, estruturas quimicas e

aspetos toxicologicos.

Heroina e 6-monoacetilmorfina
A HER, também conhecida como diacetilmorfina, é um dos opiaceos ilicitos mais

consumidos e pode levar & dependéncia, tolerancia e adicdo [56, 57]. E um composto
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semissintético derivado da MOR, obtido por acetilacdao de 2 grupos hidroxilo nas posi¢oes
3 e 6 (figura 10) [66, 67]. Devido a esta alteracao conformacional, a lipofilicidade da HER ¢
elevada, o que faz com que seja melhor absorvida através da barreira hematoencefalica do

que a MOR, tornando-a numa droga muito perigosa [56, 60, 66].

Apresenta um pKa de 7.6 e a pH fisiologico, aproximadamente 40% desta, encontra-se na

forma nao ionizada, estando por isso acessivel ao transporte através da membrana [59].

Figura 10. Estrutura quimica da HER. Adaptado de Rook et al. [66]

A 6-MAM, cuja férmula molecular é C,,H.,NO, (figura 11), apresenta peso molecular de
327,27 g/mol e um valor de pKa de 9,08 [31]. Para além disto sabe-se que € muito lipofilica

e apresenta afinidade para os recetores opioides u muito superior a do seu percursor, a HER

[59, 60].

Figura 11. Estrutura quimica da 6-MAM. Adaptado de Bogen at al. [68]

Morfina

A MOR, cuja estrutura quimica estd representada na figura 12, é o alcaloide natural
maioritario do opio e foi isolada pela primeira vez em 1805 [62]. E um derivado do
fenantreno e uma base fraca com pKa de 7,9. Para além disto, € altamente hidrossolivel sob
condicoes acidicas e pouco solivel em lipidos a pH fisiologico (7,4), sendo o opidceo mais

usado no tratamento da dor moderada a severa [61].
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Figura 12. Estrutura quimica da MOR. Adaptado de Sverrisdéttir et al. [61]

A MOR liga-se aos recetores opioides, mas € um agonista total do recetor p, sendo a sua
ligacdo a este recetor 3.4 e 10 vezes mais forte do que aos recetores k e 8, respetivamente.
Para além disto, sabe-se ainda que a MOR apresenta maior afinidade para o subtipo p1 do

recetor opioide pu do que para o subtipo p2 [61].

A MOR é um analgésico muito eficaz, que é atualmente usado na sedagdo pré-operatoria
como adjuvante da anestesia e no controlo e tratamento da dor severa associada a doencas
neoplasicas, enfarte do miocardio e cirurgia [69, 70]. Esta atua principalmente no cérebro,
aumentando o limiar de dor, ou seja, diminuindo a consciéncia da mesma. Por outro lado,
a MOR apresenta efeitos adversos que podem ser titeis como por exemplo a ocorréncia de
obstipagao, sendo por isso também usada para tratamento de diarreia ou mesmo a euforia,

atil no tratamento da dor em doentes terminais [70].

Os efeitos fisiologicos benéficos atribuidos a MOR incluem melhoria da dispneia, reducao

da atividade nervosa e efeito ansiolitico e vasodilatador [771].

Codeina

A COD, 3-metilmorfina, cuja estrutura quimica pode ser observada na figura 13, é obtida
através da metilacao natural da MOR e é usada como analgésico e agente antitissico ha
mais de 50 anos. A COD por si s6 nao tem efeito analgésico, sendo uma pro-droga que

necessita de ser metabolizada a MOR para ser eficaz [64].

CH30
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Figura 13. Estrutura quimica da COD. Adaptado de Hull et al. [63]

A COD ¢ utilizada para o alivio da dor fraca a moderada e tem efeito supressor semelhante
ao da MOR. Tal como esta, embora de forma menos potente, a COD liga-se a recetores
opioides no cérebro, que estao associados a transmissao da sensacao de dor. Para além de

usada no alivio da dor, a COD ¢é ainda usada como analgésico, antitdssico, auxiliar no
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tratamento de diarreia e é capaz de causar sedacao, sonoléncia e diminuicao da respiragao

[72, 73].

2.4. Mecanismo de Acao

Os opiaceos tanto naturais como sintéticos, tém uma grande capacidade anestesiante sendo
também muito aditivos. Estes compostos atuam nos recetores opioides, dos quais existem
3 tipos principais, L, 6 e k, inibindo os neurotransmissores excitatorios no cérebro e a

transmissao de sinais de dor para a medula espinhal [74].

Dos recetores opioides, sabe-se que os u estao divididos em dois subtipos, pu1 que medeiam
a analgesia supra-espinhal e euforia e u2 o qual se pensa estar envolvido na analgesia
espinhal, depressao respiratoria, dependéncia fisica e em efeitos gastrointestinais como
reducao da mobilidade gastrointestinal e niusea [61, 75]. No que diz respeito aos outros
recetores, para além de estarem envolvidos na analgesia, os § estdo também associados a
propriedades ansioliticas e antidepressivas, convulsoes e obstipacdo, enquanto que os k

estao envolvidos no aumento da dor (alodinia), diurese, disforia e reducao da inflamacao

[76, 77].

Os recetores opioides estao acoplados a proteinas G inibitorias (Gi/Go). A ligacao dos
opiiceos aos seus recetores resulta em alteragdes conformacionais nestas proteinas,
ocorrendo a dissociacdo nas subunidades Gq e Ggy. A subunidade a vai inibir a enzima
adenilato ciclase (AC) provocando uma diminuicao na sintese de adenosina monofosfato
ciclica (AMPc), enquanto que a subunidade fy interage diretamente com os canais de ides
sensiveis a voltagem suprimindo o influxo de Ca2*. Para além disto, a ativagdo do recetor
opioide leva também a abertura de canais de potéassio impedindo a propagacao de potenciais
de acao e levando a hiperpolarizacdo da membrana. O efeito final é a diminuicao da

excitabilidade neuronal e reducdo da transmissdo de impulsos nociceptivos bloqueando a

percecédo de dor [45, 77, 78].

Os opiaceos reduzem indiretamente a inibicao dos neurénios dopaminérgicos uma vez que,

inibem a libertacao do 4cido gama-aminobutirico (GABA) que se iria ligar a estes neurdénios

[79].

Para além de alivio da dor, o consumo de opiaceos esta também associado a efeitos
euforicos, sendo esta uma das maiores razoes para o abuso e uso indevido desta droga e que

os tornam extremamente aditivos [74, 80].
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2.5. Efeitos adversos
O consumo tanto agudo como cronico de opiaceos, pode dar origem a varios efeitos adversos
que afetam o corpo humano, principalmente ao nivel dos sistemas cardiovascular, nervoso

central, respiratorio, gastrointestinal e por vezes urinario [81].

No caso de ocorrer uma intoxicacao aguda por opiaceos, os sintomas mais comuns sao
diminuicao da respiracao, estado mental anormal, miose [55], euforia, motivacao elevada
[82], arritmias, problemas ao nivel do sistema respiratério como edema pulmonar e

pneumonia e, por vezes morte [83].

Quando a intoxicacao é considerada cronica, existem efeitos associados ao SNC tais como
paranoia, depressao, ansiedade [82], sensacao de sedacao, nauseas e vomitos, mas também
efeitos ao nivel do sistema gastrointestinal como obstipacdo e ao nivel do sistema

respiratorio como depressao do ciclo respiratorio [84].

Para além destes efeitos, quando consumidos de forma cronica, os opiaceos levam ainda a

irritabilidade, hostilidade, egocentrismo e isolamento [82].

No caso do uso de HER, tanto agudo como cronico, este pode estar associado ao
desenvolvimento de doencas como sida, hepatite B e C, tétano, tuberculose, infecoes na pele
e ainda endocardite associadas ao compartilhamento de material, principalmente das

agulhas [83, 85].

Tal como referido anteriormente, a administracao de opiaceos causa diminuicao na sintese
de AMPc. Contudo, quando a administragdo é crénica, ocorre uma supra-regulacao do fator
de transcricao proteina de ligacao ao elemento de resposta ao AMPc (CREB), que estimula
a transcricdo da AC o que por sua vez restaura a producao de AMPc a niveis normais,
neutralizando os efeitos agudos da droga resultando em tolerancia. A tolerancia é observada
com o consumo crénico de opiaceos, e tal como verificado para a COC, esta associada a
dependéncia fisica caraterizada pela sindrome de abstinéncia quando a sua administracao
¢é interrompida [45]. Para além da dependéncia fisica, o consumo cronico de opiaceos esta

também associado a dependéncia psiquica [86].

A sindrome de abstinéncia de opidceos é caraterizada por problemas a nivel
gastrointestinal, lacrimejo e transpiracao excessivos, distirbios no sono e na alimentacao,
aumento da frequéncia cardiaca e da pressao arterial, aumento do ténus muscular,

tremores, espirros e entupimento nasal excessivos [70, 87].
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2.6. Tratamento
A naloxona e a naltrexona sao antagonistas competitivos dos recetores opioides p, k e &.
Ambos atuam no SNC mas, uma vez que tém perfis farmacocinéticos diferentes, também os

seus usos terapéuticos sao diferentes [55, 78, 88].

Uma vez que tem elevada solubilidade lipidica, o que faz com que atinga rapidamente o
SNC, quando administrada por via intravenosa, intramuscular ou por via de um tubo
endotraqueal, a naloxona produz efeitos quase imediatos, revertendo em poucos minutos
os efeitos adversos do consumo agudo de opiaceos, principalmente depressao respiratoria,
e reduzindo a sua mortalidade. Contudo, quando a administracao é feita oralmente, a
naloxona sofre um extenso metabolismo hepatico dando origem a naloxona-3-glucuronido,

um composto inativo que € excretado na urina [55, 88].

O tratamento de um paciente com uma overdose de opidceos comeca com a avaliacdo da
ventilacio do mesmo. Caso o paciente consiga respirar normalmente nao se deve
administrar naloxona, apenas esperar que recupere a consciéncia. Contudo, a maioria dos
pacientes com overdoses desenvolvem depressao respiratoria sendo, portanto, necessaria a
utilizacdo de uma méscara de oxigénio seguida de terapia parenteral com naloxona.
Inicialmente é recomendada uma dose de 0.4 mg de naloxona seguida de uma dose mais

elevada (1 a 2 mg), caso nao se verifiquem melhoras passados 3 a 5 minutos da primeira

dose [55].

A distribuicdo de naloxona aos consumidores ou aos seus familiares, em associa¢cdo com
formacao adequada dada por profissionais de satide sobre o modo de reconhecer uma
overdose e como administrar a naloxona, permite que possam ser prestados primeiros

socorros reduzindo eficazmente o risco de overdose fatal [88, 89].

A naltrexona tem elevada afinidade para o recetor opioide y, o que faz com que o consiga
bloquear impedindo que os opiaceos se liguem a este recetor. Tendo em conta a sua elevada
eficacia quando administrada por via oral e a longa duracao de acdo, a naltrexona € ttil no
tratamento de dissuasao, desintoxicacao e manutencao do consumo de opiaceos [78, 90]. O
tratamento com naltrexona apenas deve ser iniciado 10 a 15 dias ap6s o Gltimo consumo e

consiste na ingestao oral, trés vezes por semana, de doses entre 50 a 100 mg [91].

Para além da naloxona e da naltrexona, existem mais 2 medicamentos que sao usados para
combater a dependéncia de opiaceos e que sdao aprovados pela Food and Drug

Administration, a metadona e a buprenorfina. Estes medicamentos sdo considerados
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agonistas de opioides uma vez que diminuem os desejos de procura da droga, diminuindo

consequentemente o efeito de abstinéncia [90].

A metadona é um agonista sintético do recetor opioide u. Esta substancia ¢ lipofilica, possui
uma elevada biodisponibilidade oral (40 a 100%), um tempo de meia vida longo (>24 horas)
que permite uma tinica administracao diaria e em quantidades suficientes induz a supressao
dos sintomas de abstinéncia dos opiiceos. Para além disto, a metadona produz efeitos
colaterais minimos, sendo por isso um dos medicamentos mais usados na farmacoterapia
da dependéncia de opiiceos e considerada como primeira op¢do no tratamento de

abstinéncia dos mesmos [78, 91].

A primeira dose de metadona administrada, caso se verifiquem sintomas da sindrome de
abstinéncia é de 10 mg. Depois desta dose, o paciente é avaliado a cada 4 horas durante o
primeiro dia no hospital, sendo administrada uma dose de 10 mg de metadona sempre que
se verifiquem os sintomas de abstinéncia. A dose total nas primeiras 24 horas nao pode
ultrapassar as 50 mg e é definida como dose de estabilizacdo. A partir do segundo dia a dose

de metadona é reduzida em 5 mg/dia, até que se verifique o desmame total da mesma [91].

A buprenorfina, tal como a metadona, é um agonista parcial do recetor opioide p. Este
medicamento que é eficaz no tratamento da sindrome de abstinéncia de opiaceos, pode ser
administrado por via sublingual ou parenteral, possui um tempo de meia vida longo (~12
horas) e apresenta baixo risco de dependéncia fisica e abuso. No tratamento de manutencao
de dependéncia de opidceos, a dose recomendada de buprenorfina é de 8-16 mg/dia, 3 dias

por semana [91].

3.Investigacao Toxicologica

A detecao de COC, de opiaceos e dos seus metabolitos pode ser feita através do doseamento
em diferentes amostras biologicas tais como sangue, urina, cabelo, suor, mecoénio, fluido
oral, liquido amniético [2] e tecido cerebral [20]. De todas estas amostras, as mais

comumente usadas sao a urina e o sangue [24].

A anélise inicial para determinacao de COC e opiéceos é geralmente realizada com recurso
a amostras de urina [2, 92]. Esta amostra é usada de forma comum porque a sua recolha é
facil e nao invasiva, apresenta concentracoes de metabolitos superiores as concentragoes
encontradas no sangue e porque existem diversos imunoensaios que podem ser utilizados
para a sua analise [2, 24]. Os imunoensaios sao técnicas de screening com resposta rapida
e custos reduzidos, que tém extrema utilidade na detecio do consumo de drogas por

permitirem economizar tempo e dinheiro, que seriam usados em métodos confirmatorios
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mais dispendiosos como as técnicas cromatograficas. Contudo, esta técnica ¢é inespecifica e
por isso, quando o seu resultado é positivo, as amostras devem ser analisadas por técnicas

mais especificas de modo a confirmar os resultados e quantificar os analitos [18].

Apesar destas vantagens, o uso de urina apresenta também algumas desvantagens como a
possibilidade de ocorréncia de falsos positivos [2], facilidade de substituicdo e/ou

adulteracdo [93] e o facto de apenas possibilitar a determinacao da exposicao a droga [24].

No que diz respeito ao uso de sangue para detecado de COC e opiaceos, este é indicativo de
uma exposicao mais recente e permite prever os efeitos bioldgicos, sendo portanto muito
atil em toxicologia clinica [24]. O sangue apresenta como principais vantagens a
possibilidade de correlacdo direta entre a concentracao de droga e os efeitos verificados,
facil manuseamento, dificuldade de adulteracao, obtencdo de um volume de amostra
consideravel e a possibilidade de detecdo de drogas poucos minutos ap6s o seu consumo.
Por outro lado, o sangue apresenta desvantagens relacionadas com o método de recolha
visto ser invasivo, necessita de profissionais e equipamento especializados, tem uma janela
de detecdo pequena quando comparada com outras amostras biologicas e apresenta um

grande contetdo em proteina que dificulta o processo de extracao [94, 95].

No caso particular da COC em estudos postmortem, o tecido cerebral € uma amostra
potencialmente valiosa uma vez que a sua atividade metabdlica é baixa, o que faz com que
a degradacao da COC seja mais lenta. Para além disto, uma vez que a droga fica num
compartimento isolado e protegido, a sua concentracao no tecido cerebral apds a morte é

muito semelhante ou mesmo igual a concentracao existente antes da morte. [20].

A detecio de COC e opiaceos em amostras biologicas que envolvem técnicas
cromatograficas necessita de ser acompanhada de técnicas de preparacao da amostra.
Assim, podem ser usados métodos como precipitacao de proteinas (PPT), extracao em fase
solida (SPE), extracao liquido-liquido (LLE), microextracdo em fase so6lida (SPME),
microextracdo em seringa empacotada (MEPS) entre outras [18, 96]. A finalidade destas
técnicas é remover o maior numero possivel de interferentes endégenos da amostra e isolar
os analitos em estudo. De entre as varias técnicas de extracao referidas, a SPE e a LLE sao
as mais utilizadas. Contudo, nos ultimos anos tém-se vindo a desenvolver técnicas mais
rapidas e simples como SPME e MEPS, que utilizam menores volumes de amostra e
solventes, permitindo assim reduzir os custos e o tempo associados a extracao [56]. Para
esta dissertacao optou-se pela utilizagao dos dried matrix spots. As caracteristicas relativas

a esta técnica de extracdo encontram-se descritas na secao 4.3.
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Como referido anteriormente, apos o isolamento dos analitos em estudo é possivel proceder
a detecao e quantificacao por técnicas cromatograficas que incluem a cromatografia gasosa
(GC) e a cromatografia liquida (LC) acopladas a diferentes detetores, normalmente de
espetrometria de massa (MS) [97, 98]. O GC-MS esta disponivel em praticamente todos os
laboratorios e é a técnica mais usada na detecao e quantificacdo de drogas e dos seus
metabolitos em amostras biologicas. A sua vasta utilizacdo deve-se ao facto de ser uma
técnica com elevada reprodutibilidade, a partir da qual é possivel obter espetros de massa
semelhantes em diferentes laboratorios desde que as condices de ionizacao usadas sejam
as mesmas, normalmente 70 eV. Uma outra vantagem é a disponibilidade de bibliotecas de
espetros que por vezes ajudam na identificacao das drogas e dos seus metabolitos [99, 100].
Por outro lado, quando a quantidade de amostra é limitada e os analitos estdo presentes em
baixas concentracoes, a técnica pode perder sensibilidade, problema este que pode ser
ultrapassado recorrendo ao uso de espetrometria de massa em tandem (MS/MS) [100]. A
MS/MS é vantajosa na analise de amostras biolégicas pois permite a fragmentacao de ides
especificos mais de uma vez, o que leva a um aumento da seletividade, da sensibilidade e ao
aumento da capacidade de detecdo [101]. E de salientar que em algumas situaces é
necessario um processo de derivatizacdo de modo a aumentar a volatilidade, estabilidade,
detecdo e facilitar a separacdo cromatografica. Este processo de derivatizacao pode ser

acelerado com recurso a um micro-ondas [98, 102].

A técnica de LC-MS permite a analise de compostos nao voléateis, labeis e/ou de elevado
peso molecular, mas em contrapartida tem como desvantagem o facto de ser afetada pelos
constituintes da matriz biologica, devendo estes ser avaliados durante o desenvolvimento e
validacdo do método. Tal como na cromatografia gasosa, os limites de detecdo e
quantificacdo deste método podem ser melhorados recorrendo a detecao por MS/MS [100].
Contrariamente ao verificado em GC-MS, em LC-MS a maioria dos analitos ndo necessitam
de ser derivatizados, o que permite que se obtenham procedimentos mais simples e rapidos

de preparacao das amostras [18].

4.Determinacao de cocaina e opiaceos em amostras de fluido
oral

4.1.  Fluido oral como amostra de interesse em Toxicologia
A detecdo de drogas em amostras de fluido oral foi usada pela primeira vez no final da

década de 1970, com a finalidade de monitorizar drogas terapéuticas [100].
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Nos ultimos anos, a andlise de drogas em fluidos biologicos tem ganho cada vez mais
interesse, bem como o uso de alternativas ao sangue e urina para avaliacao da exposicao a

drogas, como é o caso do fluido oral [103].

O fluido oral apresenta varias vantagens em relacao as amostras mais convencionais, como
a colheita facil e ndo invasiva e a dificuldade de adulteracio. Apesar disto, o fluido oral tem
também algumas desvantagens como a pequena janela de detecdo e a obtencdo de

quantidades baixas e/ou insuficientes de amostra biologica (Tabela 2) [100].

Tabela 2. Vantagens e desvantagens do uso de fluido oral como amostra biol6gica em toxicologia. Adaptado de
Gallardo et al. e Elmongy et al. [100, 103]
Vantagens Desvantagens

, . . . Técnica nao estéril, amostras sujeitas a
Método nio invasivo e rapido . .
degradacao por bactérias

. . Quantidade de amostra insuficiente para
Baixo risco de adulteracao -
analise

Nao necessita de instalacoes especificas ) .
Pequena janela de detecao
para recolha

Ingestao recente leva a concentracoes
Representa a fragdo livre da droga muito altas no fluido oral que nao refletem

a concentrac¢do no sangue

Reflete eficazmente a atividade da droga

Estavel a temperatura ambiente por

longos periodos de tempo

4.1.1. Fisiologia e mecanismo de incorporagao

Os termos fluido oral e saliva sao muitas vezes usados para designar a mesma amostra,
contudo, o fluido oral é o liquido obtido da cavidade oral e é constituido por varias secrecoes,
sendo por isso considerado uma mistura de fluidos [100]. Esta amostra contém as secrecoes
das glandulas salivares maiores (submandibular, parétida e sublingual) e menores situadas
na cavidade oral, as secreces nasofaringeas e outros constituintes presentes na boca. Por

outro lado, a saliva é o fluido recolhido diretamente de uma glandula especifica [100, 104].

O fluido oral é constituido por aproximadamente 99% de agua e sais minerais, estando
também presentes varias proteinas e enzimas de digestao, mas em baixa percentagem. Este
fluido tem um pH de aproximadamente 6,8 em condicoes fisiologicas, podendo este ser

mais elevado quando existe um aumento no fluxo salivar [100, 103].
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Um adulto saudavel produz aproximadamente 0,5—-1,5 L de fluido oral por dia [105], sendo
a maior parte deste produzido pelas glandulas submandibulares (65%), seguidas das

glandulas parotidas (20-50%) e sublinguais (5%) [106].

Pensa-se que existem diferentes mecanismos para a incorporacao de drogas do sangue para
o fluido oral, sendo o principal a difusdo passiva através da membrana. Este processo
depende das propriedades fisico-quimicas da droga, isto é, do pKa, peso molecular,
constantes de dissociacdo, grau de ligagao as proteinas e pH quer do sangue quer do fluido
oral [100, 107]. A COC e os opiaceos sao drogas béasicas, o que faz com que a sua
concentracao seja superior no fluido oral quando comparado com o plasma. Esta diferenca
na concentracao ocorre porque no fluido oral, onde o valor de pH é mais baixo, as drogas
estao na sua forma ionizada, o que faz com que nao sejam absorvidas e que por sua vez se

acumulem neste fluido [100].

4.1.2. Recolha da amostra
As amostras de fluido oral devem ser recolhidas em jejum ou 2 a 3 horas ap6s a ingestao de

alimentos ou medicacao [103].

Existe uma variedade de métodos disponiveis para a colheita do fluido oral, podendo esta
ser feita com ou sem estimulacao. Contudo, deve ter-se um especial cuidado nesta fase, visto
que a maior parte dos problemas associados a anlise de fluido oral estao relacionados com

o modo de colheita, podendo a concentragao das drogas ser afetada [100, 103].

O fluido oral nao estimulado pode ser colhido pelo método de drenagem, que permite a
queda gota a gota da boca para um recipiente de colheita, ou pode ser facilmente obtido
cuspindo, fornecendo assim uma amostra pura [100]. Esta amostra tem elevada
probabilidade de contaminacao e a sua quantidade é normalmente insuficiente, o que pode

por em causa a sensibilidade do método de detecao [103].

A estimulacao pode ser feita mecanicamente, mastigando varios materiais como parafina,
teflon, elasticos e pastilhas, e pode ser feita quimicamente, colocando sumo de limao ou
acido citrico na boca. Esta estimulacao apresenta alguns problemas que comprometem a
precisao da analise como por exemplo, a parafina contém compostos que afetam a analise
cromatografica e o acido citrico afeta o pH do fluido oral, o que pode levar a alteracées na
concentracao da droga em estudo [100]. Porém, tem também vantagens como uma maior
quantidade de amostra obtida num curto espaco de tempo, um menor gradiente de pH entre
o plasma e o fluido oral e o facto da variabilidade no ratio de concentracio fluido

oral/plasma para algumas drogas ser limitada [103].
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Existe uma grande variedade de dispositivos de recolha de fluido oral disponiveis
comercialmente como OmniSal®, Salivette®, Intercept® e Quantisal™. Estes dispositivos
consistem normalmente num material absorvente, que fica saturado na boca do doador e
de onde é, posteriormente, recolhido o fluido oral por centrifugacao ou aplicando pressao.
Apos recolha, o dispositivo é colocado num recipiente que contém uma solucao tampao

estabilizante [100].

4.1.3. Armazenamento, preservantes e conservantes

As condigOes de armazenamento devem ser revistas para cada analito, mas, de uma forma
geral, é recomendado congelar as amostras a -20 9C imediatamente apds colheita até que
sejam analisadas, visto que esta temperatura minimiza a degradacao de analitos instaveis e
previne o crescimento bacteriano. Quando nao é possivel congelar imediatamente as
amostras, estas podem ser guardadas a 4 9C durante no méaximo 2 horas e ser depois
congeladas. No caso de amostras armazenadas durante um periodo superior a 4 meses,

estes devem ser armazenadas a -80 °C [103].

De modo a estudar a estabilidade da COC e dos opiidceos em amostras de fluido oral, é
preciso ter em conta varios fatores como a temperatura, o tempo de armazenamento e a
adicdo de preservantes e estabilizadores. Na literatura cientifica disponivel, o nimero de
artigos que refiram a utilizacdo de estabilizadores ou preservantes nas amostras de fluido
oral é reduzido. De facto, o trabalho de Ventura et al. [108] é o Gnico publicado onde se
avalia a estabilidade da COC, BEG, MOR e 6-MAM. Estes autores demonstraram que a
adicao de uma mistura de tampao citrato (pH 4) e azida de sédio (NaN3;) (0,1%) ao fluido
oral, aumenta a estabilidade quer da COC quer da 6-MAM, impedindo a sua degradacao
durante 7 dias quando conservadas a 25 e 37 °C e até 2 meses quando armazenadas a 4 e -
20 9C [108].

Relativamente a outras substancias, Fisher et al. [109] estudaram o efeito da adicao de acido
ascorbico (AA) e tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) na estabilidade da olanzapina, um
antipsicotico, em amostras de fluido oral, concluindo que estes aumentam a estabilidade do
composto quando armazenado a -20 9C [109]. Por outro lado, Stoykova et al. [110]
avaliaram a estabilidade do fluido oral usando fluoreto de s6dio (NaF) (2% m/v), Na2EDTA
(1% m/v) e NaN; (0,2% m/v), concluindo que quando a temperatura de armazenamento é
de -20 °C, se verifica um aumento da estabilidade para os componentes da saliva (creatinina

e a-amilase) [110].

Com base nestes artigos, foram escolhidos o NaF, o AA e a NaN; como possiveis agentes

preservantes ou estabilizadores a fim de avaliar a estabilidade dos compostos em estudo.
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4.2. Detecdo e quantificacdo de cocaina, opidceos e metabolitos em fluido oral

A literatura existente para detecdo e quantificacado de COC, opiaceos e dos seus metabolitos
foi compilada na seguinte tabela (Tabela 3). A pesquisa bibliografica foi realizada usando a
base de dados PubMed e as palavras chave utilizadas foram “opiates; oral fluid”, “cocaine;
oral fluid” e “cocaine; opiates; oral fluid”. Dos resultados obtidos, foram selecionados para
compilacdo, artigos desde 2005. Entre os artigos compilados, devem ser enfatizados aqueles
em que se quantificam um maior nimero de compostos, tais como Rubio et al. [111],
Fiorentin et al. [112], Cognard et al. [32], Di Rago et al. [113], Montesano et al. [114], Wang
et al. [115], Concheiro et al. [116], Pujadas et al. [117] e Wylie et al. [118], no que diz respeito
a COC e aos seus metabolitos. Relativamente aos opiaceos, devem ser destacados os
trabalhos desenvolvidos por Reisinger et al. [119], Grabenaur et al. [120], Shaparin et al.

[121], Tuyay et al. [122], Zheng et al. [123], Fritch et al. [124] e Kala et al. [125].

De acordo com a pesquisa efetuada, as técnicas mais utilizadas na preparacao das amostras
bioldgicas para a determinacao destes compostos sao a SPE, LLE e a PPT. No caso da técnica
de SPE, as colunas mais usadas sao Cs e C,;s de fase reversa, com equilibrio hidrofilico-
lipofilico e troca cationica, enquanto que para a técnica de LLE é comum o uso de misturas
de solventes organicos como acetato de etilo e butilo, bem como hexano e heptano. No que

diz respeito a PPT, o solvente mais utilizado é o acetonitrilo.

Usando como técnica de extracdo a SPE, existem alguns estudos em que sdo utilizadas

colunas iguais, o que permite fazer uma comparacao dos resultados obtidos entre eles.

Cognard et al. [32] e Gunnar et al. [126] usaram a coluna Isolute HCX (130 mg) para
preparacao das amostras, as quais foram posteriormente quantificadas por GC-MS/MS e
GC-MS, respetivamente. Para a COC, o Gnico composto quantificado nos dois estudos, os
valores obtidos para o limite de quantificacao (LOQ) foram de 2 ng/mL para Cognard et al.
e 0,8 ng/mL para Gunnar et al., o que permite concluir que usando a mesma coluna, os
resultados obtidos no segundo estudo referido, mesmo com a utilizacdo de um volume de

fluido oral inferior (250uL contra 500 uL), foram melhores.

Grabenaur et al. [120] e Tuyay et al. [122] usaram uma coluna Cerex Clin IT (35 mg 3 mL)
e quantificaram os compostos por LC-MS/MS. Os primeiros autores usaram 750 uL de
fluido oral e obtiveram limite de detecao (LOD) de 0,01 ng/mL para a hidromorfona e a
hidrocodona, 0,02 ng/mL para a MOR e oxicodona e 0,04 ng/mL para a COD, 6-MAM e
oximorfona e valores de LOQ de 0,4 ng/mL para a 6-MAM e 1,5 ng/mL para os restantes
compostos. Em relacdo as recuperacoes, os autores alcancaram valores entre os 71,7 e 0s

88,6%. Tuyay et al. [122], usando apenas 250 uL de amostra bioldgica conseguiram obter,
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a excecao da 6-MAM, LOQs mais baixos (1 ng/mL) e melhores recuperacoes (94,2-103,0%)
para todos os analitos. Para além disto, neste estudo foram quantificados mais compostos

do que no anterior.

Pujadas et al. [117], Wylie et al. [118] e Badawi et al. [1277] usaram uma coluna Bond Elut
Certify® com diferentes enchimentos (300 mg 3 mL, 130 mg 10 mL e 130 mg 3 mlL,
respetivamente). Pujadas et al. [117], usaram 1 mL de fluido oral e quantificaram os analitos
por GC-MS, obtendo os piores valores de LOD e LOQ (1,4 € 4,1 ng/mL (COC), 2,6 e 8 ng/mL
(BEG), 2,4 e 7,2 ng/mL (COET), 4,2 e 12,7 ng/mL (EME), 2,2 e 6,5 ng/mL (MOR), 0,9 € 2,9
ng/mL (6-MAM) e 2,2 e 6,6 ng/mL (COD), respetivamente) e de forma geral as piores
recuperacoes (58,3-89,1%). Wylie et al. [118], usaram o mesmo volume de amostra (1 mL)
mas quantificaram os compostos por LC-MS/MS, tendo obtido valores mais baixos de LOD
e LOQ (0,9 e 3,1 ng/mL (COC), 3,4 e 11,4 ng/mL (BEG), 1 e 3,4 ng/mL (COET), 0,3 e 0,9
ng/mL (EME), 0,5 e 1,8 ng/mL (COD), 0,5 e 1,7 ng/mL (MOR) e 0,3 e 1 ng/mL (6-MAM),
respetivamente) e recuperacoes mais elevadas (52-98%). Por tltimo, Badawi et al. [127],
que quantificaram os analitos através de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada
a espetrometria de massa em tandem (UPLC-MS/MS), foram os que obtiveram melhores
resultados com o uso desta coluna, valores LOQ de 0,5 ng/mL para COC, BEG, COD, MOR
e 6-MAM e recuperacoes entre 95,8 e 119%.

Concheiro et al. [128] usaram uma coluna Oasis® HLB (60 mg 3 cc) enquanto que Wood et
al. [129] usaram uma coluna Oasis® MCX (30 mg 1 cm3) na extracao dos analitos. No
primeiro estudo foram usados 500 pL de fluido oral e obtiveram-se LOQs de 1 ng/mL para
a 6-MAM e 5 ng/mL para COC, BEG, MOR e COD e recuperacoes entre 7,5 e 77,1%. No
segundo estudo, o volume de fluido oral foi inferior (250 pL) mas foi atingido um valor de

LOQ de 2 ng/mL para todos os compostos e recuperagoes mais elevadas (91,8-99%).

No que diz respeito a preparacao das amostras com a técnica de PPT, tal como referido
anteriormente, o solvente mais usado é o acetonitrilo [111, 116, 123]. Rubio et al. [111]
utilizaram 200 pL de fluido oral e quantificaram os analitos por LC-MS/MS, obtendo LOQs
de 5 ng/mL para a COC, BEG e COET e 10 ng/mL para a EME e AEME. Zheng et al. [123]
quantificaram os analitos através de UPLC-MS/MS e para além de acetonitrilo usaram
metanol, conseguindo, apenas com 150 pL de fluido oral, obter valores de LOQ mais baixos
para COC e BEG (1,5 ng/mL).

Por tltimo, para a técnica de LLE, é importante comparar os estudos de Qiestad et al. [130]
e Zancanaro et al. [131], nos quais foi usado um volume de fluido oral de 500 uL e os

analitos quantificados por LC-MS/MS. No primeiro estudo foi usado acetato de etilo e
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heptano para a extracao dos compostos, os valores de LOQ foram de 0,78 ng/mL para COC,
7,2 ng/mL para BEG, 6,5 ng/mL para COD, 7,1 ng/mL para a MOR e 0,82 ng/mL para a 6-
MAM e o LOD foi de 0,5 ng/mL para todos os analitos. Em relacao as percentagens de
recuperacao estas situam-se entre 0,2 e 80%. Por outro lado, Zancanaro et al. [131] usaram
acetato de etilo e hexano como solventes de extracdo, conseguindo obter melhores
resultados quer para o LOD (0,26 ng/mL para COC, BEG e COD e 0,65 ng/mL para EME e
MOR), LOQ (0,65 ng/mL para COC, BEG e COD, 1,04 ng/mL para MOR e 1,3 ng/mL para

EME) como para as recuperacoes (0,45-105%).

Para além destas técnicas de preparacao de amostras, foi ainda implementado o uso de
MEPS nos trabalhos publicados por Ares et al. [132] e Montesano et al. [114], técnica esta
que por necessitar de um volume de amostra reduzido, apresenta grandes vantagens e por

isso deve também ser realcada.

Ares et al. [132] usaram 300 uL de fluido oral os quais foram sujeitos a um processo de
extracdo miniaturizado, MEPS, e posteriormente analisados recorrendo a UPLC-MS/MS.
Neste estudo foram alcancados LODs de 0,25 ng/mL para a COC e COET, 0,5 ng/mL para
a BEG, 2,5 ng/mL para a MOR e 1 ng/mL para a 6-MAM e LOQs de 0,5 ng/mL para a COC
e COET, 1 ng/mL para a BEG, 10 ng/mL para a MOR e 2,5 ng/mL para a 6-MAM. No estudo
realizado por Montesano et al. [114], o volume de fluido oral foi de 120 uL e o método de
detecao foi LC-MS. Embora tenham obtido valores de LOD e LOQ mais elevados (0,3 e 1
ng/mL (COC), 0,8 e 2 ng/mL (BEG), 1 e 4 ng/mL (EME), 2 e 15 ng/mL (NCOC), 0,5 € 5
ng/mL (MOR), 2 e 5 ng/mL (COD) e 0,8 e 2 ng/mL (6-MAM), respetivamente), estes
autores quantificaram mais compostos do que no estudo anterior. No que diz respeito a
percentagem de recuperacao, para a COC e os seus metabolitos foram obtidos valores entre

18 e 82% e para os opiaceos valores entre 70 a 102%.

Em relacao as técnicas analiticas usadas na detecao dos compostos em analise em amostras
de fluido oral, a cromatografia mais utilizada foi a LC-MS/MS. Aquando do uso desta
técnica, o LOD e o LOQ mais baixos para a COC e para os seus metabolitos foram obtidos

por Concheiro et al. [116] e Zancanaro et al. [131].

No estudo desenvolvido por Concheiro et al. [116] foram usados 250 pL de fluido oral, do
qual foram extraidos os analitos com recurso a técnica de PPT com acetonitrilo. Estes
autores obtiveram como valor de LOD, 0,4 ng/mL para a COC e BEG e 0,8 ng/mL para a
EME e a AEME e como valor de LOQ 0,5 ng/mL para a COC e BEG e 1 ng/mL para a EME
e AEME. Para além destes valores, conseguiram ainda as melhores percentagens de

recuperacao para estes compostos usando LC-MS/MS (94,7-105,7%). Zancanaro et al.
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[131], por sua vez, usaram 500 pL de fluido oral e a técnica de LLE com acetato de etilo e
hexano (4:3) para a extracao dos compostos, e conseguiram obter LODs mais reduzidos que
o estudo anteriormente referido (0,26 ng/mL (COC e BEG) e 0,65 ng/mL (EME)) mas em
contrapartida, os resultados obtidos tanto para o LOQ (0,65 ng/mL (COC e BEG) e 1,3

ng/mL (EME)) como para as percentagens de recuperacao (0,45-95,1%), foram piores.

Para a classe dos opiaceos, os melhores resultados utilizando como método de detecao a LC-

MS/MS foram obtidos por Grabenauer et al. [120], Concheiro et al. [116] e Liu et al. [133].

Grabenauer et al. [120] usaram 750 uL de fluido oral preparados com a técnica de SPE e
conseguiram obter os valores mais baixos de LOD (0,01 ng/mL (hidromorfona e
hidrocodona), 0,02 ng/mL (MOR e oxicodona) e 0,04 ng/mL (COD, 6-MAM e oximorfona))
e os seguintes valores de LOQ, 0,4 ng/mL para a 6-MAM e 1,5 ng/mL para os outros
compostos. Em relacdo as recuperacdes, os valores encontram-se entre 71,7 e 88,6%. No
estudo realizado por Concheiro et al. [116], os valores de LOD conseguidos foram mais
elevados (0,5 ng/mL (MOR) e 0,4 ng/mL (COD, 6-MAM e 6-acetilcodeina)) mas em
contrapartida foram conseguidos melhores valores de LOQ (1 ng/mL (MOR) e 0,5 ng/mL
(COD, 6-MAM e 6-acetilcodeina)) e melhores recuperacoes (92,4-108,7%), usando apenas
250 uL de fluido oral e como técnica de extracao a PPT. Por ultimo Liu et al. [133]
conseguiram valores de LOD e LOQ semelhantes ao estudo anterior (0,25 e 0,25 ng/mL (6-
acetilcodeina), 0,5 e 0,5 ng/mL (MOR e 6-MAM) e 1 e 1 ng/mL (COD), respetivamente)
usando um volume de amostra ainda mais pequeno de 40 pL de fluido oral centrifugados e

injetados diretamente no sistema de LC-MS/MS.

Entre os estudos anteriormente referenciados, é também importante enfatizar o trabalho
de Wang et al. [115], uma vez que estes autores foram os que conseguiram alcancar os
melhores valores de LOD e LOQ tanto para a COC, como para 0os opiidceos e 0s seus
metabolitos (0,18 e 0,48 ng/mL (COC), 0,15 e 0,20 ng/mL (NCOC), 0,04 e 0,11 ng/mL
(BEG), 1,32 e 2,76 ng/mL (EME), 0,49 e 0,53 ng/mL (COET), 0,39 e 0,51 ng/mL (COD),
0,95 e 1,92 ng/mL (MOR) e 1,7 e 1,7 ng/mL (6-MAM), respetivamente). Neste estudo, foram
usados 100 pL de fluido oral os quais foram filtrados e posteriormente analisados com
recurso a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espetrometria de massa
em tandem (UHPLC-MS/MS), usando trés fontes de ionizacao diferentes e sugerindo que a

melhor seria a ionizacao por eletrospray (ESI).

Usando a técnica de UHPLC-MS/MS, existem outros estudos que devem ser referidos como
o desenvolvido por Malaca et al. [134] e o de Valen et al. [135]. No primeiro estudo foram

usados 500 uL de fluido oral nao sujeitos a qualquer processo de extracao, sendo apenas
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centrifugados e injetados no sistema de cromatografia, obtendo-se valores de LOD entre 1,4
e 1,5 ng/mL e valores de LOQ entre 4,5 e 4,9 ng/mL, para os opiaceos. Em relacao a
percentagem de recuperagdo este método permitiu obter valores entre 93,1 e 95,4%. No
estudo desenvolvido por Valen et al. [135], foram usados apenas 200 uL de fluido oral, os
quais foram sujeitos a extracao liquida suportada e obtiveram-se melhores resultados tanto
para o LOD como para o LOQ dos opiaceos (0,043-0,049 ng/mL; 0,087-0,099 ng/mL). Em

contrapartida as percentagens de recuperacao dos analitos foram menores (69,0-76,0%).
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Tabela 3. Métodos cromatograficos para detecao e quantificacdo de COC, opidceos e dos seus metabolitos em amostras de fluido oral.

Volume 3 5 Método de Recuperacao .
Compostos Meétodo de extracao B LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL) Referéncia
(uL) detecao (%)

Cocaina n.d.
Benzoilecgonina n.d.

_ PPT LC-MS/MS
Cocaetileno 200 L n.d. n.d. [111]

) . (Acetonitrilo) (ESI)
Ecgonina metilester 5 10
Anidroecgonina metil éster 5 10
Cocaina 1,7 72,2-108,6
Benzoilecgonina Injecao LC-MS 1,7 4,25 para todos 65,1-79,1 11s]

100 112
Cocaetileno Direta (ESI) 1,7 os compostos 74,4-103,5
Anidroecgonina metil éster 3,4 80,4-88,03
SPE

Cocaina 2D-GC-MS 1 1 93,1-97,2

' i 750 (Clean Screen® DAU, 200 [136]
Benzoilecgonina (ED 0,5 1 70,9-82,7

mg 10 mL)

Cocaina 0,1 2
Cocaetileno SPE GC-MS/MS 0,5 2

. . 500 n.d. [32]
Ecgonina metilester (Isolute HCX 130 mg) (PCI) 0,5 5
Anidroecgonina metil éster 0,5 n.d.
Codeina 10
Morfina 10
6-Monoacetilmorfina L 5

. Injecao LC-MS/MS 5 para todos os
Hidrocodona 500 ) 10 n.d. [119]
) Direta (ESI) compostos
Hidromorfona 10
Oxicodona 10
Oximorfona 10
Morfina LC-MS/MS 10 91,3-95,1
. 250 SPE / 3795 [137]

6-Monoacetilmorfina (ESI) 10 87,5-87,6
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(PolyChrom ClinII, 3 cc 35

mg)
Codeina 0,04 1,5 88,6
Morfina 0,02 1,5 71,7
6-Monoacetilmorfina 0,04 0,4 82,6
_ SPE LC-MS/MS
Hidrocodona 750 ) 0,01 1,5 85,5 [120]
i (Cerex ClinII, 35 mg 3 mL) (ESD)
Oxicodona 0,02 1,5 88,0
Hidromorfona 0,01 1,5 83,5
Oximorfona 0,04 1,5 84,7
Morfina
Hidrocodona
] SPE LC-MS/MS
Hidromorfona 500 n.d. 2,5 n.d. [121]
. (SPEwar 3 cc) (ESI)
Oxicodona
Oximorfona
Morfina 0,5 0,5
Codeina Injecao LC-MS/MS 1 1
' 40 i n.d. [133]
6-Monoacetilmorfina Direta (ESI) 0,5 0,5
6-Acetilcodeina 0,25 0,25
Codeina 100
Morfina 94,2
6-Monoacetilmorfina 102
Oximorfona 102
, SPE
Hidromorfona . LC-MS/MS 1 para todos os 103
250 (Cerex Clin I1, 691-0353 T, n.d. [122]
Norcodeina (ESI) compostos 97,7
. 35 mg 3 mL)
Noroxicodona 98,3
Norhidrocodona 101
Dihidrocodeina 97,5
Oxicodona 101
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Hidrocodona 102
6-Acetilcodeina 103
Codeina 0, 2, ,6
P LLE GC-MS 7 ’ 3 o4 [138]
orfina 1000 . 2 4 93,3 13
) (Toxitubes A®) (PCI)
6-Monoacetilmorfina 0,6 D] 111,3
Cocaina
Benzoilecgonina
SPE UHPLC-MS/MS | 10 para todos os
Morfina 300 n.d. n.d. [139]
) (Strata-X-Drug-B® (n.d)) (ESD) compostos
6-Monoacetilmorfina
Codeina
Cocaina 0,4 1,3 101,3
Benzoilecgonina L 0,1 0,5 98,8
Injecao UHPLC-MS/MS
Morfina 500 . 1,4 4,7 93,1 [134]
, Direta (ESI)
Codeina 1,5 4,9 90,6
6-Monoacetilmorfina 1,4 4,5 95,4
Cocaina 1,2
Benzoilecgonina 1,4
SLE LC-MS
Codeina 400 n.d. 5 >80% [140]
(Isolute® SLE+400 uL) (ESI)
Morfina 5
6-Monoacetilmorfina 1,1
Cocaina 87
Benzoilecgonina 88
Codeina 75
. PPT UPLC-MS/MS 1,5 para todos os
Etilmorfina 150 o n.d. 60 [123]
(Acetonitrilo e metanol) (ESID) compostos
Morfina 72
6-Monoacetilmorfina 83
Oxicodona 78
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Cocaina 0,25 0,5
Benzoilecgonina MEPS 0,5 1
] - UPLC-MS/MS

Cocaetileno 300 (eVol®; M1-80% C8 (silica) e (ESD) 0,25 0,5 n.d. [132]
Morfina 20% SCX) 2,5 10
6-Monoacetilmorfina 1 2,5
Cocaina i 0,018 0,182 68-72
Codeina UHPLC-MS/MS 0,045 0,09 72-76

200 (Placa de 96 pocos Isolute® [135]
Morfina SLE+) (ESD) 0,043 0,087 69.-72

+

6-Monoacetilmorfina 0,049 0,099 73-76
Cocaina 81-114
Benzoilecgonina 32-39
Ecgonina metilester — 62-87
Cocaetileno . LC-MS/MS 1 para todos os 81-95

200 (Cloroférmio:isopropanol n.d. [113]
Morfina (ESI) compostos 69-84

, (9:1))

Codeina 75-91
6-Monoacetilmorfina 77-90
Hidromorfona 69-91
Cocaina 0,3 1 82
Benzoilecgonina 0,8 2 25
Ecgonina metilester 1 4 18
Norcocaina MEPS LC-MS 2 1,5 88

120 [114]
Morfina (C18) (ESID) 0,5 5 70
Codeina 2 5 100
6-Monoacetilmorfina 0,8 2 102
Heroina 10 30 101
Cocaina LLE 0,26 0,65 81,6-95,1

. . . LC-MS/MS

Benzoilecgonina 500 (Acetato de etilo:hexano (ESD) 0,26 0,65 0,45-1,6 [131]
Ecgonina metilester (4:3)) 0,65 1,3 14,2-52,7
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Codeina 0,26 0,65 71,4-96,4
Morfina 0,65 1,04 35,1-43,4
Heroina 0,26 0,65 49,9-105
Cocaina 0,5 4
Benzoilecgonina 0,2 5
Cocaetileno Injecao UHPLC-MS/MS 0,2 5
, 250 . n.d. [141]
Codeina Direta (ESD) 0,5 5
Morfina 4 5
6-Monoacetilmorfina 1 o)
Cocaina 1 88
Benzoilecgonina ) 10 38
) . LLE fraccionada
Ecgonina metilester . 5 33
) (1°Acetato de butilo e GC-MS
Codeina 1000 ] n.d. 20 80 [142]
posteriormente (ED)
Morfina . 5 45
. diclorometano)
6-Monoacetilmorfina 10 90
Etilmorfina 5 89
0,18 0,48
0,15 0,2
Cocaina 87,6
0,04 0,11
Norcocaina 90,0
. . 1,32 2,76
Benzoilecgonina UHPLC-MS/MS 96,2
. . 0,49 0,53
Ecgonina metilester L (ESI) 93,8
) Injecao 0,39 0,51
Cocaetileno 100 ) 86,8 [115]
Direta 0,95 1,92
Codeina 108,0
1,7 1,7
Morfina 98,0
. 0,26 0,87
6-Monoacetilmorfina 88,4
p 0,13 0,13
Heroina UHPLC-MS/MS 98,4
0,018 0,082
(APCI)
0,009 0,034
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5,31 14,4
0,69 0,69
0,13 0,43
0,49 0,69
0,29 0,29
0,67 0,67
0,44 0,44
0,016 0,071
0,02 0,048
6,05 19,4
UHPLC-MS/MS
0,88 0,388
(APPI)
0,24 0,24
2,08 2,08
0,27 0,27
0,082 0,21
Cocaina 0,4 0,5 96,5-104,4
Benzoilecgonina 0,4 0,5 94,7-105,1
Ecgonina metilester 0,8 1 101,7-104,1
. ) . PPT e SPE
Anidroecgonina metil éster o 0,8 1 99,6-105,7
(Acetonitrilo em placa de 96 LC-MS/MS
Morfina 250 0,5 1 99,3-105,4 [116]
pocos Isolute® PPT+) (ESID)
Codeina 0,4 0,5 100-108,7
6-Monoacetilmorfina 0,4 0,5 101,8-107,8
6-Acetilcodeina 0,4 0,5 92,4-102,2
Heroina 0,4 0,5 104,8-109
Cocaina 0,4 0,8 87,7
Benzoilecgonina SPE LC-MS/MS 0,4 0,8 92,3
) 200 [124]
Codeina (SPEC DAU 30 mg) (ESI) 2 4 91,0
Morfina 2 4 91,2
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6-Monoacetilmorfina 0,4 1 94,8
Norcodeina 2 4 92,4
6-Acetilcodeina 1 O] 102,1
Hidrocodona 2 4 91,9
Norhidrocodona 2 4 84,0
Dihidrocodeina 2 4 90,6
Hidromorfona 2 4 90,7
Oxicodona 2 4 91,5
Noroxicodona 2 4 98,2
Oximorfona 2 4 90,2
Benzoilecgonina 96,3-103
Cocaina SPE 98,1-106
, ) UPLC-MS/MS 0,5 para todos os
Codeina n.d. (Bond Elut Certify® 130 mg 3 n.d. 95,8-102 [127]
(ESI) compostos
Morfina mL) 103-119
6-Monoacetilmorfina 101-108
Cocaina 2 2
Benzoilecgonina 2 2
Codeina 10 10
SPE

Morfina LC-MS/MS 10 10

) 500 (UCT Zsdauoo5 50 mg 10 n.d. [125]
Hidrocodona L) (ESID) 10 10

m
Hidromorfona 10 10
Oxicodona 10 10
Oximorfona 10 10
Cocaina 5 76,0
Benzoilecgonina n.d. s
8 SPE LC-MS/MS > 75
Morfina 500 ) 5 24,6 [128]
, (Oasis® HLB 60 mg 3 cc) (ESI)

Codeina 5 77,1
6-Monoacetilmorfina 1 74,0
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Cocaina 1,4 4,1 73,6-84,3
Benzoilecgonina 2,6 8 63,9-83,2
Cocaetileno SPE GOV 2,4 72 69,5-89,1
Ecgonina metilester 1000 (Bond Elut Certify® 300 mg (ED) 4,2 12,7 58,3-79,3 [117]
Morfina 3 mL) 2,2 6,5 71,9-72,9
6-Monoacetilmorfina 0,9 2,9 67,2-82,8
Codeina 2,2 6,6 70,3-77,7
Cocaina <0,78 69-80
Benzoilecgonina LLE 7,2 0,2
. LC-MS/MS 0,5 para todos os
Codeina 500 ((Acetato de etilo:heptano 6,5 46-53 [130]
(ESI) compostos
Morfina (4:1) 7,1 24-34
6-Monoacetilmorfina 0,82 49-55
Cocaina 93,1
Benzoilecgonina 0,2-0,5 para 93,9
8 SPE LC-MS/MS P 2 para todos os
Morfina 250 ) todos os 99 [129]
) (Oasis® MCX 30 mg, 1 cm3) (ESI) compostos
6-Monoacetilmorfina compostos 91,8
Codeina 94,4
Benzoilecgonina 58,4
Cocaina 83,9
SPE GC-MS
Morfina 250 n.d. 20 62,5 [126]
(Isolute HCX 130 mg 3 mL) (ED
Codeina 20 84,0
Etilmorfina 20 81,7
Benzoilecgonina 3,4 11,4 63
Cocaetileno 1 s
SPE 34 95

Cocaina i LC-MS/MS 0,9 3,1 89

. i 1000 (Bond Elut Certify® 130 mg [118]
Ecgonina metilester (ESI) 0,3 0,9 30

10 mL)

Codeina 0,5 1,8 98
Morfina 0,5 1,7 52

39




Estudo da estabilidade de opi4ceos e cocaina em Dried Saliva Spots

6-Monoacetilmorfina 0,3 1 93

Dihidrocodeina 0,5 1,7 92

Legenda: 2D-GC-MS: Cromatografia gasosa bidimensional acoplada a espetrometria de massa; APCI: Ionizagdo quimica a pressao atmosférica; APPI: Fotoionizacao a pressdo
atmosférica; EI: Ionizagio impacto eletrénico; ESI: Ionizacao positiva por electrospray; GC-MS/MS: Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem; GC-
MS: Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa; HPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espetrometria de massa em tandem; LC-
MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem; LC-MS: Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa; LLE: Extracao liquido-
liquido; LOD: Limite de dete¢do; LOQ: Limite de quantificacao; MEPS: Microextragio em seringa empacotada; n.d.: ndo determinado; PCI: Ioniza¢io quimica positiva; PPT:
Precipitacao de proteinas; SLE: Extracao liquida suportada; SPE: Extracao em fase sélida; UHPLC-MS/MS ou UPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia

acoplada a espetrometria de massa em tandem.

40



Estudo da estabilidade de opi4ceos e cocaina em Dried Saliva Spots

4.3. Dried Matrix Spots

O termo dried matrix spots (DMS) consiste numa técnica de colheita, transporte e
armazenamento de uma matriz liquida como amostra seca num papel de filtro. Estes sao
usados para colheita de amostras para estudos de monitorizacao de drogas terapéuticas e
apresentam varias vantagens (Tabela 4), mas também desvantagens especialmente no que
diz respeito a extracdo, devido a baixa percentagem de recuperacdo dos compostos em
estudo do papel de filtro. A técnica geral de extracao estabelecida para os DMS consiste em
cortar um disco do centro do papel de filtro, transferir este disco para um tubo e adicionar
um solvente ou mistura de solventes de extracdao e um padrao interno, seguido de agitacao
e centrifugacdo do tubo, do qual se transfere o sobrenadante para um novo tubo.

Finalmente, a amostra é evaporada até a secura e de seguida injetada e analisada [143].

Tabela 4. Vantagens da utilizagdo de DMS. Adaptado de Jacques et al. [144]
Vantagens
Fécil transporte e armazenamento
Estabilidade do analito
Baixo risco de contaminacao
Volume de amostra baixo

Baixo custo

Os DMS podem ter como matriz diversas amostras biologicas como sangue [145—147], urina

[148-150], plasma [151], soro [152—154] e fluido oral [155—161].

Os dried blood spots (DBS), foram usados pela primeira vez ha mais de um século por Ivar
Bang para a determinacdo dos niveis de glucose no sangue [162, 163]. Em 1963, Robert
Guthrie e Ada Susi, usaram esta técnica com o objetivo de desenvolver um método de
rastreio neonatal da fenilcetoniria [164], e desde ai que o interesse nesta técnica tem vindo

a aumentar.

Os DBS consistem numa técnica que envolve um baixo volume de sangue que é seco num
papel, e posteriormente analisado em laboratorio [147]. Este método pode ter varias
aplicacoes como triagem e monitorizacao de HIV [145] e servir como alternativa ao uso de
sangue venoso na monitorizacao de drogas terapéuticas [146], sendo por isso usada em

varias areas.

A técnica de DBS apresenta vantagens como o aumento da performance, reducao dos custos

e necessidade de volume de amostra reduzido, mas também desvantagens como a
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imprecisdo na medicao do volume e problemas associados a heterogeneidade da amostra

[147].

Um outro exemplo de DMS sao os dried urine spots. Esta matriz foi ja usada na detecao de
benzodiazepinas e de MOR, tendo sido demonstrado que este é um método eficiente na
determinacao destes compostos [148, 150]. Os dried saliva spots (DSS), outro subtipo de
DMS, tém ganho popularidade nos ultimos anos uma vez que, o uso de fluido oral é mais
vantajoso comparativamente a outras amostras biologicas. Este método é uma alternativa
ao uso de fluido oral fresco para andlise da farmacocinética e muito util na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos e drogas [155], por se tratar de uma técnica simples e

rapida na qual o volume de amostra necessario e o risco de contaminagdo sao reduzidos

[144].

Rehim et al. [156] foram os primeiros a usar o método de DSS como ferramenta de
identificacdo e quantificacao de lidocaina em amostras de fluido oral através de LC-MS/MS.
Por andlise dos resultados obtidos, os autores verificaram que a recuperacao de lidocaina,
quando aplicada a técnica de DSS, era proxima de 100% uma vez que as concentracoes
obtidas durante a extracdo, foram semelhantes as obtidas aquando da injecao direta do
composto a mesma concentracao, o que significa que a lidocaina é totalmente extraida do
spot. Para além disto, verificaram que este composto é estavel nos spots até 3 dias a
temperatura ambiente. No que diz respeito ao método, os autores concluiram que este é
facil, com custos reduzidos, conveniente em termos de armazenamento e transporte e que
fornece rapidez e simplicidade ao processo de preparaciao das amostras, sendo, portanto,
uma boa alternativa de forma a contornar os problemas associados a amostras de plasma e
sangue. Por altimo, concluiram ainda que os DSS, quando combinados com andlise por MS,
podem ser uma ferramenta muito util na determinacao de drogas de abuso e dos seus
metabolitos, pois facilitam o processamento das amostras em termos de preparacao,

armazenamento e transporte [156].

Numako et al. [157] usaram os DSS para determinacao de enantiomeros do acido latico (D-
acido latico (D-AL) e L-Acido latico (L-AL)), em individuos diabéticos e saudaveis com
recurso a UPLC-MS/MS. Os autores analisaram o coeficiente de variacao, a recuperacao,
estabilidade, exatidao e precisao da analise em DSS durante 14 dias, concluindo que a
temperatura ambiente ambos os enantidémeros do acido latico sao estaveis nos DSS durante
pelo menos esse tempo. Seguidamente, testaram a percentagem de recuperacao dos
analitos, para os quais obtiveram valores entre 99.5 e 104.6% para as concentracoes testadas
(10-40 uM para D-AL e 100-400 uM para L-AL). Contudo, para concentracoes inferiores,

nao conseguiram garantir uma boa recuperacao a partir dos DSS. Por tultimo, testaram o
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efeito da matriz do fluido oral nos DSS concluindo que este ¢ insignificante. Visto que a
concentracdo absoluta de cada um dos enantiomeros nao pode ser determinada pela anélise
de DSS, pois o volume de fluido oral recolhido é normalmente desconhecido, os autores
recomendam que se determine a sua razao como descrito no artigo em que avaliam a razao
D-AL/L-AL. Por analise de todos os resultados obtidos, e embora tenha sido observada uma
grande variacdo na relacdo dos enantiomeros de pessoa para pessoa, a determinacao pelo
método de DSS foi realizada com sucesso. Os autores concluiram assim que a técnica de
DSS pode ser aplicada no diagnostico da diabetes e usada para determinacao precoce de
doencas pois é uma técnica simples, de baixo custo, que requer baixos volumes de amostra,
0 que torna a analise altamente sensivel, e torna mais facil o transporte, colheita,

armazenamento e tratamento das amostras [157].

Neto et al. [158] testaram o uso de DSS como técnica de amostragem alternativa na
determinacdo da atividade da enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD). Apesar da
necessidade de confirmacao com estudos que envolvam mais individuos, os resultados
obtidos por estes autores apoiaram o uso de fluido oral como matriz alternativa para prever
a deficiéncia de DPD, dado que esta amostra apresenta vantagens em relacao a utilizacao de
sangue, principalmente ao nivel da colheita e transporte da amostra. Os resultados apoiam
ainda a aplicabilidade de DSS na determinacdo do fenétipo e atividade da DPD,

apresentando desempenho semelhante ao obtido com a amostra de fluido oral fresco [158].

Mais recentemente, o nosso grupo de investigacio usou DSS na determinacdo e
quantificacdo de farmacos e drogas como antiepiléticos [159], metadona e o seu metabolito
EDDP [160] e antipsicdticos [161]. No estudo de antiepiléticos foram obtidas recuperacgoes
entre 41 e 61% e estabilidade de até 3 semanas a temperatura ambiente [159]. No caso da
metadona foi possivel observar que este composto é estavel em DSS por apenas 2 semanas
a temperatura ambiente, enquanto que o seu metabolito, EDDP, ¢ estavel por 2 meses nas
mesmas condicoes. No que diz respeito a recuperacao média obtida, esta foi de 67% para a
metadona e 54% para o EDDP [160]. Por tltimo, na determinacao de antipsicoticos através
do uso de DSS, obtiveram-se recuperacoes entre 63 e 97% e estabilidade nos DSS por 4 dias,

sendo este periodo estendido a 8 dias para o haloperidol e a quetiapina [161].
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Capitulo 2

Justificacao do tema e objetivos

A COC e os opiaceos sao duas das drogas de abuso mais consumidas a nivel mundial. O seu
consumo tem vindo a aumentar nos Gltimos anos e esté associado a inimeros problemas
sociais e de saude publica. De acordo com o relatério anual de 2019 do Observatorio
Europeu da Droga e da Toxicodependéncia, a prevaléncia do consumo de COC e opiaceos
na populacao europeia no ano anterior foi de 2.1 e 0.4%, respetivamente. Para além disso,
neste relatorio é possivel ainda verificar que a percentagem de overdoses fatais associada

ao consumo de opidceos no mesmo periodo de tempo foi de 85%.

As amostras biologicas preferencialmente usadas para a detecdo e quantificacdo destas
drogas de abuso sdo o sangue e a urina. Contudo, nos tltimos anos, o uso de fluido oral tem
ganho cada vez mais interesse por se tratar de uma amostra que apresenta vantagens em
relacdo as amostras mais convencionais, como a colheita ndao invasiva e dificuldade de

adulteracao.

Outro topico a ter em conta é o tempo e custos dos métodos de preparacao de amostras mais
convencionais. Por se tratar de uma técnica simples, rapida e na qual o volume de amostra

¢ bastante reduzido, o uso de DSS ganhou popularidade nos altimos anos.

Para além da importancia de equipar os laboratérios de analises toxicolégicas com métodos
rapidos, precisos e eficazes para identificacdo e quantificagdo destas substancias, a criacao

de métodos que permitam aumentar a sua estabilidade é também muito relevante.

Assim sendo, o presente estudo tem como principais objetivos avaliar a influéncia de
diferentes conservantes na estabilidade da EME, COC, BEG, COET, NCOC, MOR, COD e 6-
MAM em amostras de fluido oral, utilizando como técnica de extracao os DSS e como
técnica de analise e quantificacdo a GC-MS/MS e monitorizar a estabilidade a longo prazo

destes mesmos compostos.
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Capitulo 3

Procedimento experimental

1. Materiais e métodos

1.1.  Reagentes e padroes

Os padroes analiticos de COC, EME, BEG, NCOC e COET foram obtidos no Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA) a 1 mg/mL. Os padroes internos COC-d3 e BEG-d3, os padroes
analiticos de COD, MOR e 6-MAM, assim como os padroes internos COD-d3, MOR-d3 e 6-
MAM-d3, foram adquiridos no Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal) todos a 1 mg/mL. O padrao
interno EME-d3 foi adquirido no Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal) a 100 ug/mL.

O AA foi adquirido a Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido), o NaF no Sigma-

Aldrich (Sintra, Portugal) e a NaNj; foi adquirido a Panreac Quimica (Barcelona, Espanha).

A agua desionizada foi obtida a partir de um sistema Mili-Q (Millipore, Billerica, MA, EUA).
O N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA) e o trimetilclorosilano (TMCS)
foram obtidos do Macherey-Nagel (Diiren, Alemanha). Os cartbes Whatman™ 903 foram

adquiridos do Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal).

As solucoes de trabalho para a COC e os seus metabolitos, foram preparadas através da
diluicdo das solucoes comerciais e de stock com metanol (Merck Co., Darmstadt,
Alemanha), para uma concentracao final de 500 ng/mL para a COC, BEG, EME, COET e
NCOC e uma concentracao final de 1 ug/mL para os padroes internos. No que diz respeito
as solugoes de trabalho para os opiaceos, a diluicao das solugdes comerciais e de stock foi
realizada com acetonitrilo (Carlo Erba Reagents, Val-de-Reuil, Franca) para uma
concentracdo final de 2,5 pg/mL para a MOR, COD e 6-MAM e de 500 ng/mL para os
respetivos padroes deuterados. Todas as solucoes foram armazenadas em auséncia de luz a
4 0C.

1.2.  Amostras biologicas

As amostras brancas de fluido oral utilizadas ao longo deste trabalho, foram fornecidas pelo
pessoal de laboratorio. Todas as amostras de fluido oral foram obtidas por spitting, sem ser
necessario o uso de dispositivos de colheita especificos. Foi realizada uma anéalise destas

amostras em auséncia de padroes internos (pelo procedimento que se descreve na se¢ao 1.4)
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a fim de garantir a auséncia de interferentes nos ides e tempos de retencao dos analitos em

estudo.

1.3. Condicoes de GC-MS/MS

A analise cromatografica foi realizada através de um sistema de GC modelo HP 7890A,
equipado com um espetrémetro de massa triplo quadrupolo (modelo 7000B), ambos da
Agilent Technologies (Waldbronn, Alemanha), e um injetor PTV da Gerstel (Miilheim an
der Ruhr, Alemanha). A separacao dos compostos foi feita com recurso a uma coluna capilar
(3om x 0.25mm I.D., espessura 0.25 um) com 5% fenilmetilsiloxano (HP-5 MS), fornecida
por J & W Scientific (Folsom, CA, EUA).

A temperatura inicial do forno foi mantida a 9o °C por 2 minutos, de seguida houve um
aumento de 20 °C/minuto até se atingirem os 300 °C os quais foram mantidos por 3
minutos, resultando num tempo de corrida de 15,50 minutos. As temperaturas do injetor e
do detetor usadas foram de 220 e 280 9C, respetivamente. A amostra foi injetada em modo

splitless e o fluxo de hélio (gas de arraste) foi mantido constante a 0,8 mL/min.

O espetrémetro de massa operou com uma corrente de 35 pA, uma energia eletrénica de 70
eV no modo de ionizacao eletronica positiva e a taxa de fluxo do gas de colisdo (nitrogénio)
foi mantida a 2,5 mL/min. Os resultados foram adquiridos no modo de monitorizacao de
multiplas reagoes (MRM) recorrendo ao MassHunter WorkStation Acquisition Software

rev. B.02.01 (Agilent Technologies).

1.4. Preparacdo da amostra

O processo de extracao da COC, opiaceos e metabolitos, foi previamente otimizado, sendo
que o processo final foi: ap6s homogeneizacao da amostra de fluido oral, foram aplicados
50 uL desta nos spots do cartao Whatman™9o03, os quais foram deixados a secar durante
12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, os spots foram cortados e colocados num
tubo ao qual se adicionaram 3 mL de metanol, 10 uL da solucdo de padrao interno (COC-
d3, EME-d3, BEG-d3 e COET-d3 a 1 ug/mL) e 20 uL da solucao de padrao interno (COD-
d3, MOR-d3, 6-MAM-d3 a 500 ng/mL). De seguida, os tubos foram colocados no agitador
de rolos durante 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugados durante 15 minutos a
3500 rpm. O extrato foi evaporado até a secura e posteriormente derivatizado com 50 uL
de MSTFA + 5% TMCS por 2 minutos com recurso a um micro-ondas, na sua potencia

maxima (700W). Uma aliquota de 3 pL foi injetada no sistema de GC-MS/MS.
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2.Resultados e discussao

2.1. Identificacao dos compostos em estudo

Apos serem definidas as condicoes cromatograficas de GC-MS/MS, foi injetada em modo
scan (entre m/z 50-550) uma solucao padrao com todos os compostos a 10 ug/mL, de modo
a identificar os ides que caraterizam a estrutura molecular de cada composto. A
identificacdo da COC, dos opiaceos e dos seus metabolitos, foi feita através da comparacao
do espetro de massa obtido com espetros existentes na literatura. Apo6s a escolha dos ides a
partir do espetro de massa, estes foram fragmentados no modo product ion (PI) sob
diferentes energias de colisdo (5, 10, 15 e 20 eV). O resultado desta fragmentacdo permitiu
obter as transi¢oes nas quais se obtém um melhor sinal cromatografico, com a menor
interferéncia possivel e sem a contribuicdo dos outros analitos em estudo. A titulo de
exemplo, as figuras 14 e 15 representam o espetro de massa da COD e o respetivo espetro

apos fragmentacao, respetivamente.
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Figura 14. Espetro de massa da COD em modo scan (10 pg/mL)
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Figura 15. Product ion do iao 369.8 para a COD

As transicoes foram escolhidas com base nos ides mais intensos e na razao m/z mais
elevada, obtendo-se assim duas transicoes: uma transicao qualificadora e uma transicao
quantificadora. A Tabela 5 mostra as condic6es otimizadas para a detecao de cada composto
e respetivos padroes internos, incluindo tempo de retencao, transicoes quantificadora e

qualificadora, energia de colisao e dwell time.

Tabela 5. Tempos de retencao e transigoes para os diferentes analitos em estudo

. Tempo de retencio Transicoes . . Dwell time
Analito . Energia de colisiao (eV)
(min) (m/z) (us)
271.5-83.1 %
EME 8.51 71:57°3 > 50
181.3 - 82.0 10
EME-d3 8.50 274.5 — 86.1 10 50
182.5-82.2 * 10
CcOoC 11.97 50
182.5 - 150.1 5
COC-d3 11.96 184.1 - 85.0 10 50
196.5 - 82.0 * 10
COET 12.22 50
196.5 - 150.2 5
239.6-82.2*% 1
BEG 12.25 39 > 50
2390.6 - 122.2 15
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BEG d3 12.21 241.9 — 85.1 15 50
178.1-105.1 % 15

NCOC 12.35 50
178.1-135.1 10
69.8 - 229.2 20

COD 13.09 309 0 50
360.8 -354.3 * 20

COD d3 13.08 374.0 — 374.0 5 50
235.4 -146.1 * 10

MOR 13.32 35-4-14 50
235.4 - 220.2 5
.9-287.4* 20

6-MAM 13.67 397:9 74 50
397.9-340.5 20

6-MAM d3 13.65 402.4 — 402.4 5 50

* transicdo quantificadora

2.2. Desenho experimental

De modo a estudar a capacidade que diferentes conservantes, neste caso o AA, o NaF e a
NaN;, tém para aumentar a estabilidade da COC, dos seus metabolitos e dos opiaceos,
recorreu-se ao desenho experimental ou Design of Experiments (DOE). O DOE é uma
ferramenta estatistica, que permite identificar e quantificar as causas de um efeito dentro
de um estudo experimental. O DOE manipula deliberadamente uma ou mais variaveis,
normalmente parametros associados a esse estudo experimental, para medir o efeito que
tem em outras variaveis de interesse. Permite ainda indicar qual o melhor procedimento,
principais variaveis, a interacdo entre variaveis, quantas vezes é preciso repetir a
experiéncia e a ordem para poder estabelecer com confianca a relacao entre as variaveis e o
efeito pretendido [165]. Visto que a avaliacdo dos parametros é feita de forma multivariada
e que se recorre a um planeamento fatorial fracionado (24), esta abordagem permite-nos
avaliar de forma simultanea o efeito de varias variaveis a partir de um reduzido ntimero de
ensaios, e assim diminuir o nimero total de experiéncias e obter bons resultados, poupando
recursos e tempo [165, 166]. O tratamento de resultados foi posteriormente realizado no

programa estatistico MINITAB®, versao 17.

Durante o estudo, os fatores analisados para cada um dos conservantes foram a temperatura
(4 9C e temperatura ambiente), luz (presenca e auséncia), concentracao do conservante (alta
(600 ng/mL, 2% e 0,2% para AA, NaF e NaN;, respetivamente) e baixa (300 ng/mL, 1% e
0,1% para AA, NaF e NaNj, respetivamente)) e o tempo de armazenamento (1 e 7 dias)
(Tabela 6). Na realizacao deste estudo foi usada uma concentracdo de 100 ng/mL. Esta
concentracao encontra-se dentro do intervalo de linearidade de todos os compostos em

estudo [167].
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Nas Tabelas 7-9 apresentam-se os resultados obtidos para cada um dos conservantes.

Tabela 6. Matriz experimental

Ordem Temperatura Luz Conservante Tempo
1 40C Presenca Baixa 1 Dia
2 40C Presenca Baixa 7 Dias
3 40C Presenca Alta 7 Dias
4 40C Auséncia Baixa 1 Dia
5 Ambiente Presenca Alta 7 Dias
6 Ambiente Auséncia Baixa 7 Dias
7 Ambiente Auséncia Alta 7 Dias
8 Ambiente Auséncia Baixa 1 Dia
9 40C Auséncia Alta 7 Dias

10 Ambiente Auséncia Alta 1 Dia
11 Ambiente Presenca Baixa 7 Dias
12 40C Auséncia Baixa 7 Dias
13 Ambiente Presenca Alta 1 Dia
14 40C Presenca Alta 1 Dia
15 Ambiente Presenca Baixa 1 Dia
16 40C Auséncia Alta 1 Dia
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2.2.1. Acido Ascorbico

Tabela 77. Resultados das extracoes do DOE para o AA

Resposta
Ordem Temperatura Luz Conservante Tempo
EME COC COET BEG NCOC COD MOR 6-MAM
1 40C Presenca Baixa 1 Dia 0,0943 0,1048 0,0912 0,2449 0,5007 0,0254 0,4177 0,0313
2 40C Presenca Baixa 7 Dias 0,0848 0,1031 0,0895 0,2402 0,5669 0,0248 0,4111 0,0305
3 4 0C Presenca Alta 7 Dias 0,1065 0,1423 0,0921 0,2663 24119 0,0313 0,5944 0,0535
4 40C Auséncia Baixa 1 Dia 0,1585 0,1460 0,1505 0,4250 2,7973 0,0170 0,1035 0,0572
5 Ambiente Presenca Alta 7 Dias 0,0940 0,1332 0,0846 0,2545 0,4274 0,0301 0,5018 0,0432
6 Ambiente Auséncia Baixa 7 Dias 0,0924 0,0950 0,0705 0,2376 1,3968 0,0298 0,4168 0,0546
7 Ambiente Auséncia Alta 7 Dias 0,0941 0,0931 0,0633 0,2030 0,7747 0,0304 0,5065 0,0419
8 Ambiente Auséncia Baixa 1 Dia 0,1071  0,1483 0,1184 0,3454 1,4932 0,0219 0,1359 0,0383
9 4 0C Auséncia Alta 7 Dias 0,1323 0,1386  0,1113 0,3105 1,5993 0,0242 0,4220 0,0588
10 Ambiente Auséncia Alta 1 Dia 0,1286 0,2007 0,1415 0,3367 2,2346 0,0185 0,5732 0,0437
11 Ambiente Presenca Baixa 7 Dias 0,0795 0,1106 0,0979 0,1940 0,5961 0,0204 0,3472 0,0364
12 40C Auséncia Baixa 7 Dias 0,0912 0,1146 0,0805 0,1905 0,5804 0,0284 0,5120 0,0520
13 Ambiente Presenca Alta 1 Dia 0,1141  0,1601  0,1728 0,4205 0,4625 0,0214 0,2824  0,0494
14 4 0C Presenca Alta 1 Dia 0,0716  0,1186 0,0919 0,2697 1,8932 0,0238 0,2564 0,0433
15 Ambiente Presenca Baixa 1 Dia 0,000 0,1356 0,1046 0,3098 0,5765 0,0186 0,3064 0,0350
16 4 0C Auséncia Alta 1 Dia 0,1388 o0,1775 0,2348 0,4228 0,7875 0,0189 0,1718 0,0545

Legenda: 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; BEG: Benzoilecgonina; COC: Cocaina; COD: Codeina; COET: Cocaetileno; EME: Ecgonina metilester; MOR: Morfina; NCOC:

Norcocaina.
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A resposta foi obtida através da razdo entre a area do pico de cada composto (transi¢ao
quantificadora) e a area do pico do padrao interno. Para o calculo da resposta do COET, em
auséncia do respetivo analogo deuterado, foi utilizada a COC-d3. O mesmo aconteceu para
a NCOC onde se usou a EME-d3 e para a MOR onde se usou o padrao de COD-d3. Para os
restantes compostos, foi usado o seu respetivo deuterado. Analisando os resultados do DOE
e com base nas respostas obtidas, foi possivel obter os Diagramas de Pareto para cada um

dos compostos em estudo (Graficos 1-8).
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Grafico 1. Diagrama de Pareto da EME - AA

Pareto Chart of the Effects
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Grafico 2. Diagrama de Pareto da COC - AA
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Pareto Chart of the Effects
(response is COET; a = 0,05)
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Grafico 3. Diagrama de Pareto do COET - AA
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Grafico 4. Diagrama de Pareto da BEG - AA
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Grafico 5. Diagrama de Pareto da NCOC - AA
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Pareto Chart of the Effects
(response is COD; a = 0,05)
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Grafico 6. Diagrama de Pareto da COD - AA
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Grafico 7. Diagrama de Pareto da MOR - AA
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Grafico 8. Diagrama de Pareto da 6-MAM - AA
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Nos diagramas anteriores, o efeito de cada um dos fatores em estudo e as associacoes entre
fatores, sao apresentados por ordem decrescente de importancia e s6 os fatores que
ultrapassam a linha vermelha a tracejado, nivel de significancia de 5%, sd@o considerados

estatisticamente significativos, ou seja, apenas estes tém influéncia na resposta.

Analisando os diagramas, podemos afirmar que para a BEG, para a COD e para a MOR
(gréficos 4, 6 e 7), o tempo é um parametro com influéncia estatistica que ira, portanto,
afetar a resposta para estes compostos. Para os restantes compostos, os parametros
avaliados nao apresentam diferencas estatisticas, uma vez que nenhum destes atravessa a

linha de significancia de 5%. Esta interpretacao dos resultados pode ser reforcada pela

analise dos graficos de efeitos principais (Graficos 9-16).
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Grafico 9. Efeitos principais para a EME - AA
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Grafico 10. Efeitos principais para a COC - AA
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Grafico 11. Efeitos principais para o COET - AA
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Main Effects Plot for BEG
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Grafico 12. Efeitos principais para a BEG - AA

Main Effects Plot for NCOC
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Grafico 13. Efeitos principais para a NCOC - AA
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Grafico 14. Efeitos principais para a COD - AA
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Gréfico 15. Efeitos principais para a MOR - AA

Main Effects Plot for 6-MAM
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Grafico 16. Efeitos principais para a 6-MAM - AA
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Tendo em conta os graficos anteriores, podemos observar que, existem varidveis onde é
possivel observar maior sinal, concretamente a 4 °C, auséncia de luz e alta concentracdo do

conservante (600 ng/mL). No entanto nao tém significado estatistico.

Foi ainda estudada a influéncia de interacoes entre diferentes fatores na resposta obtida

(Gréficos 17-24).
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Grafico 17. Interacoes entre os varios parametros para a EME - AA

Interaction Plot for COC
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Grafico 18. Interacoes entre os varios parametros para a COC - AA
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Interaction Plot for COET

Fitted Means
Temperature * Light Light
0,16
—— Presence
> -~ —m— Abscense
0,12 -~
:/\\.
0,08
E Temperature * Preservative Light * Preservative Preservalive
0,16
g —e— Low
s - - —m— High
c — -
0,12 —
g - -
= — —
0,08
Temperature * Time Light * Time Preservative * Time Time
0,16
—a— lday
-— —m— 7days
0,12
—a - RN
08 - T = - -
Room Refrigerator Presence Abscense Low High
Temperature Light Preservative

Grafico 19. InteracoOes entre os varios parametros para o COET - AA
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Grafico 20. Interacdes entre os varios parametros para a BEG - AA

Interaction Plot for NCOC
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Grafico 21. Interacdes entre os varios parametros para a NCOC - AA
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Interaction Plot for COD
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Grafico 22. InteracOes entre os varios parametros para a COD - AA

Interaction Plot for MOR
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Grafico 23. Interacoes entre os varios parametros para a MOR - AA

Interaction Plot for 6MAM
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Grafico 24. InteracOes entre os varios parametros para a 6-MAM - AA
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Os graficos de Interaction Plot, permitem-nos detetar quando duas variaveis independentes
interagem entre si, sendo que esta interacao é observada quando dois parametros se cruzam
[166]. Analisando os graficos, podemos observar que existem algumas situacoes em que dois
fatores se cruzam mas, uma vez que esse cruzamento ocorre no ponto maximo, no ponto
minimo ou quando uma das variaveis se mantém constante ao longo do ensaio, nio tém
significado estatistico. Assim, e tal como verificado pela anéalise dos Diagramas de Pareto,

podemos concluir que estas interacoes nao afetam significativamente a resposta [168].
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2.2.2. Fluoreto de s6dio

Tabela 8. Resultados das extra¢oes do DOE para o NaF

Ordem Temperatura Luz Conservante Tempo Resposta

EME CcocC COET BEG NCOoC COD MOR 6-MAM
1 40C Presenca Baixa 1 Dia 0,2551 0,1549 0,1651 0,3796 14,6824 0,0287 0,2778 0,0482
2 4 0C Presenca Baixa 7 Dias 0,1064 0,1354 0,1996 0,3460 1,6814 0,0356 0,1819 0,0443
3 4 0C Presenca Alta 7 Dias 0,1704 0,1645 0,3164 0,3741 4,2389 0,0295 0,2323 0,0407
4 40C Auséncia Baixa 1 Dia 0,1816 0,1809 0,1555 0,4130 5,7877 0,0377 0,6164 0,0859
5 Ambiente Presenca Alta 7 Dias 0,0757 0,1258 0,2135 0,5703 2,2444 0,0690 0,8139 0,0599
6 Ambiente Auséncia Baixa 7 Dias 0,0758 0,1284 0,1596 0,3788 2,5309 0,0303 0,4182 0,0507
7 Ambiente Auséncia Alta 7 Dias 0,1253 0,1578 0,2036 0,3833 5,2839 0,0247 0,3527 0,0401
8 Ambiente Auséncia Baixa 1 Dia 0,1821 0,1168 0,2510 0,2594 3,1446 0,0306 0,4380 0,0413
9 4 0C Auséncia Alta 7 Dias 0,1167 0,1041 0,1283 0,2187 1,2128 0,0242 0,2327 0,0411
10 Ambiente Auséncia Alta 1 Dia 0,0974 0,0848 0,1001 0,2215 6,2618 0,0302 0,5344 0,0528
11 Ambiente Presenca Baixa 7 Dias 0,1347 0,1218 0,2757 0,9912 10,9822 0,0668 0,7716 0,0720
12 40C Auséncia Baixa 7 Dias 0,1101 0,1485 0,1583 0,3176 7,1889 0,0314 0,3554 0,0452
13 Ambiente Presenca Alta 1 Dia 0,1699 0,1094 0,1553 0,2971 7,0568 0,0291 0,2374 0,0458
14 4 0C Presenca Alta 1 Dia 0,1607 0,1737 0,2054 0,4711 3,5242 0,0443 0,6660 0,0751
15 Ambiente Presenca Baixa 1 Dia 0,4332 0,2290 0,4459 0,7389 17,2649 0,0921 1,2147 0,0969
16 4 0C Auséncia Alta 1 Dia 0,1108 0,0883 0,1029 0,2217 7,2633 0,0305 0,2872 0,0500

Legenda: 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; BEG: Benzoilecgonina; COC: Cocaina; COD: Codeina; COET: Cocaetileno; EME: Ecgonina metilester; MOR: Morfina; NCOC:

Norcocaina.
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Tal como para o AA, também para o conservante NaF se realizaram todas as extrac¢oes do
DOE e se procedeu a andlise dos resultados obtidos através dos Diagramas de Pareto

(Gréficos 25-32).
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Grafico 25. Diagrama de Pareto da EME - NaF
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Grafico 27. Diagrama de Pareto do COET - NaF
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ABCD

Pareto Chart of the Effects
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Grafico 28. Diagrama de Pareto da BEG - NaF
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Grafico 29. Diagrama de Pareto da NCOC - NaF
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Grafico 30. Diagrama de Pareto da COD - NaF
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Pareto Chart of the Effects
(response is MOR; a = 0,05)
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Grafico 31. Diagrama de Pareto da MOR - NaF
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Grafico 32. Diagrama de Pareto da 6-MAM - NaF

Através da analise dos diagramas anteriores, podemos afirmar que nenhum dos parametros
em estudo apresenta significado estatistico, uma vez que nao ultrapassam a linha de
significancia de 5%, ou seja, a resposta ndo é afetada por nenhum destes parametros.
Embora nao se verifique influéncia de nenhum parametro, é possivel verificar que para a
EME, o tempo foi o fator que se revelou ser mais importante, para o COET, BEG e COD o
parametro com mais influéncia foi a luz, enquanto que para a COC, NCOC, MOR e 6-MAM

nao ha um parametro que se destaque.

Tal como feito anteriormente, estes resultados podem ser reforcados pelos graficos de

efeitos principais (Graficos 33-40).
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Main Effects Plot for EME
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Grafico 33. Efeitos principais para a EME - NaF
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Grafico 34. Efeitos principais para a COC - NaF
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Grafico 35. Efeitos principais para o COET - NaF
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Grafico 37. Efeitos principais para a NCOC - NaF
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Main Effects Plot for COD
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Grafico 38. Efeitos principais para a COD - NaF

Main Effects Plot for MOR
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Grafico 39. Efeitos principais para a MOR - NaF
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Grafico 40. Efeitos principais para a 6-MAM

Tendo em conta os graficos dos efeitos principais para cada um dos compostos, é possivel
afirmar que embora sem significado estatistico, de forma geral, a melhor condicao, ou seja,
a que tem melhores respostas, é a temperatura ambiente com presenca de luz e baixa
concentracao do conservante (1%). Posteriormente, foram ainda analisados os graficos de
interacdo entre diferentes fatores (Graficos 41-48), de modo a perceber se existiam

interacoes que pudessem influenciar a resposta.
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Interaction Plot for EME
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Grafico 41. Interacoes entre os varios parametros para a EME - NaF

Interaction Plot for COC
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Grafico 42. Interagoes entre os varios parametros para a COC - NaF

Interaction Plot for COET
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Grafico 43. InteracOes entre os varios parametros para o COET - NaF
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Fitted Means
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Grafico 44. Interagdes entre os varios parametros para a BEG - NaF
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Grafico 45. Interacoes entre os varios parametros para a NCOC - NaF

Fitted Means
Temperature * Light Light
0080 —a— Presence
—m— Abscense
0045
0030 - —— "
[=} Temperature * Preservative Light * Preservative Preservative
[=]
U 0p60 | —e— Low
k] —m— High
E 0045+ .
= e
.
0030 -
Temperature * Time Light * Time Preservative * Time Time
0060 —a— lday
—m— 7days
0p45 | '-‘\\‘
-
= S — .
. Py -
0030 ~m 5
Room Refrigerator  Presence Abscerse Low High
Temperature Light Preservative

Interaction Plot for COD

Grafico 46. Interacgdes entre os varios parametros para a COD - NaF
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Interaction Plot for MOR
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Grafico 47. Interagdes entre os varios parametros para a MOR - NaF

Interaction Plot for 6MAM
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Grafico 48. Interacoes entre os varios parametros para a 6-MAM - NaF

Tal como verificado para o AA, também para o caso do NaF nao existem interacoes
significativas visto que, através da anélise dos graficos anteriores, podemos verificar que
dois parametros apenas se cruzam no ponto minimo, no ponto maximo ou quando uma das

variaveis se mantém constante ao longo do estudo.
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2.2.3. Azida de soédio

Tabela 9. Resultados das extracoes do DOE para a NaNj

Ordem Temperatura Luz Conservante Tempo Resposta

EME CcocC COET BEG NCOoC COD MOR 6-MAM
1 40C Presenca Baixa 1 Dia 0,1016 0,1170 0,1330 0,3249 0,1121 0,0371 0,6289 0,0554
2 40C Presenca Baixa 7 Dias 0,1774 0,3053 0,3546 0,8135 0,1552 0,0433 0,9388 0,0560
3 4 0C Presenca Alta 7 Dias 0,0932 0,1250 0,4034 0,8806 0,0803 0,0483 1,0197 0,0594
4 40C Auséncia Baixa 1 Dia 0,2416 0,1789 0,1960 0,4553 0,0916 0,0608 0,9748 0,0780
5 Ambiente Presenca Alta 7 Dias 0,2523 0,1138 0,2013 1,1649 0,0955 0,0617 1,2188 0,0254
6 Ambiente Auséncia Baixa 7 Dias 0,0700 0,1475 0,3479 1,1768 0,1034 0,0561 0,8994 0,0656
7 Ambiente Auséncia Alta 7 Dias 0,3021 0,1329 0,2780 1,8615 0,0761 0,0666 1,2045 0,0422
8 Ambiente Auséncia Baixa 1 Dia 0,1003 0,1199 0,1433 0,4093 0,1207 0,0247 0,4779 0,0334
9 40C Auséncia Alta 7 Dias 0,0398 0,1149 0,2807 0,4675 0,0697 0,0308 0,6189 0,0385
10 Ambiente Auséncia Alta 1 Dia 0,1608 0,2381 0,3246 0,8416 0,1778 0,0557 0,7911 0,0636
11 Ambiente Presenca Baixa 7 Dias 0,0000 0,1082 0,1513 0,9206 0,0644 0,0476 0,9308 0,0412
12 40C Auséncia Baixa 7 Dias 0,2136 0,2619 0,3585 0,9572 0,1316 0,0546 1,2824 0,0615
13 Ambiente Presenca Alta 1 Dia 0,1703 0,2824 0,4999 0,8661 0,0956 1,1457 1,5331 0,0597
14 4 0C Presenca Alta 1 Dia 0,1084 0,1114 0,1319 0,3108 0,0679 0,0440 0,6612 0,0707
15 Ambiente Presenca Baixa 1 Dia 0,2094 0,2941 0,3173 0,8830 0,1754 0,0275 0,4564 0,1217
16 4 0C Auséncia Alta 1 Dia 0,2097 0,1222 0,1697 0,3423 0,0714 0,0579 1,0105 0,0804

Legenda: 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; BEG: Benzoilecgonina; COC: Cocaina; COD: Codeina; COET: Cocaetileno; EME: Ecgonina metilester; MOR: Morfina; NCOC:

Norcocaina.
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No caso da NaN3, uma vez que esta apresentou os piores resultados cromatograficos, sendo
que numa das condicoes o metabolito EME nao esti presente (Figura 16), e que houve
degradacao de alguns compostos ao fim dos 7 dias (Figura 17), podemos concluir que nao é
um bom conservante para os analitos em estudo. Deste modo, nao procedemos a avaliacao
dos resultados do DOE para a NaN;no MINITAB®.
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Figura 16. Cromatogramas obtidos para a EME, para a condicao de temperatura ambiente, presenca de luz e

baixa concentragao do conservante para o dia 1 (A) e para o dia 7 (B)
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Figura 17. Cromatogramas obtidos para a EME e COET, para a condicio de temperatura a 40C, auséncia de luz

e alta concentracao do conservante para o dia 1 (A) e para o dia 77 (B)

2.3. Condicoes 6timas
De modo a determinar qual o melhor conservante, comparamos a resposta obtida para o AA

e para o NaF, para todas as condic¢oes em estudo (Tabela 10).

De acordo com a Tabela 10, o NaF revelou ser o melhor conservante para os compostos
analisados quando presentes em amostras de fluido oral, uma vez que para a maioria das
condicbes e compostos, apresenta respostas mais elevadas comparativamente as do AA.
Deste modo, foi este o conservante usado para testar a estabilidade da COC, dos opiaceos e
dos seus metabolitos a longo prazo. No que diz respeito as condicoes ideais, de acordo com
os graficos de pareto e com os efeitos principais resultantes da analise do DOE neste
conservante, nao existem parametros com significancia estatistica. No entanto, a resposta
obtida pela otimizacao resultou na implementacao da temperatura ambiente, presenca de
luz e baixa concentracao de NaF, sendo, portanto, estas as condi¢oes a adotar para o estudo

da estabilidade a longo prazo.
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Tabela 10. Comparacdo do AA com o NaF

EME cocC COET BEG NCOC COD MOR 6-MAM
Condicao
AA NaF AA NaF AA NaF AA NaF AA NaF AA NaF AA NaF AA NaF
RPL1 0,094 0,255 0,105 0,155 0,091 0,165 0,245 0,380 0,591 14,682 | 0,025 0,029 0,418 0,278 0,031 0,048
RPL7 0,085 0,106 0,103 0,135 0,090 0,200 0,240 0,346 0,567 1,681 0,025 0,036 0,411 0,182 0,031 0,044
RPH7 0,106 0,170 0,142 0,165 0,092 0,316 0,266 0,374 2,412 4,239 0,031 0,029 0,594 0,232 0,053 0,041
RAL1 0,159 0,182 0,146 0,181 0,151 0,155 0,425 0,413 2,797 5,788 0,017 0,038 0,104 0,616 0,057 0,086
RoPH7 0,094 0,076 0,133 0,126 0,085 0,213 0,255 0,570 0,427 2,244 0,030 0,069 0,502 0,814 0,043 0,060
RoAL7 0,092 0,076 0,095 0,128 0,070 0,160 0,238 0,379 1,397 2,531 0,030 0,030 0,417 0,418 0,055 0,051
RoAH7 0,094 0,125 0,093 0,158 0,063 0,204 0,203 0,383 0,775 5,284 0,030 0,025 0,507 0,353 0,042 0,040
RoAL1 0,107 0,182 0,148 0,117 0,118 0,251 0,345 0,259 1,493 3,145 0,022 0,031 0,136 0,438 0,038 0,041
RAH7 0,132 0,117 0,139 0,104 0,111 0,128 0,311 0,219 1,599 1,213 0,024 | 0,024 | 0,422 | 0,233 | 0,059 | 0,041
RoAH1 0,129 ' 0,097 | 0,201 I 0,085 | 0,141 0,100 | 0,337 ! 0,222 | 2,235 ! 6,262 | 0,019 | 0,030 | 0,573 ! 0,534 | 0,044 ! 0,053
RoPL7 0,079 0,135 0,111 0,122 0,098 0,276 0,194 0,991 0,596 ! 10,982 | 0,020 0,067 0,347 0,772 0,036 0,072
RAL7 0,001 0,110 0,115 0,149 0,080 0,158 0,191 0,318 0,580 7,189 0,028 0,031 0,512 0,355 0,052 0,045
RoPH1 0,114 0,170 | 0,160 0,109 0,173 0,155 0,421 0,297 | 0,463 | 7,057 | 0,021 | 0,029 | 0,282 | 0,237 | 0,049 ! 0,046
RPH1 0,072 0,161 0,119 0,174 0,092 0,205 0,270 0,471 1,893 3,524 0,024 0,044 0,256 0,666 0,043 0,075
RoPL1 0,090 ! 0,433 0,136 ' 0,229 | 0,105 ! 0,446 | 0,310 0,739 0,577 ' 17,265 | 0,019 1 0,092 | 0,306 1,215 0,035 ! 0,097
RAH1 0,139 0,111 0,177 0,088 0,235 0,103 0,423 0,222 0,788 7,263 0,019 0,031 0,172 0,287 0,055 0,050

Legenda: 1, 7: Dia 1 e Dia 7; 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; A: auséncia de luz; BEG: Benzoilecgonina; COC: Cocaina; COD: Codeina; COET: Cocaetileno; EME: Ecgonina

metilester; H: alta concentracao; L: baixa concentracao; MOR: Morfina; NCOC: Norcocaina; P: presenca de luz; R: 4 0C; Ro: temperatura ambiente.
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2.4. Ensaio sem conservante

De modo a estudar a estabilidade dos compostos para as mesmas condicoes que foram

avaliadas no DOE, mas sem adicao de qualquer conservante, foi realizado um ensaio no qual

se aplicou nos spots o fluido oral fortificado com os analitos em estudo a mesma

concentracdo, os quais foram armazenados nas condicoes em andlise (temperatura

ambiente e 4 9C, auséncia e presenca de luz e 1 e 7 dias). Ao fim de 1 e 7 dias, procedeu-se

ao processo de extracao tal como referido no topico de preparacao da amostra (1.4), e ao

calculo da resposta para cada um dos compostos a cada condicao estudada (Tabela 11).

Tabela 11. Respostas obtidas para o ensaio sem conservante

Condicdes Resposta

EME cocC COET BEG NCOC COD MOR 6-MAM

10,1499 0,1723 0,1395 0,4040 0,8395 0,0180 0.1756 5.0308

DA, 2 01500 01888 01392 03080 09241 00171 02374 0,359
3 0,1254 0,1798 0,2595 0,3904 4,5708 0,0187 0,1923 0,0312

4 0,582  0,2172 0,2762 0,2962 4,3165 0,0194 0.3405 50587

1 0,1602 0,1584 0,1673 0,3069 1,2318 0,0221 0,2234 0,0271

2 0,1761 0,1620 0,3905 0,3119 1,7817 0,0380 05027 50362

DIA 7 3 0,1716 0,1773 0,3078 0,3150 1,3372 0,0189 0,2039 0,0249
4 0,2049  0,1320 0,5994 0,2221 1,7851 0,0230 0,4797 0,0285

Legenda: 1: 4 OC, presenca de luz; 2: 4 9C, auséncia de luz; 3: temperatura ambiente, presenca de luz; 4:

temperatura ambiente, auséncia de luz; 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; BEG: Benzoilecgonina; COC:
Cocaina; COD: Codeina; COET: Cocaetileno; EME: Ecgonina metilester; MOR: Morfina; NCOC: Norcocaina.

De modo a comparar os resultados obtidos para cada uma das condicoes, e tentar perceber

se alguma apresenta melhores resultados comparativamente as outras, calculamos a média

entre as respostas obtidas para o dia 1 e dia 7 para cada uma das condi¢oes, obtendo-se a

seguinte tabela (Tabela 12).

Tabela 12. Média entre as respostas obtidas para ensaio sem conservante para o dia 1 e dia 7

Média
Condicao
EME cocC COET BEG NCOC COD MOR 6-MAM
1 0,1551 0,1654 0,1534 0,3554 1,0357 0,0201 0,1995 0,0289
2 0,1630 0,1754 0,2649 0,3100 1,3529 0,0276 0,3801 0,0312
3 0,1485 0,1785 0,2836 0,3527 2,9540 0,0188 0,1981 0,0281
4 0,1816 0,1746 0,4378 0,2592 3,0508 0,0212 0,4101 0,0286

Legenda: 1: 4 9C, presenca de luz; 2: 4 0C, auséncia de luz; 3: temperatura ambiente, presenca de luz; 4:

temperatura ambiente, auséncia de luz; 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; BEG: Benzoilecgonina; COC: Cocaina

COD: Codeina; COET: Cocaetileno; EME: Ecgonina metilester; MOR: Morfina; NCOC: Norcocaina.
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Por analise da Tabela 12, verificAmos que para a EME, COC, COD e 6-MAM nao existem
diferencas entre os valores médios obtidos para as diferentes condigdes, o que nos indica
que para estes analitos a temperatura e luz nao tém grande influéncia na sua estabilidade
ao longo dos 7 dias de estudo. De forma pormenorizada e pela analise dos resultados, no
caso do COET, foi verificado que a melhor condicdo para este analito é temperatura
ambiente e auséncia de luz. No entanto estas condicoes foram as piores para a BEG
obtendo-se melhores respostas em presenca de luz. Para a NCOC os melhores resultados
foram obtidos a temperatura ambiente e a melhor resposta para a MOR ocorre quando o
ensaio é feito na auséncia de luz. Deste modo, para o ensaio sem conservante determinamos

que as melhores condicdes sdo a temperatura ambiente e a auséncia de luz.

Comparando as respostas obtidas para cada analito quando adicionado NaF 1% a
temperatura ambiente na presenca de luz (Tabela 8) e sem adicdo de conservante a
temperatura ambiente na auséncia de luz (Tabela 11), é possivel observar que quando o
conservante foi adicionado, as respostas foram maiores para a BEG, NCOC, COD, MOR e 6-
MAM ao fim de 1 e 7 dias de armazenamento (Tabela 13). De acordo com a mesma tabela,
podemos ainda verificar que para a EME e a COC, ao fim de 1 dia de armazenamento, se
obtiveram melhores respostas sem conservante, mas que ao fim de 77 dias as respostas mais
elevadas foram obtidas quando o conservante foi adicionado. Apés 1 dia de armazenamento,
a resposta do COET nao é influenciada pela auséncia ou presenca de conservante enquanto

que ao fim de 7 dias apresenta melhor resultado na auséncia de conservante.

Tabela 13. Resposta dos analitos com e sem conservante apds 1 e 7 dias de armazenamento nas condicoes ideais

Dia EME CoC COET BEG NCOC COD MOR 6-MAM

Sem 1 0,1582 0,2172 0,2762 0,2062 4,3165 0,0194 0,3405 0,0287
conservante 7 0,2049 0,1320 0,5994 0,2221 11,7851  0,0230 0,4797 0,0285
Com 1 0,1347 0,1218 0,2757 0,9912 10,9822 0,0668 0,7716  0,0720

conservante 7 0,4332 0,2200 0,4459 0,7389 17,2649 0,0921 1,2147  0,0969
Legenda: 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; BEG: Benzoilecgonina; COC: Cocaina; COD: Codeina; COET:
Cocaetileno; EME: Ecgonina metilester; MOR: Morfina; NCOC: Norcocaina.

2.5. Estabilidade a longo prazo

A estabilidade a longo prazo foi avaliada a fim de avaliar a estabilidade dos compostos em
estudo num tempo superior a 7 dias, pelo que foi realizado um estudo ao longo de 136 dias.
Para cada dia foi preparada uma mistura de fluido oral com os compostos em estudo a uma
concentracdo de 100 ng/mL e NaF a 1%. Esta foi aplicada nos spots em triplicado (n=3) os
quais foram deixados nas condicoes previamente definidas. Passados os 136 dias todos os
spots foram sujeitos ao processo de extragao, evaporacao, derivatizacao e posterior injegao
no sistema de GC-MS/MS.
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Para cada spot, foram analisados os cromatogramas obtidos dos quais se retiraram as areas
de cada composto e dos respetivos padroes internos. Através do coeficiente entre estes
valores foi calculada a resposta para cada um dos compostos. Uma vez que, para cada dia
foram aplicados 3 spots, foi calculada a média, o desvio padrao e o coeficiente de variacao
(CV) que se encontra dentro dos valores aceitaveis (variabilidade até 20%), para cada dia e
para cada composto. De modo a avaliar as perdas de cada analito ao longo do estudo, foi
calculada em percentagem a variacdo em relacdo a uma amostra fresca (dia 1). Esta variacao

foi calculada com a seguinte formula:

Média do dia x — Média do dia 1
*

Média do dia 1 100

onde x € o dia cuja variacao estamos a calcular. Todos estes resultados sao mostrados na

tabela 14.

Tabela 14. Estudo da estabilidade a longo prazo (n=3)

Variacido em

. . . Analito
Analito Dia Média DP CV (%) relacao ao
. presente (%)
dia 1 (%)
1 0,5487 0,0879 16,0 100
3 0,4932 0,0841 17,0 -10 90
7 0,3151 0,0134 4,0 -43 57
14 0,0961 0,0091 10,0 -82 18
21 0,0347 0,0080 20,0 -94 6
EME
28 0,0116 0,0012 11,0 -98 2
44 0,0063 0,0007 11,0 -99 1
112 0,0047 0,0006 12,0 -99 1
121 0,0015 0,0001 10,0 -100 o)
136 0,0030 0,0002 8,0 -99 1
1 0,3522 0,0555 16,0 100
3 0,3603 0,0543 15,0 2 102
7 0,2950 0,0351 12,0 -16 84
14 0,1588 0,0325 20,0 -55 45
21 0,1470 0,0244 17,0 -58 42
CcoC
28 0,1163 0,0134 12,0 -67 33
44 0,0446 0,0046 10,0 -87 13
112 0,0356 0,0017 5,0 -90 10
121 0,0449 0,0068 15,0 -87 13
136 0,0311 0,0043 14,0 -01 9
1 0,3271 0,0533 16,0 100
COET
3 0,2868 0,0355 12,0 -12 88
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7 0,2724 0,0416 15,0 -17 83
14 0,1057 0,0216 20,0 -68 32
21 0,1232 0,0221 18,0 -62 38
28 0,1968 0,0326 17,0 -40 60
44 0,0540 0,0096 18,0 -83 17
112 0,0295 0,0040 14,0 -01 9
121 0,0302 0,0057 19,0 -01 9
136 0,0082 0,0008 10,0 -97 3
1 1,2117 0,2296 19,0 100
3 1,1712 0,0702 6,0 -4 96
7 1,1243 0,1828 16,0 -8 92
14 1,0315 0,1245 12,0 -15 85
BEG 21 1,1902 0,1798 15,0 -2 98
28 1,2563 0,2034 16,0 3 103
44 0,9815 0,0340 3,0 -19 81
112 0,9955 0,0719 7,0 -18 82
121 1,0039 0,0546 5,0 -17 83
136 1,0520 0,1455 14,0 -14 86
1 0,1236 0,0183 15,0 100
3 0,1040 0,0188 18,0 -16 84
7 0,1040 0,0129 12,0 -16 84
14 0,0774 0,0144 19,0 -37 63
NCOC 21 0,0621 0,0105 17,0 -50 50
28 0,0525 0,0042 8,0 -58 42
44 0,0316 0,0028 9,0 -74 26
112 0,0139 0,0022 16,0 -89 11
121 0,0194 0,0030 15,0 -84 16
136 0,0065 0,0005 8,0 -95 5
1 0,0385 0,0061 16,0 100
3 0,0100 0,0013 13,0 -74 26
7 0,0137 0,0015 11,0 -64 36
14 0,0118 0,0016 14,0 -69 31
coD 21 0,0043 0,0006 13,0 -89 11
28 0,0176 0,0011 6,0 -54 46
44 0,0129 0,0016 12,0 -66 34
112 0,0108 0,0002 2,0 -72 28
121 0,0097 0,0004 4,0 -75 25
136 0,0084 0,0013 15,0 -78 22
1 0,8677 0,1060 12,0 100
MOR 3 0,8045 0,0996 12,0 -7 93
7 0,7638 0,0923 12,0 -12 88
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14 0,7135 0,0241 3,0 -18 82
21 0,5825 0,0473 8,0 -33 67
28 0,4795 0,0354 7,0 -45 55
44 0,3870 0,0440 11,0 -55 45
112 0,2107 0,0320 15,0 -76 24
121 0,2745 0,0246 9,0 -68 32
136 0,3051 0,0520 17,0 -65 35
1 0,0365 0,0029 8,0 100
3 0,0318 0,0055 17,0 -13 87
7 0,0304 0,0051 17,0 -17 83
14 0,0210 0,0021 10,0 -42 58
6 MAM 21 0,0177 0,0034 20,0 -52 48
28 0,0119 0,0019 16,0 -67 33
44 0,0080 0,0005 7,0 -78 22
112 0,0036 0,0001 3,0 -90 10
121 0,0045 0,0007 16,0 -88 12
136 0,0044 0,0007 16,0 -88 12

Legenda: 6-MAM: 6-Monoacetilmorfina; BEG: Benzoilecgonina; COC: Cocaina; COD: Codeina; COET:
Cocaetileno; CV: Coeficiente de Variacao; DP: Desvio Padrao; EME: Ecgonina metilester; MOR: Morfina; NCOC:

Norcocaina.

Na tabela 14, é ainda possivel verificar a quantidade (em percentagem) que estava presente nos
extratos a cada dia do estudo para cada um dos analitos. Esta percentagem foi determinada de
modo a avaliar a estabilidade a longo prazo e calculada com base nas variacoes verificadas,
admitindo que no dia 1 o seu valor era de 100% para todos os analitos. A partir destes valores

foram obtidos os graficos 49-56, nos quais se pode ver a percentagem presente de cada analito

em funcao do tempo.
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Grafico 49. Estabilidade a longo prazo da EME
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Grafico 50. Estabilidade a longo prazo da COC
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Grafico 51. Estabilidade a longo prazo do COET
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Grafico 52. Estabilidade a longo prazo da BEG
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Grafico 55. Estabilidade a longo prazo da MOR
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Grafico 56. Estabilidade a longo prazo da 6-MAM

De modo a afirmar que um composto € estavel, a percentagem de perda deste composto em
relacdo a uma amostra fresca (dia 1), deve estar compreendida no intervalo de +20% e,

consequentemente, a percentagem do composto presente deve ser 100+20%.

Assim, analisando os graficos anteriores podemos concluir qual a estabilidade de cada um
dos analitos nas condi¢oes do estudo (temperatura ambiente, presenca de luz e adicao de
1% de NaF). Para a EME a estabilidade foi de 3 dias, a COC, o COET e a NCOC
permaneceram estaveis por 7 dias e a BEG demonstrou ser estavel ao logo de todo o estudo
(136 dias). Apesar de apenas a BEG ter uma estabilidade superior a 1 semana, este método
pode ser muito util, uma vez que mesmo que a COC e os seus outros metabolitos
desaparecem dos spots, a BEG permanece por pelo menos 136 dias, o que permite detetar o
consumo de COC pois este metabolito apenas pode ser encontrado no fluido oral apoés
consumo. No que diz respeito aos opiaceos, a COD foi o composto que apresentou menor
estabilidade, apenas de 1 dia, seguida da 6-MAM que se manteve estavel por 7 dias e da
MOR cuja estabilidade foi de 14 dias.

Embora o presente trabalho seja o primeiro a determinar a estabilidade destes compostos
em DSS, a estabilidade da COC, opiaceos e dos seus metabolitos em fluido oral, foi ja
previamente estudada sob diferentes condi¢oes de armazenamento usando diferentes
dispositivos de colheita, conservantes e/ou estabilizantes e temperaturas [108, 135, 139,

142, 169—172].

Ventura et al. [108], avaliaram a estabilidade a curto e longo prazo de opiaceos e COC em
fluido oral sob diferentes condicdes de armazenamento, com e sem adi¢ao de uma mistura
de tampao citrato (pH 4) e NaN3 (0,1%). A estabilidade a curto prazo foi avaliada a 25 e 37

OC por 7 dias e a estabilidade a longo prazo foi avaliada por 2 meses a 4 e -20 9C. Para o
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ensaio sem tampao, os autores determinaram que a BEG, a COD e a MOR sao estaveis por
7 dias a 25 e 37 0C e por pelo menos 2 meses a 4 e -20 9C. Contudo, a COC e a 6-MAM
apresentam estabilidade de menos de 3 dias a 37 °C, menos de 7 dias a 25 °C e 2 meses a -
20 OC. Em relacdo ao ensaio a 4 9C, a estabilidade foi de 1 més para 6-MAM e menos de 1
semana para a COC. A adicao do tampao ao fluido oral aumentou a estabilidade da COC e
da 6-MAM, impedindo a sua degradacao durante pelo menos 7 dias quando conservadas a
25 e 37 0C e até 2 meses quando armazenadas a 4 e -20 °C [108]. A excecdo da COD, os
resultados sao concordantes com os obtidos na presente dissertacao, demonstrando que a
adicado de um conservante previne a degradacao de alguns compostos aumentando

consequentemente a sua estabilidade.

Langel et al. [169], avaliaram a estabilidade de varias drogas de abuso incluindo COC, MOR
e COD em amostras de fluido oral apés 0, 14 e 28 dias de armazenamento a -18 °C, com
recurso a diferentes dispositivos de recolha que contém tampées (Quantisal™, Statsure
Saliva Sampler™, Cozart®, Intercept®, Oracol, Varian Oratube™ e Salivette®), concluindo
que o que apresentou maior estabilidade foi o Cozart®. Este estudo demonstrou que
aquando do uso do dispositivo de colheita Quantisal™ a COC, COD e MOR nao atingem a
estabilidade de 28 dias. Quando a colheita é efetuada com o Intercept® a COC degrada-se
em menos de 14 dias enquanto que nos restantes dispositivos de recolha, embora com
algumas diferencas, os analitos permanecem estaveis durante os 28 dias do estudo [169].
Comparando este estudo com o da presente dissertacao, é possivel verificar que os autores
obtiveram melhores resultados, sendo que esta diferenca se pode dever a temperatura de

armazenamento das amostras e aos tampoes presentes nos dispositivos de recolha.

Alguns anos mais tarde, a mesma autora avaliou a estabilidade de 50 drogas de abuso apds
colheita de fluido oral com o dipositivo de recolha StatSure Saliva Sampler™, e
armazenamento a -18 0C durante 378 dias, concluindo que mesmo depois de mais de um
ano de armazenamento, todos os analitos estavam presentes em pelo menos 60% da

concentracao inicial [142].

Lund et al.[170], avaliaram a estabilidade de diferentes drogas de abuso em fluido oral em
dois dispositivos de recolha (Intercept® e StatSure Saliva Sampler™). Com o dispositivo
Intercept® avaliaram a estabilidade da 6-MAM, COD e MOR, enquanto que com o StatSure
Saliva Sampler™ avaliaram a 6-MAM, BEG, COC, COD e MOR. A estabilidade a curto prazo
foi testada ap6s uma semana a 4 9C e a temperatura ambiente e a estabilidade a longo prazo

foi avaliada apds armazenamento a -20 9C por 3 e 11 meses [170].
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Para o primeiro dispositivo de recolha, os autores concluiram que a excecao da 6-MAM os
restantes compostos permaneceram estaveis durante o estudo a curto prazo, o que esta de
acordo com a presente dissertacao no que diz respeito a MOR, mas ao contrario da mesma
em relacdo a 6-MAM e a COD. Para além disto, verificaram que existiu um aumento na
concentracao de MOR quando armazenada a temperatura ambiente, que pode ser explicado
pela degradacio da 6-MAM e da COD. Em relagdo a estabilidade a longo prazo, a
concentracdo de MOR aumenta ao longo do tempo pelos mesmos motivos anteriormente
referidos e a 6-MAM diminui para cerca de 30% da concentracao inicial ap6s 11 meses de
armazenamento. No estudo da estabilidade com o StatSure Saliva Sampler™, para ambas
as condicoes de armazenamento de 1 semana, a concentragdo de MOR aumenta enquanto
que as concentracoes de COD e 6-MAM diminuem, mas embora se verifique uma
diminuicdo na concentracdo de 6-MAM, a sua estabilidade é maior neste dispositivo. Os
autores verificaram ainda que a concentra¢ao de COC diminui ao longo da primeira semana,
sendo esta diminuicdo mais acentuada a temperatura ambiente, e que contrariamente, a
concentracao de BEG aumenta durante o mesmo periodo de tempo, provavelmente devido
a degradacdo da COC. No que diz respeito a estabilidade a longo prazo, a excecao da 6-MAM
e da COC, os autores concluiram que os restantes analitos sdo estaveis por pelo menos 11

meses a -20 °C [170].

Cohier et al. [171], estudaram a estabilidade de opiaceos, COC e dos seus metabolitos em
amostras de fluido oral recolhidas com dois coletores (Quantisal® e Certus®) que contém
tampOes conservantes e armazenadas sob diferentes temperaturas (4 °C, -20 °C e
temperatura ambiente) durante 14 dias. Os autores consideraram estaveis os compostos
cuja concentracao passados 7 e 14 dias se encontra entre 90 a 110% da concentracao inicial.
Deste modo, a -20 ©C, os resultados obtidos para a estabilidade foram de menos de 7 dias
para a COD e 7 dias para a EME no Quantisal®, 14 dias para a BEG no Certus® e 14 dias para
COC, MOR e 6-MAM em ambos os coletores. No que diz respeito ao ensaio a 4 °C, a excecao
da COD, os compostos permaneceram estaveis por 14 dias em ambos os dispositivos de
colheita, o que permitiu aos autores concluir que esta é a melhor temperatura para
armazenamento até 14 dias e posterior detecao destas drogas de abuso em fluido oral. Por
altimo, a temperatura ambiente a COC e a COD apresentaram estabilidade inferior a 7 dias
e a 6-MAM estabilidade de 7 dias no Quantisal®, a MOR ¢ estavel por 7 dias no Quantisal®
e 14 dias no Certus® e a EME e a BEG permanecem estaveis 7 dias em ambos os coletores
[171]. Os resultados obtidos para os opiaceos estdo em concordancia com os obtidos no
presente trabalho com a adicao de NaF contudo, para a COC e para a BEG foi conseguida

maior estabilidade.
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Valen et al. [135], quantificaram 21 drogas em fluido oral entre as quais COC, COD, MOR e
6-MAM, e avaliaram a sua estabilidade durante 30 dias a -20, 4 e 18 °C, apds colheita com
os kits Intercept® e Quantisal®. Todos os analitos de interesse permaneceram estaveis apos
30 dias de armazenamento a -20 9C para ambos os Kits. A 4 0C, os opiaceos foram estaveis
durante os 30 dias do estudo para os dois kits, enquanto que a COC apresentou estabilidade
de 30 dias para o Quantisal® e 7 dias para o Intercept®. Em relacao ao estudo da estabilidade
a temperatura ambiente, os resultados obtidos para o Intercept® foram de 1, 7 e 30 dias para
a 6-MAM, MOR e COD, respetivamente, e menos de 1 dia para a COC. Com o Quantisal® os
autores obtiveram estabilidade de 30 dias para a 6-MAM e COD, 7 dias para a MOR e 1 dia
para COC. Analisando todos os resultados, os autores deste estudo concluiram que a maioria
das drogas sdo mais estaveis no Quantisal® [135]. Comparando os resultados obtidos a
temperatura ambiente para o Quantisal® com os da presente dissertagao, é possivel verificar
que o tampao presente neste dispositivo de colheita aumenta a estabilidade da COD e da 6-

MAM, mas que para a COC e MOR a estabilidade é superior com o NaF.

Fabresse et al. [139], desenvolveram um método para a detecdo de 10 drogas ilicitas em
fluido oral colhido com o kit FLOQSwabs™, que contrariamente aos dispositivos de recolha
anteriormente referidos, ndo contém qualquer tampao. A estabilidade dos compostos foi
avaliada ao longo de 7 dias de armazenamento a 4 °C. A MOR e a COC foram estaveis por 3
dias e a BEG por 7 dias, enquanto que a COD e a 6-MAM se degradaram antes de atingir os
3 dias, demonstrando ser os compostos mais instaveis [139]. Analisando estes resultados é
possivel concluir que a estabilidade dos compostos, a excecdo da COD, é mais elevada
quando o fluido oral é armazenado sob a forma de DSS a temperatura ambiente e com

adicao de NaF, do que quando é colhido e armazenado no kit FLOQSwabs™ a 4 0C.

Marchei et al. [172], investigaram a estabilidade de drogas de abuso comuns e dos seus
principais metabolitos em amostras de fluido oral, com e sem a presenca de um tampao
estabilizante alternativo (M3 Reagent Buffer®), por 1 ano de armazenamento a 3
temperaturas diferentes (temperatura ambiente, -20 e 4 9C). Com adi¢ao do tampao M3, os
autores concluiram que todos os compostos permaneceram estaveis durante 1 ano a -20 °C.
A 6-MAM foi estavel no fluido oral sem tampao a -20 °C por 30 dias, a 4 °C por 14 dias,
degradando-se em menos de 1 dia a temperatura ambiente, jaA com o tampao M3, a 6-MAM
nao sofreu degradacao até aos 9o dias a 4 °C e foi estavel por 7 dias a temperatura ambiente.
A MOR apresenta estabilidade de 1 dia a temperatura ambiente, 14 dias a 4 °C e 30 dias
quando armazenada a -20 O9C sem adicao de tampao e nas amostras com tampao a
estabilidade da MOR aumenta para 14 e 90 dias a temperatura ambiente e a 4 °C,
respetivamente. A COD ¢ estavel no fluido oral sem tampao por 30 dias a temperatura

ambiente, 180 dias a 4 °C e 1 ano a -20 9C, enquanto que no ensaio com tampao a
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estabilidade da COD foi de 1 ano para todas as temperaturas. A concentracao de COC no
fluido oral sem tampao diminui cerca de 26% apds o primeiro dia a temperatura ambiente
e comeca a degradar-se apo6s 7 dias a 4 °C e 90 dias a -20 OC. A estabilidade da BEG a
temperatura ambiente, tal como verificado para a COC, é inferior a 1 dia. Quando
armazenada a 4 °C a BEG permanece estavel durante 14 dias e a -20 °C durante 1 ano. Tanto
a COC como a BEG foram estaveis por 1 ano a todas as temperaturas quando adicionado
tampao M3 as amostras de fluido oral [172]. Comparando a estabilidade a temperatura
ambiente conseguida com o tampao M3, com a estabilidade alcancada com o NaF no
presente estudo, para a MOR e a 6-MAM os resultados foram iguais (14 e 7 dias), contudo,

para a COD, BEG e COC foram obtidos melhores resultados com o tampao.

3.Conclusoes e consideracoes finais

Este estudo permitiu estabelecer quais as melhores condi¢des para maximizar a estabilidade
da EME, COC, COET, BEG, NCOC, COD, MOR e 6-MAM em amostras de fluido oral,
avaliando a utilizacao dos DSS como dispositivos de recolha, armazenamento e tratamento
das amostras e usando como técnica de analise a GC-MS/MS. Os fatores suscetiveis de
influenciar a estabilidade dos compostos foram otimizados para diferentes conservantes,
recorrendo ao DOE, de modo a maximizar as respostas obtidas. Este revelou ser uma
ferramenta 1til no processo de otimizacao das condicoes de armazenamento, permitindo

diminuir o namero de experiéncias a realizar.

Assim, através da anilise dos resultados obtidos no DOE foi possivel concluir que, dos
conservantes em estudo, o NaF a 1% é o que apresenta maior estabilidade dos analitos em
amostras de fluido oral armazenadas sob a forma de spots e que as melhores condicoes de

armazenamento sao a temperatura ambiente e a presenca de luz.

Para além disto, através da comparacao dos resultados obtidos com o NaF, com os do estudo
sem conservante, foi possivel verificar a importancia da adicao de um conservante uma vez
que este aumenta as respostas dos analitos e por consequéncia a sua estabilidade apo6s 77 dias

de armazenamento.

Por ultimo, os analitos demonstraram ser estaveis a temperatura ambiente e na presenca
de luz durante 7 dias, com excecao da EME, BEG, COD e MOR cuja estabilidade foi de 3,

136, 1 e 14 dias, respetivamente.

E importante salientar que este é o primeiro estudo que permite a detecdo e quantificacio
destas drogas de abuso em amostras de fluido oral com recurso a técnica de DSS e avaliagao

da sua estabilidade.
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