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Resumo

As piperazinas sao consideradas um novo grupo de drogas de abuso sintéticas que surgiram no
mercado ilicito a partir da segunda metade dos anos 90. Os seus efeitos psicoactivos, como por
exemplo estados de euforia, sdo comparaveis aos obtidos por consumo de anfetaminas e
ecstasy, sendo por isso consideradas uma alternativa legal, barata e segura.

Deste modo torna-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos rapidos e sensiveis
para a quantificacdo e determinacao destas drogas em amostras bioldgicas.

O objectivo deste trabalho foi o desenvolvimento e validacdo de um método analitico usando
microextraccdo em seringa empacotada (MEPS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de fotodiodos (UPLC-DAD), para a determinacao e quantificacao de
quatro derivados das piperazinas em amostras de urina. As piperazinas estudadas foram a 1-
benzilpiperazina (BZP), 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina (TFMPP), 1-(3-clorofenil)piperazina
(mCPP) e 1-(4-metoxifenilpiperazina (MeOPP), usando como padrao interno a 1-(2-
clorofenil)piperazina (0CPP). E a primeira vez que este tipo de compostos é determinado em
amostras de urina com recurso a MEPS.

0O método foi totalmente optimizado usando o planeamento factorial, uma poderosa
ferramenta estatistica que permite avaliar de forma multivariada os diversos factores
intervenientes no processo de extraccao. As condicdes finais optimizadas foram: diluicao da
amostra (1:2), numero de aspiracoes pelo dispositivo (8), activacdo do mecanismo de troca
ionica (1% acido acético), a quantidade de metanol no solvente de lavagem (10%) e a eluicao
dos analitos (5% de amoniaco em metanol).

O procedimento foi linear para o intervalo de concentracoes de 0.1 (limite inferior de
quantificacdo - LLOQ) até 5 pg/mL, com coeficientes de determinacao (R?) superiores a 0.99
para todos os analitos. Os limites de deteccao foram de 0.1 pg/mL para a BZP e TFMPP,
enquanto para a MeOPP e mCPP foi obtido 0.05 pg/mL. Os valores da precisao intra-dia e
intermédia variaram de 1 a 12% enquanto a exactiddo esta dentro de um intervalo de +14% para
todos os analitos, preenchendo os critérios normalmente aceites para a validacdo de métodos
bioanaliticos. Nas condicdes optimizadas, obtiveram-se recuperagdes superiores a 80% para
todos os analitos, excepto para a BZP (50%).

A MEPS mostrou ser uma técnica simples e rapida para a determinacdo de piperazinas em
amostras de urina, permitindo poupar tempo e dinheiro. Além disso, o facto de que apenas 0.1
mL de amostra sdo necessarios para efectuar a analise, torna o método uma ferramenta
poderosa e valiosa para a monitorizacao destas drogas em urina, por exemplo em situacdes de

ambito forense.
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Abstract

Piperazines are considered a new group of synthetic drugs of abuse that emerged in the illicit
market from the second half of 1990. Their psychoactive effects, such as states of euphoria,
are comparable to those obtained by use of amphetamines and ecstasy, and is therefore
considered a legal alternative, inexpensive and safe. Thus it becomes necessary to develop
rapid and sensitive analytical methods for quantification and determination of these
compounds in biological samples.

The goal of this work was to develop and validate an analytical method using microextraction
syringe packed (MEPS) and high performance liquid chromatography coupled to detector
efficiency photodiodes (UPLC-DAD) for the determination and quantification of four derivatives
of piperazines in urine samples. The studied piperazines were: 1-benilpiperazine (BZP), 1-(3-
trifluorometilfenil)piperazine (TFMPP), 1-(3-chlorophenyl)piperazine (mCPP) and 1-(4-
metoxifenilpiperazine (MeOPP), using as internal standard 1-(2-chlorophenyl)piperazine (oCPP).
This is the first time that those compounds are determined in urine samples by means of MEPS.

The method was comprehensively optimized using the factorial design approach, and the
evaluated parameters were sample dilution (1:2), strokes (8), cathion exchange mechanism
enhancement (1% acetic acid), amount of methanol on the washing solvent (10%), and elution
of the analytes (5% ammonia in methanol).

The procedure was linear at concentrations ranging from 0.1 (lower limit of quantitation -
LLOQ) to 5 pg/mL, with correlation coefficients (R?) higher than 0.99 for all analytes in all
runs. The limits of detection were 0.1pug/mL for BZP and TFMPP, while for MeOPP and mCPP
0.05 pg/mL was obtained. Intra- and interday precision ranged from 1 to 12%, while accuracy
was within a +14% interval for all analytes, fulfilling the criteria normally accepted in
bioanalytical method validation. Under the optimized conditions, extraction efficiency was
higher than 80% for all analytes, except for BZP (50%).

MEPS has shown to be a rapid and robust procedure for the determination of piperazine-type
stimulants in human urine, allowing reducing the handling time and costs usually associated to
these analyses. Furthermore, the fact that only 0.1 mL of sample is required to accomplish the

analysis make this method a valuable and powerful tool for drug monitoring in human urine.
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Justificacao do tema e objectivos

Segundo o Observatorio Europeu da Droga e da Toxicodependéncia (OEDT), as novas substancias
psicoactivas e os novos padroes de consumo de droga, apesar de surgirem inicialmente em
grupos sociais restritos e areas geograficas circunscritas, podem ter importantes implicacoes
em termos de politica de salde publica. O fornecimento de informacdes adequadas e
objectivas aos responsaveis profissionais e ao pUblico em geral sobre as novas ameacas de
drogas de abuso constitui um desafio em termos de metodologia e pratica; no entanto, é de
grande importancia dada a natureza cada vez mais dinamica e célere do fenomeno da droga a
nivel europeu. Assim, o mecanismo de alerta rapido da Unido Europeia tem sido desenvolvido

como meio de resposta ao aparecimento de novas substancias psicoactivas no mercado [1].

Desde a sua criacdo em 1997 ja foram notificadas ao OEDT e ao Servi¢o Europeu de Policia

(Europol) mais de 110 substancias através do mecanismo de alerta rapido. Nos Gltimos anos,
surgiram novos grupos de substancias sintéticas nao regulamentadas, sendo estas
comercializadas através da Internet como «drogas licitas». De facto, sdao normalmente
sintetizadas de modo a serem diferentes das substancias proibidas, criando deste modo um
vazio legal que permite a sua comercializacdo. Assim sendo, a pesquisa sistematica destas

novas substancias psicoactivas fica dificultada [1].

Este é o caso das piperazinas, um novo grupo de drogas de abuso sintéticas, que comecaram a
surgir no mercado ilicito. Sendo estas substancias nao controladas em alguns dos Estados-
Membros da Unido Europeia, sdo de aquisicdo relativamente facil, nomeadamente através da
Internet. Por outro lado, os efeitos psicoactivos, como por exemplo euforia, sdo comparaveis
aos obtidos por consumo de anfetaminas e ecstasy, sendo consideradas uma alternativa legal,
barata e segura a estas [2]. Nao obstante, a sua reputacao como drogas seguras tem sido posta
em causa por alguns casos de intoxicacao, nomeadamente com 1-benzilpiperazina (BZP) no
Reino Unido [3].

Visto serem de facil aquisicdo e apresentarem um elevado potencial de uso e abuso, a
identificacdo e quantificacdo das piperazinas em amostras biologicas assume particular
importancia em Toxicologia Forense, permitindo de igual modo fornecer informacéo relevante
no que respeita ao consumo destas drogas.

Foram seleccionadas para este estudo as piperazinas com maior relevancia em termos de
consumo: BZP, 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP), 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina
(TFMPP) e 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP).

Xix



O objectivo deste trabalho consistiu entdao no desenvolvimento de um método analitico para a
identificacao e quantificacdo de piperazinas em urina por microextraccado em seringa
empacotada (MEPS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
fotodiodos (UPLC-DAD). O processo extractivo foi previamente optimizado recorrendo ao
planeamento factorial, apos o que se procedeu a sua adequada validacdo. Por Gltimo, tentou-
se aplicar o método desenvolvido e validado a determinacdo destes compostos em amostras

provenientes de individuos consumidores.
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Determinacao de novas drogas de abuso com recurso a microextracgdo em seringa empacotada

l. Revisao da literatura

1. Drogas de abuso

0 uso de substancias quimicas com accao sobre o sistema nervoso central (SNC) é tao antigo
como a Humanidade; de facto, o consumo de substancias quimicas quer para uso ritual,
religioso, como medicamento, ou simplesmente pelo prazer que podiam proporcionar ao
consumidor, esteve e esta presente em varias sociedades e culturas. Durante a historia, esse
consumo passou quer por periodos de aceitacdo e de proibicdo total, sendo por isso algumas
drogas aceites em determinadas culturas, ao passo que em outras 0 seu uso se restringe a
clandestinidade [4]. As espécies alucinogénicas da planta de Lotus (usadas em rituais magicos e
religiosos) pelos antigos Egipcios e o uso da folha de coca pelos Incas sdo bons exemplos destas
substancias psicoactivas [5]. No entanto, e apesar de ao longo dos tempos a utilizacdo de
substancias com o poder de modificar o humor ter sido comum, o seu uso tem vindo a
generalizar-se, sendo na era da globalizacao que o consumo excessivo de drogas se intensifica e

diversifica [6].

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), droga é toda a substancia que introduzida no
organismo vivo, seja qual for a via de administracao, produz alteracées no SNC, modificando
uma ou mais das suas funcdes, criando dependéncia psicoldgica, fisica ou ambas. Por outro
lado, o termo droga ilicita pode ser definido como uma substancia que é proibida ou nao é
autorizada pela lei e pelas regras da sociedade. O termo droga de abuso refere-se ao consumo
excessivo, persistente ou esporadico, inconsciente ou ndo de substancias psicoactivas ou
psicotropicas sem qualquer utilizacdo na pratica terapéutica [7] usadas principalmente pelos
seus efeitos de prazer, exoticos ou estimulantes, capazes de alterar o estado de consciéncia, o
humor, o comportamento, as motivacoes e os processos do pensamento do individuo que as
consome [2]. Assim, uma substancia é considerada uma droga de abuso quando é usada para
propositos nao terapéuticos, levando a dependéncia [8, 9]. Esta definicao engloba substancias
ditas licitas (bebidas alcodlicas, tabaco e certos medicamentos) e igualmente substancias
ilicitas, como a cocaina, LSD (dietilamina do acido lisérgico), ecstasy, e opiaceos, entre outras
[9]. Por outro lado, aplica-se também ao doping dos atletas de alta competicdo, por exemplo o

uso de anabolizantes para aumentar o rendimento desportivo [8].

0 consumo de drogas tem alcancado consideraveis proporcoes nos Gltimos anos, e actualmente
considera-se um dos principais problemas de salde publica. O uso de drogas ilicitas tem-se
alastrado potencialmente a varios grupos da populacao em geral, predominantemente aos

adolescentes [8].
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No entanto, existe um conjunto de substancias ilicitas inicialmente direccionadas para uso
terapéutico, mas que devido aos seus efeitos estimulantes e alucinogénicos passaram a ser
consumidas de forma recreativa (e.g. ketamina). Este fendmeno tem sido mais visivel e
crescente nos ultimos anos, com o aparecimento das chamadas drogas sintéticas, cuja

composicao resulta da investigacao laboratorial [6].

1.1 Designer drugs

O consumo mundial de drogas sintéticas de abuso, por vezes referidas como designer drugs,
vem aumentando ano ap6s ano. Estas drogas sdo vulgarmente produzidas em laboratorios
clandestinos, muitas vezes sintetizadas a partir de outras substancias quimicas que ja possuam
actividade bioldgica conhecida [10]. Devido a legislacao existente em muitos paises, que tenta
banir as drogas ou regulamentar o seu uso, os produtores procuram diferentes alternativas de
as fazer circular legalmente. Uma vez que para uma substancia ser catalogada € preciso que a
sua estrutura quimica seja bem conhecida, os traficantes efectuam constantemente
modificacées nas estruturas de drogas ilicitas ja existentes [11], com o objectivo de obter
efeitos psicoactivos semelhantes ou ainda mais potentes [12]. Assim, a estrutura molecular da
substancia cujo consumo é ilegal é alterada, contornando desta forma a legislacdo e
consequentes sancdes penais [12, 13]. De facto, surgem novas substancias em resposta a accao
legislativa para repor rapidamente uma droga semelhante a recentemente proibida [14].

Quer a modificacdo quer a sintese de novas substancias sdo motivadas pela procura do
conhecimento acerca da relacdo estrutura-actividade, mas também pelos possiveis efeitos

destes compostos a nivel neurocomportamental [14].

No contexto do termo, novo significa que estas drogas tém aparecido ultimamente no mercado
de drogas ilicitas e das quais se faz um uso abusivo. Nao significa necessariamente que foram
descobertas ou sintetizadas recentemente. Por vezes estas drogas podem ser consideradas
como “agentes farmacéuticos fracos”, que ja foram descritos na literatura cientifica mas nao
tém uma utilidade terapéutica comprovada. Em geral, estas substancias permanecem num
grupo restrito de utilizadores e nao subsistem durante muito tempo [14]. Este é o caso

especifico das piperazinas, compostos estudados ao longo deste trabalho.

As substancias que pertencem as novas drogas de desenho podem ser divididas principalmente
em seis subgrupos estruturais: fenilalquilaminas, triptaminas, piperazinas, pirrolidinofenonas,
derivados fenilciclohexil, e canabinoides sintéticos [14]. A inclusao das piperazinas neste grupo
€ controversa, a semelhanca da 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), havendo alguns

autores com alguma relutancia em considera-las como pertencentes as designer drugs [2].
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Fenilalquilaminas
As estruturas basicas da anfetamina e da MDMA tém sido o ponto de partida para muitas das
modificacées que foram realizadas, principalmente no anel aromatico e com menos frequéncia
na funcao amina e cadeia carbonada; foram assim obtidos diferentes derivados com base nos
seus substituintes: derivados monometoxi-, dimetoxi- e trimetoxi-, compostos B-keto,

anfetaminas ligadas a atomos de fllor, 4-MTA e homoélogos, e difuranilfenalquilaminas [14].

Triptaminas
Triptamina é a estrutura basica da psilocibina e psilocina, drogas alucinogénicas e principais
constituintes dos “cogumelos magicos” e da bufotenina, um alcaldide psicoactivo encontrado
na pele de algumas espécies de batraquios (Bufo alvarius e Bufo marinus). O efeito das drogas
estruturalmente analogas a triptamina deve-se a sua similaridade com a serotonina,
provocando em geral alucinacbes e euforia moderada. A 5-metoxi-di-isopropiltriptamina (5-
MeO-DiPT), também conhecida como Foxy ou FoxyMetoxi, é a triptamina sintética mais

utilizada, tendo sido associada alguns casos de intoxicacao [14].

Pirrolidinofenonas

Estdao estruturalmente relacionadas com as catinonas e os compostos B-keto, mas diferem
destes no anel heterociclico que contém um atomo de azoto. Os seus efeitos estimulantes sao
previsiveis mas nao existem publicacdes acerca das suas propriedades farmacoldgicas ou casos

de intoxicacao [14].

Derivados fenilciclohexil
Estes compostos sao estruturalmente derivados da fenciclidina (PCP), mas em contraste com
esta, nestes derivados a piperidina heterociclica e substituida por uma amina secundaria. O seu

mecanismo de accao é desconhecido [14].

Canabindides sintéticos
Foram utilizados pelos farmacologistas como substancias modelo na investigacdo do sistema
complexo endocanabindide, mas o facto de terem sido detectados em misturas de ervas
comercializadas como alternativa legal a cannabis fez com que adquirissem maior notoriedade,

levando a um aumento exponencial do seu consumo [14].

Piperazinas
A popularidade dos compostos pertencentes a este grupo tem aumentado, circulando estas
substancias estimulantes entre os consumidores de drogas desde o inicio do século XXI [14].

Dividem-se em dois grupos: benzilpiperazinas e fenilpiperazinas.
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A figura 1 resume de forma geral todas as classes e subclasses das denominadas designer drugs,

mostrando claramente que estas novas drogas tém uma grande variedade de estruturas.

NEW DESIGNER DRUGS OF ABUSE
‘Legal highs’®
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l
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MPPP 'DBT Cocaine Diphenyl-
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MDBP TEMPP 5MeQ-DMT
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Figura 1. Classes e subclasses das novas drogas de abuso [14].

1.2 Piperazinas

Desde os finais da década de 90 e no inicio de 2000 tem havido uma expansdo na producao
clandestina das drogas de abuso sintéticas que alterou sem duvida o mercado de drogas ilicitas
[14]. Enquanto nas décadas anteriores as drogas de abuso estavam restritas a um nimero

limitado de substancias, nos uUltimos anos foram introduzidas mais de 100 novos compostos
sintéticos no mundo das drogas [14].

4
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Estas tém sido utilizadas como drogas recreativas sobre varios nomes como Party Pills ou
Herbal Highs [15]. No entanto, a US Drug Enforcement Agency (DEA) aplica um nome menos
deslumbrante para este grupo de drogas, denominando-as de Controlled Substances Analogues
(CSAs), ou substancias analogas controladas [15]. No entanto, este ndo é o caso das drogas
seleccionadas para a realizacdo deste trabalho, os analogos da piperazina (figura 2), que sdo

geralmente substancias ndo controladas em alguns paises da Unido Europeia [15].
Entre as drogas sintéticas derivadas das piperazinas destacamos as benzilpiperazinas como a 1-

benzilpiperazina (BZP) e as fenilpiperazinas como a 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina (TFMPP),

a 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) e a 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP) (figura 2) [15, 16].

s SVe NG,
o Q\» QC)“\)\OQ\)

1-benzilpiperazina CFy 1-(4-metoxilfenil)
(BZP) 1-(3-trifluorometilfenil)  1-(3-clorofenil) piperazina piperazina (MeQPP)
piperazina (TFMPP) (mCPP)

Figura 2. Estrutura quimica das piperazinas em estudo.

Estes derivados piperazinicos como a BZP, MeOPP, mCPP e TFMPP entraram no mercado das
drogas como um novo grupo de designer drugs [17]. De facto, a primeira apreensao de BZP na
Europa ocorreu em 1999 na Suécia [18]. A piperazina foi inicialmente usada terapeuticamente
como agente anti-helmintico, sendo ainda utilizada em alguns paises, incluindo Portugal. No
entanto, o potencial das piperazinas como drogas recreativas destaca-se pelas suas
propriedades psicoactivas e pelo seu modo de accédo idéntico ao de outros estimulantes como a
anfetamina e ecstasy, sendo por isso uma alternativa legal, barata e segura a estas drogas [15,
19]. Em algumas ocasides sao misturadas com outras drogas de abuso para potenciar os seus
efeitos estimulantes e euforizantes, como é o caso de cocaina, ecstasy, anfetaminas e
ketamina [3, 15].

1.3 Legislacao e piperazinas

Segundo a Organizacao das Nacdes Unidas (ONU), os estimulantes do grupo anfetaminico estao
em segundo lugar na lista de drogas de abuso mais consumidas a nivel mundial, sendo

superados apenas pelo uso de cannabis.
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No entanto, outras substancias tém sido igualmente alvo de apreensao por serem susceptiveis
de utilizacdo recreativa, como € o caso dos derivados piperazinicos [10]; porém, a sua situacao

juridica ainda é muito inconsistente [20].

A BZP foi usada pela primeira vez na Europa como droga recreativa em 1999, e desde entao o
mercado expandiu-se a varios paises incluindo Bulgaria, Estados Unidos da América, Australia,

Suécia, Japao e Africa do Sul [21].

Entre 2000 e 2008, a Nova Zelandia era o Unico pais a desenvolver um mercado licito
significativo conhecido como BZP-party pills. A partir de Marco de 2006 foi aplicada a BZP uma
restricao R18, o que significa que a venda sé é legal para maiores de 18 anos. Todavia, a partir
de Abril de 2008, este mercado das BZP-party pills foi banido, tendo sido este grupo de drogas
reclassificado como de Classe |, e consequentemente tornando ilegal a sua posse, uso, venda,
importacdo, exportacao e fabrico destas e dos seus analogos, de qualquer isémero, sais ou

misturas contendo qualquer um dos compostos [22, 23].

Nos Estados Unidos da América, o aumento do abuso de BZP e TFMPP levou a que, a 20 de
Setembro de 2002, estes dois compostos tenham sido colocados temporariamente na Schedule |
da Controlled Substance Act (CSA) [17, 21], a que se seguiu a decisao de colocar
definitivamente a BZP nesta lista, a 18 de Marco 2004. A partir desta data passou a ser ilegal
fabricar, adquirir, deter, ou distribuir (vender, trocar ou dar) esta substancia sem uma licenca
especifica da DEA. Apesar disso, existem evidéncias que o uso destas drogas tem aumentado
naquele pais, uma vez que em 2004 s6 foram efectuadas 48 apreensdes de BZP, enquanto em
2009 o nimero aumentou para 13 822. Em 2003 as autoridades Japonesas comecaram também

a controlar estas substancias ao abrigo da Narcotics and Psychotropics Control Law [24].

A BZP é uma substancia controlada na Australia desde Fevereiro de 2003, e na Grécia e na
Italia desde 26 de Junho de 2007. Na Alemanha n&do ha restricoes directas sobre as piperazinas,
mas as substancias apresentadas como po branco que sdo psicoactivas sdo consideradas ilicitas
[25].

Tém sido descritas apreensdes de BZP, com maior relevancia desde Maio de 2007, em varios
paises da Europa, como Alemanha, Bélgica, Dinamarca, Espanha, Finlandia, Grécia, Holanda,

Irlanda, Malta, Noruega, Portugal, Reino Unido e Suécia [25].

A mCPP é uma nova droga sintética cada vez mais comum em paises da Europa. Esta droga foi
identificada pela primeira vez na Suécia, em 2004, e desde entdo ja foi apreendida por forcas
policiais de 26 paises europeus. Com efeito, durante o ano de 2006, foram apreendidos
aproximadamente 823 000 comprimidos, variando a quantidade de substancia activa em cada

comprimido entre 22 e 80 mg.
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Inclusivamente, esta droga ja foi detectada em comprimidos associada a outras drogas
estimulantes, ou até substituindo a MDMA. Porém, contrariamente a esta ultima, a mCPP nao

possui restricdes ao seu uso na maioria dos paises [10].

Segundo o documento do OEDT, desde Dezembro de 2005 foram confiscadas na Dinamarca as
substancias mCPP, BZP, TFMPP e MeOPP, estando incluidas na Tabela B da Executive Order
698/1993 on Euphoric Substances [10], onde se encontram também compostos utilizados para
fins médicos e cientificos controlados, como por exemplo a cocaina, MDMA, anfetaminas e
metadona [25].

Em Portugal, a BZP encontra-se sob a regulamentacao da Lei n.° 18/2009 de 11 de Maio, que
procede a alteracao do Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de Janeiro, sendo portanto sujeita as

mesmas medidas de controlo aplicadas aos estupefacientes e substancias psicotropicas [26].

1.4 Formas de apresentacao das piperazinas

Estas drogas sao geralmente vendidas através da internet, em discotecas, festas particulares,
eventos musicais ou até mesmo nas ruas através do mercado negro, principalmente na forma
de comprimidos, mas também sob a forma de capsulas. Os comprimidos possuem variadas
formas, cores e tamanhos, sendo por vezes impressos com logdtipos atractivos, como por

exemplo “Mitsubishi” ou "Smiley” como podemos ver na figura 3 [17, 18, 24].

Mitswbicls ross

mCPP

/”—T[ MPP ﬂ

Sem designacio
Sem designagio

H( —)—’

BZP+TEMPP TEMPP

11

Figura 3. Comprimidos e capsulas relacionadas com as
piperazinas [2].
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Podem ainda ser comercializados na forma de pd, liquido ou solucdo mas no entanto menos

frequentemente [15].

Acredita-se que muitos dos produtos contendo BZP sdo originarios da Nova Zelandia, onde se
desenvolveu um amplo mercado para esta substancia. A dose média era inicialmente de cerca
de 50 mg, mas actualmente é de 70 a 250 mg [23]. Quanto a pureza, consegue adquirir-se na

Internet BZP com um grau de pureza superior a 99% [27].

Comummente as outras drogas, estes derivados tém também nomes bastante apelativos, como
party pills, herbal highs ou ainda legal highs. Mais especificamente a BZP, que esta disponivel
em sites Europeus, desde Janeiro de 2000, sendo designada por A2, Legal E, Legal X, Frenzy e
Nemesis [15, 19, 28]. A TFMPP é conhecida como Molly [28], enquanto a mCPP é popularmente

denominada X4, rainbow, regenboogies e arc-en-ciel [10].

A BZP e a TFMPP sao frequentemente consumidas concomitantemente [23]. Algumas vezes sao
também utilizadas outras misturas de piperazinas, ou entdo associadas a outras drogas como
MDMA, cocaina, anfetaminas e ketamina [15]. Alguns autores indicam que os comprimidos de

mCPP podem conter diversos diluentes e adulterantes, como MDMA ou cocaina [10].

Hoje em dia, o baixo custo, a facilidade de transporte, o facto de ainda ndo serem substancias
regulamentadas na maioria dos paises e a comodidade com que sdo adquiridas, devido a
existéncia de variadissimos sites na Internet, fazem com que a sua procura e oferta seja muito
maior, aumentando deste modo a sua popularidade e consumo. Este pode ser circunstancial na
maior parte das vezes, estando ligado a determinados acontecimentos como festas, ou ainda
ser derivado da curiosidade. Porém, este uso casual pode muito bem ter por vezes outras
finalidades que nao as recreativas, como por exemplo, serem consumidas para aumentar o

rendimento desportivo ou para estudar [2].

2. Piperazinas: Caracteristicas

2.1 Estrutura quimica e classificacao

As piperazinas sdo compostos que representam uma ampla classe quimica de substancias com
uma estrutura heterociclica hexagonal que contém no anel saturado dois atomos de azoto em

posicoes opostas (figura 4) [2, 5, 10].
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HN NH

Figura 4. Estrutura quimica da piperazina.

Com base na natureza quimica dos substituintes na estrutura ciclica, as piperazinas sao
classificadas em dois grupos principais: as 1-benzilpiperazinas e as 1-fenilpiperazinas, que
posteriormente podem também ser substituidas. Nas 1-fenilpiperazinas o atomo de azoto esta
ligado a um grupo fenilo, enquanto nas 1-benzilpiperazinas esta ligado a um grupo benzilo. Um

grupo metilo separa o anel aromatico do grupo heterociclico (figura 5) [2].

Piperazinas Y RI R2 R3

@H

N
Rz Y/
R1
l-benzilpiperazina (BZP) CH: H H H
1-(3,4-metilenodioxibenziljpiperazing (MDBP) | CH: H OCH:0O
1-(4-metoxifeniljpiperazing MeOPP) — H H OCH;

1-{3-clorofenil)piperazing (mCPP) — H H
1-{3-trifluorometilfenil)piperazing (TEMPP) — H (I H

Figura 5. Grupos de substituintes na estrutura quimica das drogas relacionadas
com a piperazina [2].

Devido a terem uma estrutura semelhante a da piperidina (figura 6) - constituinte do alcaloide
piperina encontrado na pimenta negra (Piper nigrum) - as piperazinas eram inicialmente
consideradas como drogas naturais, sendo comercializadas como natural e herbal highs, facto
que levou a afirmar-se que proporcionavam uma alternativa segura a substancias ilicitas como
as anfetaminas [23]. No entanto, as piperazinas nao sao compostos que ocorrem naturalmente

mas sim substancias puramente sintéticas [15, 25].
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Figura 6. Estrutura quimica da piperidina.

A piperazina e os seus derivados sao também importantes componentes ciclicos como matérias-
primas na area industrial de materiais, tais como endurecedores de resinas epdxi, insecticidas,

catalisadores uretano e antioxidantes [15].

2.2 Propriedades fisico-quimicas das piperazinas

Fisicamente as piperazinas sdo cristais incolores, vitreos e com cheiro caracteristico. Todas as
piperazinas em estudo sdo bases organicas, cujo valor da constante de ionizacdo € superior a 8
(tabela 1) [2, 29]. A pH 7,4 e a 37 °C, a percentagem de ionizacao varia entre os 80, para os
derivados com pKa mais baixo, e os 97% para aqueles cujo valor de pKa é mais elevado. Sendo

assim, as piperazinas estao protonadas em condicoes fisiologicas [2].

Tabela 1. Dados fisico-quimicos das piperazinas estudadas [2].

Composto MeOPP BZP mCPP TFMPP
CAS®) 38212-30-5 2759-28-6 6640-24-0 15532-75-9
Massa Molecular 192,26 176,26 196,68 230,23
Formula Molecular C11H16N20 C11H16NZ C10H13ClN2 C11H13F3NZ
Ponto de fusao (°C) 42-47 17-20 210-214 —
Ponto de ebulicdo (°C) 130 145760mmHg 145-1503mmug 65-725mmHg
Pressdo de vapor”’
_ - 0,479 1,87
(10mmHg)
Solubilidade em agua (mg/L) — 2600 7310 —
pKa™" 9,00 9,59 8,64/8,72 8,66
()  CAS: Chemical Abstracts Service;
(**) a25°;
(**) a37°C.

A BZP pode estar disponivel na forma de sal, como cloridrato (cristais sélidos), ou sob a forma

de base; neste Gltimo caso é liquida e de cor verde-amarelado. Como base liquida é corrosiva,

pelo que é principalmente comercializada na forma de cloridrato (BZP-2HCl) [29].
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2.3 Farmacocinética

Apds administracdo, os tdxicos (drogas ou farmacos) passam pelos seguintes processos no
organismo: absorcao, distribuicao, biotransformacao (metabolismo) e eliminacao. Ao conjunto
formado por estes processos da-se o nome de farmacocinética.

Para produzirem os efeitos desejados € necessario que as piperazinas sejam introduzidas no
organismo (administracao), para que possam atingir a circulacao sanguinea (absorcao), alcancar
células, tecidos e o6rgdos-alvo (distribuicdo) onde vao exercer a sua accao farmacologica. A
biotransformacao ou metabolismo destes compostos antecede a sua eliminacao do organismo,

por exemplo na urina [2].

2.3.1 Absorcao

Absorcao é o processo pelo qual um quimico atravessa as varias barreiras membranares do
organismo antes de entrar na corrente sanguinea. Os principais locais de entrada sdo o tracto
gastrointestinal, os pulmoes e a pele. Relativamente aos compostos em estudo, as piperazinas,
estas sao administradas na maior parte das vezes por via oral, na forma de comprimidos,
capsulas ou misturadas em bebidas, existindo algumas evidéncias de administracdo por via
intravenosa (i.v.) ou nasal [17, 22, 24]. Sao absorvidas pelo tracto gastrointestinal de forma
rapida, no entanto variavel. As propriedades lipofilicas de alguns destes compostos permitem a
sua passagem através das membranas biologicas facilitando a sua absorcao [2].

A dose habitual para utilizacao recreativa de BZP é de um ou dois comprimidos, variando a
dosagem entre 25 a 200 mg. Quanto aos seus efeitos, estes mantém-se aproximadamente

durante 6 a 8 horas apds a administracdo de uma dose de 100 mg [18]. A concentracao

plasmatica maxima (Cns) € alcancada em 75 minutos [30], sendo o tempo de semi-vida (t,,) de

5,5 horas. Quanto aos seus metabolitos, a 4-hidroxi-benzilpiperazina (4-OH-BZP) e 3-hidroxi-
benzilpiperazina (3-OH-BZP), as concentracdes plasmaticas encontradas foram de 7 ng/mL (tmax

=60 min.) e 13 ng/mL (tns = 75 min.), respectivamente [30].

Para a mCPP, as doses encontradas em comprimidos apreendidos variam de 2 a 46 mg, sendo
que a Cpax € de 30,8 ng/mL e o t de 120 minutos apo6s administracao oral de uma dose de 0,5
mg/Kg [2].

Estudos farmacocinéticos revelam que a biodisponibilidade (capacidade do composto atingir a
circulacao sanguinea na forma activa) da mCPP varia entre os 12 a 84% ou 14 a 108% [2], o que
indica uma grande variabilidade interindividual.

0 ty,; é de 2,6 a 6,1 horas apos administracao oral, € 2,4 a 6,8 horas apos administracdo por via
i.v. [2].
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Outra consideracao importante relacionada com mCPP é o facto de que, no Homem, esta
substancia € um produto de biotransformacao activo do farmaco antidepressivo trazodona,
representando 0,15% da dose na urina apos administracao oral de 150 mg [2].

A mCPP, sendo uma droga administrada oralmente, é sujeita ao efeito de 1% passagem no

figado onde é biotransformada antecipando a sua distribuicao no organismo [2].

Para a TFMPP, a concentracao plasmatica maxima € de 24 ng/mL e é obtida 90 minutos apos o

consumo de uma dose oral de 60 mg [30], sendo o t;,; de 66 minutos.

Quanto a MeOPP, a dose estimada para a sua utilizacdo como substancia recreativa é de
1mg/Kg [2].

2.3.2 Distribuicao

Distribuicdo € o processo pelo qual os compostos absorvidos sao distribuidos pelos varios orgaos

podendo produzir efeitos, ser armazenados ou eliminados [31].

Uma vez absorvidas, as piperazinas distribuem-se entre os eritrocitos e o plasma, e neste
altimo, entre a fraccdo aquosa e a proteica. A ligacdo da mCPP e TFMPP as proteinas
plasmaticas é fraca, 30 a 40% [32, 33]. Para a BZP e MeOPP nao existem dados publicados.

No geral, para as 1-arilpiperazinas, a razao entre as concentracoes sanguineas e plasmaticas
(razdo sangue/plasma) é proxima da unidade; por exemplo, para a mCPP é de 1,1, revelando
uma distribuicdo equitativa entre os globulos vermelhos e o plasma. Estudos realizados em
ratos revelam que o volume de distribuicdao (VD) da mCPP é de 4,0 L/kg e da TFMPP ¢ de 16,2
L/kg, indicando assim uma distribuicao tecidular extensa [32, 33].

Apds administracao i.v. as piperazinas distribuem-se em grande extensdo nos rins, figado e
pulmées e em menor quantidade no coracao e musculo-esquelético.

As concentracdes encontradas no SNC sao sempre mais elevadas quando comparadas com as

concentracdes no sangue [2].

2.3.3 Biotransformacao e Eliminacao

Biotransformacao refere-se ao processo pelo qual os compostos lipofilicos (e como tal

dificilmente excretados) sdo modificados quimicamente (metabolizados) no organismo através
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de reaccdes enzimaticas, com formacdo de compostos mais hidrofilicos. Estes sdao mais

rapidamente excretados na urina, saliva e suor, entre outros [31].

No que diz respeito ao processo de biotransformacao das piperazinas, as principais reaccées na
Fase | sao a hidroxilacdo aromatica simples para a BZP, TFMPP e mCPP, e O-desmetilacédo
aromatica para a MeOPP. Quanto a hidroxilacdo aromatica esta consiste na introducao de
grupos hidroxilo no anel aromatico com posterior formacao das respectivas hidroxi-piperazinas.
Na reaccdo de O-desmetilacdo, da-se a perda de um grupo metilo através da quebra da ligacao
éter-benzilica, transformando a MeOPP num metabolito hidroxilado [17, 34].

Nas reaccoes de Fase Il, ocorre a conjugacdo com o acido glucurénico (glucuronidacao) ou com
o radical sulfato dos metabolitos hidroxilados (sulfatacao) através da uridina difosfato (UDP)

glucuronosiltransferases (UGT) e sulfotransferases, respectivamente [35].

Ao contrario das outras piperazinas, a BZP nao é extensivamente metabolizada, sendo
eliminada na urina sob a forma inalterada. Apesar disso, a percentagem de BZP eliminada na
urina nas 48 horas seguintes a sua administracao representa 6,7% da dose consumida e passado
esse tempo o composto ja ndo é detectado [2]. No plasma pode ser detectada até 30 horas
apos o consumo de uma dose oral [36]. Staack et al.[37] referem que alguns metabolitos sao
excretados como conjugados de acido sulflrico e/ou glucuronico [15], sendo detectados na
urina decorridas 48 horas apos a sua administracao, tendo-se que a 4-OH-BZP (figura 7) [34] e a

3-OH-BZP (figura 7) [34], representam respectivamente 0,43% e 0,02% da dose consumida [2].

Glucuronidos ou
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Figura 7. Representacao esquematica do metabolismo da BZP: (1) BZP; (2) 4-OH-BZP; (3) 3-OH-
BZP; (4) 1-(4-hidroxi-3-metoxi-benzil)piperazina; (5) piperazina; (6) benzilamina; (7) N-
benziletilenodiamina [34].
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Quanto a TFMPP (figura 8) [34], esta é largamente metabolizada pelo organismo e eliminada na
urina sob a forma alterada [34, 37], representando 0,7% da dose administrada [2], sendo a 4-
hidroxi-trifluorometilfenilpiperazina o seu metabolito principal [2, 21]. A principal reaccao
metabodlica é a hidroxilacao aromatica a hidroxi-TFMPP seguida de glucuronidacdo parcial ou
sulfatacao. A degradacao do heterociclo piperazinico através da dupla N-desalquilacédo leva a
formacao da N-(3-trifluorometilanilina) ou da N-(3-trifluorometilfenil)-etilenodiamina (figura 8)

[15, 34, 37].

Q’N%\un AAW Fase| —>
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Figura 8. Representacdo esquematica do metabolismo da TFMPP em ratos: (1) TFMPP; (2) hidroxi-
trifluorometilfenilpiperazina (OH-TFMPP), 2 isomeros; (3) N-(3-trifluorometilfenil)etilenodiamina; (4) N-
(hidroxi-3-trifluorometilfenil)etilenodiamina; (5) 3-trifluorometilanilina; (6) N-acetil-3-
trifluorometilanilina; (7) hidroxi-3-trifluorometilfenilanilina; (8,9) N-acetil-hidroxi-3-
trifluorometilanilina; (10,11) conjugacao com o acido glucurdnico e com sulfatos (12) [34].

Estudos realizados em urina de ratos confirmaram a descoberta de um extenso metabolismo da
mCPP e da formacao do hidroxi-mCPP (figura 9) como principal metabolito urinario [34]. A
semelhanca da BZP e TFMPP, a mCPP também sofre hidroxilacdo aromatica seguida de
degradacdo da piperazina heterociclica por dupla N-desalquilacdo, dando origem a N-(3-

clorofenil)etilenodiamina ou a 3-cloroanilina (figura 9) [2].
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Figura 9. Representacao esquematica do metabolismo da mCPP nos ratos: (1) mCPP; (2,3) hidroxi-
clorofenilpiperazina, 2 isomeros; (4) N-(3-clorofenil)etilenodiamina; (5) 3-cloroanilina; (6) N-acetil-3-
cloroanilina; (7,8) hidroxi-3-cloroanilina; (9,10) N-acetil-hidroxi-3-cloroanilina [2].

A MeOPP, como as outras duas fenilpiperazinas, também é extensivamente metabolizada [34].
No entanto, o processo metabélico mais importante para este composto € a O-desmetilacdo do
grupo metoxilo do anel aromatico [2]. O produto formado, 1-(4-hidroxifenil)piperazina, € o seu
metabolito mais abundante que é subsequentemente conjugado com o acido glucuronico e
sulfatos [2, 34].

De um modo geral, a biotransformacao de tdxicos é realizada enzimaticamente, sendo as
reaccoes da Fase | catalisadas por enzimas do citocromo P450 e que estao localizadas no
reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos. O rim, o tracto gastrointestinal e os pulmoes também
podem apresentar capacidade metabolica [2]. O citocromo P450 apresenta na sua constituicdo
varias isoenzimas, entre as quais a CYP 2D6, CYP 3A4 e a CYP 1A2 que sao as principais
envolvidas no metabolismo das piperazinas. No que respeita a hidroxilacao aromatica da mCPP

e da TFMPP e a O-desmetilacao da MeOPP, estas sao catalisadas exclusivamente pela CYP 2Dé6

[2].
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Relativamente a eliminacdo destas drogas, a principal via é a renal, sendo eliminadas na urina
sob a forma inalterada em quantidade reduzida, inferior a 1%, para os compostos menos
hidrofilicos (mCPP e TFMPP) [2]. 24 horas apo6s administracao, verifica-se a presenca na urina
de 0,3% e 0,5% da dose administrada para a TFMPP e mCPP respectivamente [2, 23].

A TFMPP foi detectada em amostras de urina apos 24 horas, sendo que 0,58% da dose foi
excretada por esta via e 0,18% na forma inalterada. Os restantes 0,4% foram excretados sob a
forma de N-glucuronido [38].

Quanto a BZP, sao referidas percentagens que variam entre 5 e 30% na taxa de excrecado

urinaria da droga na forma inalterada [39].

2.4 Mecanismo de acc¢ao das piperazinas

As piperazinas sao classificadas como agonistas de accao indirecta das sinapses noradrenégicas,
dopaminérgicas e serotoninérgicas, provocando assim os mesmos efeitos neurotdxicos que as
anfetaminas ou a MDMA [21]. Estas acc¢Oes resultam da inibicdio da recaptacao dos
neurotransmissores [24, 37]. Desta forma, as piperazinas induzem lesées nos terminais nervosos
serotonérgicos. Os consumidores destas drogas de abuso apresentam uma reducéao significativa
de receptores serotonérgicos e do respectivo transmissor, comprovando os efeitos

neurodegenerativos nos seres humanos [21].

De acordo com o mecanismo da accao biolégica da MDMA, postula-se que as piperazinas actuam
ao nivel dos neurdnios serotonérgicos, promovendo a libertacdo da serotonina por substituicao
ao nivel do transportador SERT (transportador pré-sinaptico da serotonina) e apresentando
diversas fases excitatorias. Na primeira fase, as piperazinas penetram nas vesiculas sinapticas e
impulsionam o fluxo de serotonina (figura 10). Na segunda fase, o aumento de serotonina deve-
se a inibicdo da degradacdo metabolica do neurotransmissor pela MAO ao nivel da mitocondria.
A terceira fase caracteriza-se por um conjunto de sinais celulares, tais como inibicao da
biossintese e armazenamento da serotonina nas vesiculas, estimulacdo da libertacdo da
serotonina na fenda sinaptica, estimulacao dos receptores pos-sinapticos e inibicao do sistema
de captacao neuronal da serotonina. Por fim, a quarta e Ultima fase representa um estado de
taquifilaxia, ou seja, um esgotamento das reservas de serotonina, induzindo as alteracoes

psicoticas referidas anteriormente [40].
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Figura 10. Imagem ilustrativa do mecanismo de accao de drogas de abuso do tipo das piperazinas.
(Adaptado de www.drugabuse.com)

Este modo de accao semelhante das piperazinas e das drogas estimulantes do tipo das
anfetaminas apresenta o efeito desejado de euforia, estado e alerta e sociabilidade,

alcancando assim a sua condicao de party pills [15].

As propriedades psicoactivas de compostos contendo piperazina sao causadas pela
sua capacidade de se ligar aos receptores de serotonina, sendo que o mecanismo de accao
molecular destas € responsavel por um aumento de 5-HT no SNC envolvendo a inibicao da
recaptacao sinaptica do neurotransmissor pela BZP, TFMPP e mCPP. A BZP liga-se a receptores
5-HT2A e causa leves efeitos alucinogénicos quando tomada em doses elevadas, enquanto a
ligacao a receptores 5-HT2B explica os efeitos secundarios periféricos como dores de estdbmago
€ nauseas uma vez que este receptor esta densamente disponivel no intestino. Ao ligar-se aos
receptores 5-HT3, a BZP causa efeitos secundarios comuns como cefaleias, ja que este receptor

esta envolvido no desenvolvimento das enxaquecas [24, 34, 37].

Os efeitos estimulantes da BZP devem-se em grande parte ao seu efeito sobre a transmissao
neuronal dopaminérgica demonstrada pela actividade agonista nos receptores pos-sinapticos de
dopamina (DA) [30]. Estudos em animais realizados por Bauman et al. [21] demonstram que a
BZP estimula a libertacao e inibe a recaptacao da dopamina, serotonina (5-HT) e noradrenalina
(NA), predominando os efeitos dopaminérgicos e serotonérgicos. No entanto, a libertacdo de
noradrenalina actua como antagonista do adrenoreceptor a2, sendo esta uma possivel causa de
taquicardia e afins efeitos fisioldgicos [30]. Durante estes estudos, verificou-se ainda que a BZP

era menos potente que a MDMA, a metanfetamina, ou anfetamina [15, 21].
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Quanto a TFMPP, esta tem efeitos similares ao LSD e, como este, também actua numa série de
subtipos de receptores 5-HT, como por exemplo 5-HT1B, 5-HT1C e 5-HT2 [30]. Os seus efeitos
sao quase exclusivos do sistema serotonérgico, e por esta razao tem sido amplamente utilizada
como biomarcador da actividade da serotonina [23]. Como agonista do 5-HT1B, tem efeitos no
sistema nervoso simpatico, aparecendo em efeitos excitatorios que sdao acompanhados por

hipertensao e taquicardia [23].

A mCPP é o composto mais estudado. O mecanismo de accao ocorre devido a ser agonista do
receptor de serotonina pos-sinaptico. A mCPP apresenta interac¢des agonistas dos receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT2C, 5-HT2A, 5-HT3, e/ou 5-HT1B. Tém sido também relacionados
com este composto efeitos como libertacao de serotonina através de mecanismos dependentes
de transportadores (SERT), interaccoes agonistas e antagonistas com diferentes receptores de
serotonina, inibicao da recaptacao de serotonina, ligeira libertacdo de dopamina, bem como
interaccbes com receptores dopaminérgicos e adrenérgicos [20]. Os seus efeitos negativos,
como ansiedade, dores de cabeca e perda de apetite sao provavelmente mediados pela sua
accao nos receptores 5-HT,c [41-43], enquanto os seus efeitos alucinogénicos em elevadas doses
sao causados pela activacao do 5-HT;,.

Outros efeitos como nauseas e hipoactividade podem ser resultado do aumento da actividade
do 5-HT;¢ e de uma estimulacao de 5-HT; [44, 45].

Quando consumidas em conjunto, estas drogas sao ainda responsaveis por elevados niveis de DA
e 5-HT, um efeito semelhante ao da MDMA. Os niveis de DA e 5-HT libertados a partir de uma
dose combinada de BZP e TFMPP sao muito maiores do que os efeitos individuais de BZP e

TFMPP sugerindo uma interaccao farmacodinamica em animais [15, 21].

Quanto a MeOPP, foi realizada uma pesquisa bibliografica na base de dados bibliograficos de
pesquisa cientifica PubMed (da National Library of Medicine) com a palavra chave “1-(4-
methoxyphenyl)piperazine”, e nenhum dos artigos encontrados aborda a accdo farmacoldgica

do composto.
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2.5 Efeitos toxicos

As piperazinas, como drogas que sdo, para exercerem a sua accao farmacologica e para que
consigam provocar uma resposta farmacodinamica (principalmente no SNC), precisam de
atravessar a barreira hematoencefalica. Assim, a sua actividade central é determinada pela
velocidade e extensao com que conseguem penetrar no tecido nervoso, estando estes factores
relacionados com as caracteristicas lipofilicas dos compostos, a sua ligacdo as proteinas

plasmaticas e a sua constante de ionizacao [2].

Como referido, devido ao seu modo de accao semelhante ao da MDMA, estudos em animais e
humanos tém demonstrado que os efeitos farmacoldgicos da BZP sdo qualitativamente
semelhantes aos das anfetaminas, embora com poténcia inferior, e podem originar taquicardia
e aumento da pressao arterial sistolica [15, 23]. Consumidores de BZP descrevem efeitos como
euforia, aumento do estado de alerta e um sentimento geral de bem-estar. A percepcao das
sensacoes, tais como cor, sabor ou a misica também pode ser subjectivamente aumentada [15,
18].

No que diz respeito a TFMPP os efeitos sdo classificados como estando situados entre os da
MDMA e os efeitos psicadélicos do LSD [5, 24, 34, 37].

Outros efeitos secundarios sao a desidratacdo, convulsdes, nauseas leves a graves, sintomas
gripais, rigidez do pescoco, cansaco, ansiedade, dores musculares, enxaqueca, bem como
insonia, perda de apetite, ressaca severa apds passados os efeitos, midriase, estado de alerta
acentuado, prurido, confusao, agitacao, tremor, distonia, tonturas, dor no peito, taquicardia,
hipertermia, hipertensao arterial, palpitacoes, hiperventilacdo e problemas urinarios
(retencdo) [15]. Os efeitos toxicos mais graves associados com estas drogas incluem psicose,
toxicidade renal e convulsoes, agitacdo, hiponatrémia, palpitacées e ataques de panico [15,
46].

As piperazinas apresentam por si proprias os efeitos acima referidos. No entanto, na maior
parte das vezes os consumidores utilizam estas drogas em combinacdo, ou até mesmo uma
combinacdo destas com outras drogas, com o objectivo de potenciarem os seus efeitos

estimulantes, o que aumenta de igual forma os seus efeitos toxicos.

A administracdo de uma mistura de BZP e TFMPP - uma combinacado que ocorre varias vezes -
origina efeitos entactogénicos (sensacao de proximidade, de empatia, perda de praticamente
todos os medos) semelhantes a MDMA, originando ainda efeitos secundarios como insonia,
ansiedade, nauseas e vomitos, dores de cabeca persistentes, sintomas gripais e algumas vezes
psicose (panico e parandia extrema) [15, 18, 30]. Austin et al. descreveram um caso de psicose

aguda quando a BZP foi administrada em conjunto com a cannabis [15].
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Baumann et al. sugerem que a combinacao de BZP e TFMPP leva a libertacao de DA e 5-HT dos
neurdnios através de mecanismos dependentes de transportadores, criando experiencias
idénticas as que se observam aquando do consumo de MDMA, devido aos seus mecanismos
semelhantes [15]. No entanto, a descoberta mais significativa desta pesquisa foi o sinergismo
entre BZP e TFMPP, pelo que estas drogas quando tomadas em conjunto levam a uma maior
libertacdo de DA do que quando a droga é consumida isoladamente [15]. Entre as experiéncias
descritas pelos autores estavam uma sensacao de rubor, ondas de euforia, e leves efeitos

visuais (semelhante a uma dose baixa de mescalina ou LSD) [15].

Quando consumidas em conjunto com o alcool, os efeitos secundarios das drogas tendem a ser

significativamente agravados, sobretudo as cefaleias, nauseas e ressacas [15].

Outros efeitos secundarios da administracdo de piperazinas em doses altas incluem

alucinacoes, convulsdes, e depressao do SNC [18].

No que diz respeito aos efeitos comportamentais, Baumann et al. descrevem a BZP como um
potente estimulante locomotor que provoca aumentos na deambulacdo (andar em circulos),
efeitos semelhantes aos das anfetaminas, o que nao foi observado com a TFMPP [21]. A
administracao repetida de BZP produziu ainda um aumento da hiperactividade, movimentos
involuntarios da cabeca, comportamentos estereotipados e tempo de reaccao diminuido [25].
Os problemas psicoldgicos descritos neste estudo foram perda de sono, de energia,
pensamentos estranhos, alteracées de humor, confusao e irritacao [25]. Quanto aos efeitos
atribuidos a mCPP, estes incluem efeitos psicologicos de natureza subjectiva, sentimentos
positivos, em particular uma sensacao de bem-estar, empatia, euforia [47], comparaveis aos
efeitos positivos da MDMA, e os efeitos estimulantes e alucinogéneos séo similares aos induzidos
apos consumo de MDMA, LSD e psilocibina.

Por outro lado, a mCPP induz também efeitos subjectivos negativos como a ansiedade, a
confusao, disforia [4] e alteracdes subitas do estado de animo [2, 48].

Em humanos esta droga desencadeia ansiedade, depressao, perda de nocao da realidade e
ataques de panico em individuos saudaveis [49]. Em individuos com disturbios psiquiatricos, a
administracao do composto agrava os sintomas da doenca, uma vez que provoca ataques de
panico em pacientes com perturbacdes de panico, obsessao em doentes obsessivo-compulsivos,
agorafobia, sintomas positivos em doentes com esquizofrenia e induz sintomas fisicos de

ansiedade [2].
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3. Microextraccdao em seringa empacotada (MEPS)

3.1 Introducao

A analise de amostras biologicas liquidas como por exemplo soro, plasma, sangue e urina, ou
solidas como o cabelo, por técnicas cromatograficas exige regra geral um pré-tratamento da
amostra. Isto deve-se a sua incompatibilidade com os sistemas cromatograficos, ao facto de
muitas das substancias em analise se encontrarem em concentracdes vestigiais e ainda a
complexidade das matrizes envolvidas, que podem conter varios tipos de interferentes (e.g.
acidos, bases, sais, proteinas e outros compostos organicos) com propriedades semelhantes aos
analitos de interesse [50, 51].

O objectivo de qualquer tratamento prévio de amostras é o isolamento do composto de
interesse para que possa ser introduzido e separado num sistema cromatografico com
selectividade e sensibilidade adequadas [51].

Uma vez que os compostos a analisar se encontram em pequenas concentracoes, a preparacao
da amostra permite ainda aumentar a sensibilidade por concentracao dos analitos no extracto
obtido; a preparacao das amostras biologicas pode envolver ainda a hidrélise dos compostos
conjugados e a precipitacao das proteinas [52].

Os principais métodos descritos para o isolamento e concentracao dos analitos em amostras
bioldgicas sdao a extraccao liquido-liquido (LLE), a extraccdo em fase solida (SPE), a
microextraccao em fase solida (SPME) e a MEPS [53], sendo que para o isolamento e
concentracao das piperazinas, os principais métodos utilizados sao a LLE e a SPE. A LLE é
descrita como a técnica mais utilizada para a extraccdo das piperazinas em amostras

bioldgicas, embora a natureza polar destas drogas dificulte o processo [2].

Por outro lado, as técnicas convencionais de preparacdo de amostras como a LLE ou a SPE
requerem grandes volumes de amostra para analisar, requerendo também um elevado consumo
de solventes organicos e de tempo. De facto, o passo limitante de qualquer determinacao
analitica € a preparacdao da amostra. Numa tentativa de ultrapassar estes problemas, tém
surgido técnicas de microextraccdo como uma promissora abordagem, tendo inclusivamente
algumas delas vindo a ser aplicadas na determinacao de drogas de abuso em amostras
bioldgicas [51, 53].

Para a realizacdo deste trabalho optou-se pela MEPS, uma vez que é uma técnica de extraccao
que se encontra em franca expansao na preparacao de amostras. Por outro lado, nao existe na
literatura cientifica qualquer trabalho realizado com esta técnica no isolamento e

concentracao de piperazinas.
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A MEPS é uma técnica desenvolvida nos laboratoérios da Astra Zeneca em 2004 [54, 55], sendo
um método muito promissor para a extraccdo de drogas e metabolitos a partir de amostras
bioldgicas [54]. Esta técnica usa os principios basicos da SPE para obter um processo simples,
robusto e rapido, com um consumo minimo de solventes e adsorventes, sendo considerada

como a miniaturizacdo da técnica convencional de SPE [55, 56].

O aparelho de extraccao da MEPS disponivel comercialmente [57] consiste basicamente em
duas partes, uma seringa de 100-250 puL e um dispositivo cilindrico (BIN - Barrel Insert and
Needle Assembly) onde esta empacotado aproximadamente 1 mg de um material solido (fase
estacionaria), protegido por dois discos (frits) quimicamente inertes de politetrafluoroetileno
(PTFE), polietileno ou estruturas de aco inoxidavel (figura 11) [53, 58]. A extraccao ocorre no
dispositivo cilindrico, podendo a MEPS ser assim designada como uma pequena “coluna de

cromatografia liquida inserida numa seringa” [59].
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Figura 11. (A) Seringa de MEPS (250 pL) da SGE com coluna de extraccao; (B)
Representacao esquematica da coluna de extraccao [60].

A fase de extraccdo da MEPS baseia-se num sistema de passagem dupla, no qual a amostra é
aspirada varias vezes pela fase estacionaria favorecendo a retencdo dos analitos no suporte
solido. Apos a extraccao, o material solido é lavado com um solvente antes da eluicao dos

compostos alvo [55].
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Esta técnica difere da SPE convencional pelo facto de que o suporte solido onde ocorre a
extraccao esta inserido directamente na seringa e ndo numa coluna separada; por outro lado, o
volume de solvente usado na eluicdo dos analitos é de tal modo reduzido que pode ser
injectado directamente em sistemas cromatograficos, como a cromatografia gasosa (GC) e a
cromatografia liquida (LC), o que facilita assim o acoplamento on-line a estes sistemas [54].
Por outro lado, a preparacdo e analise de amostras pode ser efectuada recorrendo a um
equipamento comum, ndao sendo portanto necessaria qualquer modificacdo do sistema

cromatografico [55, 60].

Comparando com outras técnicas de extraccao como a LLE e a SPE, a MEPS apresenta diversas
vantagens. E uma técnica totalmente automatizada pois permite que os passos de
processamento de amostras, extraccao e injeccao possam ser realizados on-line usando a
mesma seringa. Tem ainda como vantagem o facto de ser uma técnica de extraccao rapida,
uma vez que permite preparar uma amostra em apenas dois ou trés minutos [53].

No que diz respeito ao suporte solido de MEPS, este pode ser reutilizado varias vezes apés a
etapa de lavagem. Uma coluna pode ser usada mais do que 100 vezes com amostras de plasma
ou urina e mais de 400 vezes para amostras de agua, o que ndo acontece com as colunas de SPE
gue sao de uso Unico [54]. O consumo de solventes organicos tanto na solucdo de lavagem como
na de eluicdo é minimo, e tem um baixo custo por analise [54, 55, 61].

Ainda, a MEPS é uma técnica robusta, que pode ser aplicada ndo so6 a amostras mais complexas
como plasma e urina, como também a amostras com conteldo elevado de solventes organicos
[53, 62]. Permite trabalhar com volumes de amostra muito mais reduzidos que a SPE ou a LLE
[54]. Tem ainda como vantagens o facto de se obterem rendimentos de extraccao elevados (60

- 90%) quando comparados por exemplo com a SPME (1 - 25%) [53, 63, 64].

3.1.1 Mecanismo de extraccao

O objectivo principal da MEPS consiste na remocao dos compostos interferentes presentes numa
matriz, permitindo simultaneamente o isolamento e a concentracao selectiva dos analitos [61,
64]. A separacao dos compostos existentes na amostra fundamenta-se no equilibrio de
distribuicdo do analito entre as duas fases envolvidas no processo extractivo: uma fase solida,
constituida por um solido adsorvente e uma fase liquida, onde esta contido o analito [2].

No processo de MEPS, faz-se passar a amostra liquida através de aspiracdes por uma coluna que
contém no seu interior o solido adsorvente; o analito é inicialmente retido pela fase solida,
ficando isolado da matriz, e os interferentes sao eliminados por limpeza da coluna. De seguida
o composto de interesse é eluido da coluna por intermédio de um solvente organico, obtendo-

se um extracto que contém os analitos concentrados.
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Existem quatro tipos basicos de mecanismos extractivos: fase reversa, fase normal, troca i6nica

,

e exclusao molecular, sendo que o modo de separacao mais utilizado em MEPS é o de fase
reversa. Num modo de separacao de fase reversa a fase estacionaria utilizada é apolar, ou
seja, as particulas adsorventes sdao hidrofobicas; como exemplos desta fase estacionaria temos
a silica ligada a grupos octadecilsilano (C18), etilsilano (C2) ou octilsilano (C8) [50]. Os
solventes de eluicao geralmente utilizados sao apolares, podendo no entanto ser usados

solventes polares como metanol ou acetonitrilo.

No que toca a MEPS de troca ionica (SCX), e a semelhanca do que acontece com a SPE, os
suportes solidos contém grupos funcionais de troca catidnica ou anionica que sdo responsaveis
pelas interaccdes electrostaticas que acontecem entre os compostos ionizados e o adsorvente
com grupo funcional de carga oposta [2, 65]. Neste tipo de mecanismo extractivo os solventes
de eluicdo sao solucdes acidas, basicas ou tampodes de forca i6nica elevada, convertendo o
analito ionico na sua forma molecular. Os ides com elevada selectividade para os grupos idnicos
da fase estacionaria, os contra-ides, vao competir com o analito para os locais da troca i6nica,

assegurando desta maneira a sua eluicao [2].

Os mecanismos de retencdo sao idénticos aos envolvidos na HPLC [50], ja que os materiais
adsorventes usados na MEPS sao na maioria dos casos, semelhantes aos encontrados nas colunas
cromatograficas, sendo constituidos por silica. A silica € um material solido, amorfo e poroso
cuja superficie quimica é ocupada por grupos hidroxilo, designados de silanol (figura 12), que
se encontram no final da cadeia do polimero e sdo os responsaveis pelas propriedades quimicas
da silica e pela ligacdo dos varios compostos [66].

Na MEPS, os grupos silanol isolados sdo os principais responsaveis pela maior parte dos
processos de adsorcao, conseguindo reter fortemente os compostos com grupos funcionais
polares e fazer com que a sua eluicdo seja muito mais dificil. As bases, em particular, sdo mais
fortemente retidas, ja que o silanol é um grupo acido e as interacgdes acido/base sao similares

as reaccoes de troca idnica [66].

OH

|
/1

Figura 12. Silanol
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3.1.2 Acondicionamento dos adsorventes

Para se obter uma maior eficiéncia no processo de extraccao, o material adsorvente deve ser
previamente acondicionado, uma vez que, quando seco, o material com uma fase C;g ligada

esta orientado de maneira completamente aleatoria para a superficie (figura 13-A) [66].

Diminuigdo da

. polaridade do

«' adsorvente de

P acondiciona-

da polaridade

“ '."_: da fase ligada

Figura 13. Trés modelos de uma fase Cyg ligada a silica: (A)
sem acondicionamento, (B) parcialmente acondicionada, (C)
completamente acondicionada [66].

Um acondicionamento perfeito acontece quando o adsorvente fica completamente exposto,
figura 13-C, permitindo a interaccdo maxima entre o soluto e a fase organica ligada,
acondicionamento este que pode ser conseguido ao utilizar solventes menos polares que o

metanol, como por exemplo o acetonitrilo ou isopropanol [66].

As interacgOes hidrofobicas que se estabelecem entre os analitos, com caracteristicas apolares
e a fase estacionaria ocorrem por intermédio de forcas de dispersao/Van der Waals. A ruptura
destas interaccoes é conseguida através de solventes ou mistura de solventes com caracter
apolar. Alguns solventes polares com caracteristicas suficientemente apolares para romper a
ligacao apolar e, como tal, provocar a eluicao do composto do adsorvente sdo o acetonitrilo e
metanol [67].
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3.1.3 Fases estacionarias usadas na MEPS

Como ja foi referido anteriormente, existem semelhancas entre as fases estacionarias usadas

na MEPS e na cromatografia liquida.

As fases estacionarias apolares utilizadas em MEPS sdo C18, C8, C2, SIL (silica), sendo a C18 a
mais popular entre elas. No entanto, esta situacao alterou-se quando foram introduzidas no
mercado fases estacionarias constituidas por silica modificada com grupos funcionais dadores
ou aceitadores de electroes, imobilizados na sua superficie.

A retencao do analito na superficie do adsorvente sera tanto mais significativa quanto maior for
a area superficial da fase estacionaria, exigindo uma estrutura porosa. Devido a estes factores,
a silica apresenta-se como um adsorvente muito Util uma vez que ostenta estrutura porosa e
rigida e apresenta uma area superficial elevada. Caracteristicas como a estabilidade aos
solventes, aquosos ou organicos, a grande diversidade dos grupos funcionais que podem ser
ligados a sua superficie e a obtencdo de extractos limpos constituem vantagens acrescidas da
sua utilizacao. No entanto, a recuperacao obtida € geralmente inferior quando comparada com
adsorventes poliméricos, particularmente para analitos polares. Outra desvantagem é a fraca

estabilidade fora de um intervalo reduzido de valores de pH.

Paralelamente ao que acontece na SPE, estes adsorventes poliméricos possuem caracteristicas
hidrofébicas devido a sua natureza polimérica constituida por uma grande percentagem de
carbono, o que lhes confere uma maior area superficial e maior capacidade quando comparados

com as fases de silica, podendo ainda ser aplicados numa gama alargada de pH [2].

Este tipo de fases estacionarias de natureza polimérica ou de silica possui grupos funcionais
aniénicos ou cationicos ligados que podem ser fortes ou fracos consoante o seu estado de
ionizacdo face aos valores de pH [58]. No entanto, este tipo de fases & frequentemente
aplicado em associacdo com fases estacionarias de fase reversa (extraccao de modo misto).
Como exemplo disso temos a M1, uma fase estacionaria simultaneamente apolar (80% de C8) e
de troca cationica forte (20% de SCX) baseada em silica modificada com acido sulfénico. Neste
tipo de extraccdao ocorrem dois mecanismos de retencdo primarios, onde uma Unica fase
estacionaria retém os analitos apolares por forcas de Van der Waals e os compostos basicos por
interaccdes electrostaticas.

Para posterior eluicdo sera necessario a utilizacdo de um solvente organico adequado para eluir
os compostos retidos por adsorcao, e para aqueles que foram retidos por troca ib6nica a sua
eluicao sera realizada com o auxilio de eluentes idnicos, acidos ou basicos, mediante troca com
um contra-ido presente no solvente ou por conversao a sua forma molecular [58].

Uma das mais promissoras aplicacdes desta fase estacionaria de modo misto € o isolamento de

drogas e metabolitos a partir de amostras de urina e sangue [58].
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A tabela 2 resume os diferentes exemplos de fases estacionarias passiveis de utilizacdo em
MEPS.

Tabela 2. Fases estacionarias usadas em MEPS [50].

NAO POLARES

C18 Octadecilsilano =Si-(CH,), - CH,
C8 Octilsilano =Si-(CH, ) -CH,
Cc2 Etilsilano =Si-CH, - CH,
POLARES
SIL Silica =51—0OH
TROCA IONICA
SCX Benzenossulfonilpropilsilano =Si-CH, -CH, - @ -SO;H”

3.1.4 Etapas do método de extraccao

A MEPS compreende em geral as seguintes etapas: acondicionamento da fase estacionaria,
aspiracdo da amostra (adsorcdo do analito ao adsorvente), lavagem da fase estacionaria
(eliminacao de interferentes), eluicao dos analitos e posterior injeccao no sistema

cromatografico, como se pode observar na figura 14.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5

Suporte
adsorvente

~a

- - - .

Aconditionamento Aspiracao Lavagem Eluicao Injeccao no
amostra sistema
(1-nvezes) cromatografico

Figura 14. Etapas do processo de extraccao na MEPS [54].
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Na etapa de acondicionamento da fase estacionaria, o suporte sélido é activado com um
solvente adequado, normalmente o metanol, que vai solvatar os grupos funcionais da fase
estacionaria permitindo assim a retencao dos analitos [53]. O ar presente na coluna é removido
e os espacos vazios sao preenchidos com solvente [58, 67]. Apds passagem do solvente, é

aplicada na coluna agua ou tampdes aquosos para equilibrar [58, 67].

De seguida a amostra que esta diluida num solvente fraco (por exemplo, agua) entra em
contacto com a seringa sendo aspirada por esta, para que os analitos fiquem retidos na fase
estacionaria, retencao esta que ocorre por interaccdes especificas com o adsorvente. Este
processo pode ser repetido sucessivas vezes, de forma a concentrar os analitos no interior da

seringa [53].

Na terceira etapa procede-se a lavagem da coluna com a finalidade de remover proteinas e
outros interferentes que possam estar presentes na amostra. Os solventes usados nesta fase
devem ser misciveis com a fase estacionaria, devendo ainda ter pouca afinidade para os
analitos; sao habitualmente utilizados agua e tampdes, para além de solventes organicos
diluidos na solucdo de lavagem, de modo que a que se possa eliminar mais eficientemente os
interferentes mais hidrofébicos [58]. Este passo da extraccao € critico, uma vez que o analito
deve permanecer retido na fase estacionaria e nao ser eluido em conjunto com os

interferentes.

Por Gltimo os analitos sao eluidos com um solvente organico pelo qual tém afinidade, como por
exemplo metanol, e injectados directamente no sistema cromatografico [53]. O solvente ou
mistura de solventes adequados devem ter capacidade de quebrar a interaccao adsorvente -
analito resultando na sua eluicdo. O solvente deve remover o menos possivel outras substancias

sem interesse que estejam também adsorvidas na coluna [58, 67].

4. Analise de piperazinas em amostras biolégicas

Na analise qualitativa e quantitativa de compostos organicos em matrizes bioldgicas, varias

técnicas instrumentais tém sido desenvolvidas, em particular, as técnicas cromatograficas [50].

Tendo em conta que a amostra se apresenta como uma mistura constituida por compostos
organicos diversos, sistemas cromatograficos como GC ou LC permitem separar os compostos
organicos existentes na amostra. Ambos, em geral, envolvem a distribuicdo ou a particdo dos
analitos entre duas fases diferentes, uma fase estacionaria e uma fase movel. O estado fisico
desta Ultima é o elemento de diferenciacdo entre as duas técnicas cromatograficas,

respectivamente, um gas inerte e um liquido. No entanto, estas técnicas separativas nao
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permitem detectar os analitos, para tal, associam-se a sistemas de deteccao como por
exemplo: detector de ultravioleta (UV), electroquimico, de espectrometria de massa (MS), de
fluorescéncia (FLD) [2].

No caso particular das piperazinas, estas podem ser analisadas pelas técnicas cromatograficas
anteriormente mencionadas [2]. Na tabela 3, retnem-se os varios métodos que tém sido

publicados para a determinacao deste tipo de compostos em amostras biologicas.

A pesquisa foi efectuada na base de dados da U.S. National Library of Medicine, National
Institutes of Health (PubMed) utilizando as palavras-chave “determination of piperazines in

biological samples”.
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Tabela 3. Revisao das metodologias analiticas que visam a determinacao de piperazinas em amostras bioldgicas.

Limite
. Método de . Quantificacao = 10
Referencia Compostos Amostra extraccéo Analise (LOQ) /Limite Recuperacao (%)
Deteccéao (LOD)
LOQ:
BZP-3 ng/mL
Plasma ratos ’ BZP-37,9
Wada, 2011 BZP, TFMPP (20 pl) SPE HPLC-FLD TFMPP- 1_5,2 TFMPP- 49,8
ng/mL;
LOD: 4,6 ng/mL
BZP-IE%Z,:/mL BZP-72
Wolfhart, BZP, mCPP, i ) ’ MeOPP-90
2010 MeOPP, TFMPP Plasma (1 mL) SPE LC-MS/MS MeOPP- 2,5ng/mL, mCPP-77
mCPP-1ng/mL, TFMPP-78
TFMPP- 5ng/mL
Guthery, 2010 BZP Cabelo (20mg) SPE LC-MS/MS
. Plasma (100 pL), urina . i . BZP - 94
Antia, 2010 BZP, TFMPP (5000L) LC-MS LOQ: 10ng/mL TFMPP - 89
TFMPP - 96,5
Barroso, 2010 | MPP, mCPP, Cabelo (20mg) SPE GC-MS LOQ: 0,05ng/mg mCPP - 97,2
MeOPP
MeOPP - 97,5
Dickson, 2010  BZP, TFMPP, Urina (2mL) LLE GC-MS LOQ/LOD: 0,025
mCPP mg/L

Trazodona e
metabolitos Plasma (--) SPE HPLC-UV -- mCPP - 92%
(mCPP)

Mercolini,
2008
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Trazodona e Plasma humano LOD: Trazodona-
Patel, 2008 metabolitos (mCPP) (5000L) LLE LC-MS/MS 10ng/mL, mCPP - 83
H mCPP -0,2 ng/mL

. LOQ/LOD: 0,1 BZP - 97,8
Vorce, 2008 BZP, TFMPP Urina (2mL) LLE LC-MS ma/L TEMPP - 101,4
LOQ:
BZP-2 ng/mL
LOD: BZP-0,57
BZP, p-MeOPP, o- Plasma ratos i ng/ml,
Wada, 2007 MeOPP (20 pL) SPE HPLC-FLD p-MeOPP -47,7
ng/ml;
0-MeOPP- 5,1
ng/ml
. Urina humana ) LOQ:10 ng/ml; BZP - 96
Tsutsumi, 2005 BZP, TFMPP (100 pL) SPE LC- MS LOD:5 ng/ml TFMPP - 99
Staack, 2002 BZP Urina rato LLE GC-MS
(5 mL)
Ming Yao, 2000 Nefazodona e Plasma LC-MS LOQ: 2 ng/mL mCPP - 79
’ metabolitos (MCPP) (100 L) *
Ming Yao, 1998 Nefazodona, mCPP Plasma (--) LLE LC-MS LOQ: 2 ng/mL mCPP - 86
Vatassery, 1997 Trazodona e Plasma LLE HPLC-UV - mCPP - 74

metabolito (mCPP) (500 pL)
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Il. Parte experimental

1. Material e Métodos

1.1 Padroes e reagentes

Os padroes de referéncia de dicloridrato de 1-benzilpiperazina, 1-(3-clorofenil)piperazina e
cloridrato de 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina foram adquiridos a Lipomed (Arlesheim, Suica);
os padrdes de dicloridrato de 1-(4-metoxifenil)piperazina e 1-(2-clorofenil)piperazina (oCPP -

padrao interno) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

O formato de amonio e o acido acético (HPLC-grade) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Lisboa,
Portugal). O metanol (Lichrosolv®) foi obtido através da Merck Co (Darmstadt, Alemanha). O

hidroxido de amonio (NH,OH) (pro analysis) foi adquirido a J.T. Baker (Deventer, Holanda).

1.2  Instrumentacao

e Sistema de purificacdo de agua Mili-Q Advantage A10® system da Millipore;

e Balanca analitica da Sartorius - modelo CP225;

e Vortex Mixer da Labnet International - modelo 230V;

e Placa de agitacdo magnética da Selecta - modelo ASINCRO, J.P.;

e Camara frigorifica da Dagard - refrigeracao a 4 °C;

e Medidor de pH da Metrohm - modelo 744;

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

e Bomba de vacuo da GAST - modelo DOA-P505-BN (EUA);

e Camara de congelacao da Electrolux - modelo Inspire;

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

e Centrifuga Heraeus Multifuge IS-R- Thermo Electron Corporation, (Osterode,
Alemanha);

e Agitador rotativo - modelo Movil-Rod, J.P. Selecta (Barcelona, Espanha);

e Seringa de MEPS (100-250 pL) da SGE - Analytical Science - Australia, adquiridas a
ILC (Porto, Portugal).
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1.3  Materiais

e Colunas de MEPS SGE - Analytical Science, adquiridas a ILC (Porto);
e Fases estacionarias, C, (etilsilano), Cg (octilsilano), Cys (octadecilsilano), SIL (silica

nao modificada) e M, (suporte troca cationica - 80% Cg e 20% SCX).

1.4  Solucoes

As solucoes padrao stock, individuais das substancias em estudo, foram preparadas em metanol
na concentracao de 1 mg/mL. Para tal, pesaram-se 10 mg de cada composto e diluiram-se em
metanol, num baldo volumétrico de 10 mL de capacidade.

As solucdes de trabalho destas substancias nas concentracoes de 10 e 1 pg/mL foram obtidas
por diluicao das respectivas solucdes padrao stock em metanol. Todas estas solucdes foram

armazenadas a 4 °C e ao abrigo da luz.

Para preparacdo do formato de amonio 5 mM, pesaram-se 315,3 mg de formato de aménia e
dissolvidas num baldo volumétrico de 1000 mL com agua MilliQ e a solucdo foi homogeneizada
por inversao. Apos preparada a solucao esta foi filtrada sobre vacuo com filtros hidrofilicos de

polipropileno de 0,2 pm de espessura e desgaseificada num banho ultrasénico.

Acido acético 1% (100 mL): Pipetou-se 1 mL de acido acético para um baldo volumétrico de 100
mL de capacidade contendo 50 mL de agua desionizada. Adicionou-se agua até completar o

volume e homogeneizou-se por inversao.
Amonia 5% em metanol (100 mL): Pipetaram-se 5 mL de NH,OH para um balao volumétrico de
100 mL de capacidade contendo 50 mL de metanol. Para obter o volume final de 100 mL

adicionou-se metanol até aferir o balao e homogeneizou-se a solucao por inversao.

Metanol 10% (100 mL): A um balao volumétrico de capacidade 100 mL, adicionou-se 10 mL de

metanol e aferiu-se o volume com agua desionizada. A solucao foi homogeneizada por inversao.
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1.5 Sistema cromatografico e de deteccao

Para a identificacdo dos compostos em estudo e a optimizacao do processo de extraccado, a
analise cromatografica foi realizada usando um sistema de HPLC com uma bomba quaternaria
modelo 600, acoplado a um detector de fotodiodos (PDA) modelo 2996 e um injector manual
com uma valvula rheodyne modelo 7725i e com um loop de 20 pL da Waters (Mildford, MA,
EUA). A separacdo cromatografica foi efectuada com uma coluna de fase reversa Xterra® MS
C4g de dimensoées 150 x 4,6 mm i.d. e 0,5 pm de espessura da Waters (lreland).

Para a validacdo do método usou-se um sistema Ultra High-Performance Liquid
Chromatography (UPLC) modelo 1290, equipado com um detector de fotodiodos modelo 1260 e
injector automatico modelo 1260 da Agilent (Santa Clara CA, EUA). Os compostos foram
separados numa coluna de fase reversa Zorbax 300 SB-C,g (5 pm, 4,6x150 mm) da Agilent (Santa

Clara CA, EUA) a temperatura ambiente (25 °C).

1.5.1 Condicbes cromatograficas

A fase movel utilizada foi uma mistura de formato de amonio 5 mM (pH 6,4) e metanol na
proporcao 55:45 (v/v) tendo a eluicdo ocorrido em modo isocratico. O fluxo da fase movel
manteve-se constante a 0,8 mL/min. Os tempos de retencao (em minutos) foram de 3,9 para a
MeOPP, 4,7 para a BZP, 7,5 para a mCPP e 10,7 para a TFMPP, obtendo-se uma boa separacao
cromatografica.

O tempo total do cromatograma foi de 15 minutos. A deteccao das piperazinas foi realizada aos
seguintes comprimentos de onda; 204 nm para a BZP, 236 nm para a MeOPP, 208 nm para a
mCPP e 246 nm para a TFMPP.

1.6 Amostras biologicas

As amostras de urina necessarias a prossecucao deste trabalho foram obtidas a partir de

voluntarios do laboratorio. Estas amostras foram refrigeradas a 4 °C.
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1.7 Procedimento de extraccao optimizado

O procedimento de extraccao foi optimizado previamente, descrevendo-se de seguida as
condicdes finais. Uma aliquota de 100 pL de urina foi fortificada com 25 pL de padréo interno e
diluida com 100 pL de agua desionizada. Agitou-se durante 30 segundos e procedeu-se a

extraccao por MEPS.

Apds acondicionamento prévio das colunas de extraccao com 250 pL de metanol e 250 L de
agua, as amostras foram aspiradas 8 vezes pela seringa de extraccao MEPS. Apds aspiracao da
amostra procedeu-se a lavagem da coluna com 250 pL de acido acético 1% e com 100 pL de uma
solucao aquosa de metanol a 10%. Os analitos foram eluidos com 50 pL de uma solucao
metanolica de amonia a 5%.

Apos cada extraccao procedeu-se a lavagem da fase estacionaria com 5x250 pL de metanol e
4x250 pL de agua desionizada, evitando assim efeitos de carryover e acondicionando a coluna

para a proxima extraccao.
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2. Resultados e discussao

2.1. Optimizacao da fase movel

Com a finalidade de melhorar a separacao cromatografica dos varios compostos em estudo, foi
necessario optimizar a composicao da fase movel. Desta forma, e com base na literatura
cientifica, foram avaliadas varias composicoes, usadas em estudos envolvendo derivados dos

compostos em estudo, em modo isocratico e com diferentes fluxos [11, 18].

Inicialmente, foi experimentada uma fase movel cuja composicao era acetato de amoénio 1TmM,
acido formico e acetonitrilo (39:1:60, v/v/v) a um pH de 3,1 e com um fluxo de 0,5 mL/min.
Usando esta fase mavel, como se pode observar na figura 15, nao foi possivel obter uma boa

separacao e identificacdo dos compostos, ja que eluiam ao mesmo tempo.

0,40

6.966+—

5 0,20
< ]
0,10
0,00 |
! | ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! !
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Minutes

Figura 15. Cromatograma das piperazinas em estudo utilizando uma fase movel de
acetato de amonia TmM, acido formico e acetonitrilo (39:1:60, v/v): (1) MeOPP, (2)
mCPP e TFMPP.

Posteriormente, optou-se por utilizar uma combinacao de acetato de amoénio 1 mM e
metanol (40:60, v/v). Usando esta fase movel voltou a ndo ser possivel obter uma boa

separacdo, uma vez que a BZP co-eluia com a MeOPP (3,6 min) (figura 16).
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Figura 16. Cromatograma das piperazinas em estudo utilizando uma fase mdvel de acetato de amdnia
1mM e metanol (40:60, v/v): (1) MeOPP e BZP, (2) mCPP e (3) TFMPP.

Por modificacao da fase mével anterior, substituindo o acetato de amédnio por formato
de amoénio, obteve-se uma boa separacdo cromatografica das piperazinas (figura 17). A fase
movel usada foi formato de amoénio 5 mM e metanol (55:45, v/v) a pH 6,4 e um fluxo de 0,8
mL/min. Os tempos de retencao dos compostos foram os seguintes (em minutos): 3,9 para a
MeOPP, 4,7 para a BZP, 7,5 para a mCPP e 10,7 para a TFMPP.

L T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

Mnutes

Figura 17. Cromatograma das piperazinas (5 pg/mL) de estudo utilizando
uma fase mével formato de amoénio 5 mM e metanol (55:45, v/v): (1) MeOPP,
(2) BZP, (3) mCPP e (4) TFMPP.
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2.2. Identificacao dos compostos

Estando a fase movel optimizada, os compostos foram identificados com base nos seus
tempos de retencao e espectro de absorcao no UV. Na tabela 4 sao apresentados os tempos de
retencdo, o espectro de absorcdo no UV e o comprimento de onda maximo de absorcao para

cada uma das piperazinas estudadas.

Tabela 4. Piperazinas em estudo e respectivos tempos de retencao e comprimento de onda maximo de

absorcao.
Piperazina TemP 0 de. Espectro de absorcdo no UV
retencao (min)
MeOPP PR
Amax= 236
0,06+ nm
(\NH _ 004
N\) 3,9 z
/Ej 0,02+
\0 288,0
367,9382,4
0,004
25000 30000 35000
BZP 00102039
0008 Amax= 204
nm
N/\ 0,006
T 200
NH )
4,7 -~
' E,'] 283‘@‘5329,835023715
0,0007 e [1386,Q
2000 A0 BOW
mm
mCPP
208,6
0010 Amax= 208

(\N H 0,008 nm
\) 0006 246,4

N s |
<
0,004
0,002
285,6 3406 3667

0,000

250,00 300,00 350,00
nm

TFMPP 0,030 2452
0.025] Amax= 246

i nm

0,020+

K\NH i
\) 2 0015,

N ]
10’7 0,010
nggf,: 2904
] 345,4 369,1

3 0,000
250,00 300,00 350,00
nm
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2.3. Padrao interno

Na analise de substancias em amostras bioldgicas é frequente recorrer-se a adicdo de um
composto de concentracdo constante conhecida - padrao interno - a amostra para minimizar as
perdas do analito durante o processo extractivo. Para que o seu comportamento durante todo o
processo seja semelhante, o padrao interno devera ter caracteristicas fisico-quimicas o mais
semelhantes possiveis aos analitos em estudo. Durante o desenvolvimento do método analitico
descrito neste estudo foram testados varios compostos como possiveis padrdes internos, como
podemos ver na tabela 5. Para este efeito, foram testados compostos com probabilidade
diminuta de aparecer em amostras procedentes de casos reais. O composto seleccionado para
padrao interno foi a oCPP, um isdmero da mCPP e cujo tempo de retencao foi de 5,5 min,

conseguindo-se uma adequada separacao cromatografica de todos os compostos (figura 18).

Tabela 5. Compostos testados como padrao interno e respectivos tempos de retencao.

Composto Tempo retencéo (min) Observacées

Tempo de retencao muito

1-(p-tolil)piperazina 3,6 proximo da BZP

Protriptilina -- Nao detectada

Elui entre a MeOPP e a
Atropina 3,2 BZP, nao permitindo a
correcta resolucao de picos

Piracetam 6,2 Co-elui com fase movel

Elui separadamente dos

oCPP 5,5
outros compostos

Pl mCPP

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Figura 18. Cromatograma dos compostos de estudo e padrao interno a 10
pg/mL.
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2.4. Optimizacao do procedimento de extraccao

Uma vez que na literatura cientifica ainda nao existia qualquer informacéo acerca da extraccao
de piperazinas por MEPS, e uma vez que esta apresenta varias vantagens em relacdo as outras
técnicas preparativas (nomeadamente o baixo consumo de solventes organicos, tempo de
extraccao mais curto, menor volume de amostra usado e facil automatizacao, entre outras)
optou-se pela sua utilizacao no estudo que nos propusemos efectuar.

A eficiéncia extractiva da MEPS pode ser afectada por um grande numero de variaveis
experimentais como por exemplo o tipo de coluna, a diluicao da amostra, aspiracao da amostra
pelo dispositivo e as percentagens de solventes na activacao, lavagem e eluicao dos analitos.
Com o fim de obter o melhor rendimento na extraccao das piperazinas a partir das amostras de

urina, recorreu-se ao desenho experimental ou design of experiments (DOE).

2.5. Desenho experimental - DOE

O desenvolvimento de um método analitico € uma das tarefas que mais tempo consome num
laboratorio e onde sdo gastos geralmente muitos recursos humanos e materiais. Quando se
desenvolve um método existem varias opcoes que podem ser consideradas, como por exemplo
o desenvolvimento do método usando a abordagem tentativa e erro ou a analise de um factor
de cada vez (analise univariada). Neste ultimo caso, a optimizacdo do método envolve a
mudanca de um dos factores a ser analisado enquanto os outros se mantém constantes. Este
tipo de abordagem consome muito tempo, é muito trabalhoso, especialmente se existem
muitas variaveis a avaliar e pode levar a conclusdes inadequadas uma vez que as interacgoes
entre os factores nao sao levadas em conta [68].

O DOE é uma poderosa ferramenta estatistica que permite o planeamento de todo o processo,
avaliando de forma multivariada os diversos factores intervenientes, minimizando os efeitos
dos factores nao controlados e o nimero de experiéncias. Com o uso desta abordagem
multivariada, é possivel obter simultaneamente os melhores resultados e um uso racional dos
recursos, poupando tempo e dinheiro aos laboratérios.

A aplicacdo desta ferramenta estatistica tem sido ja usada com sucesso noutras areas, mas a
sua aplicacdo na area da toxicologia forense é muito escassa [68]. Para a realizacao deste

estudo utilizou-se o programa estatistico MINITAB®, versao 15.
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2.6. Factores que influenciam a MEPS

Os varios factores susceptiveis de influenciar a MEPS e analisados neste trabalho foram os
seguintes: diluicdo da amostra, nimero de vezes que a amostra € aspirada pelo dispositivo de
extraccdo, a percentagem de acido acético e de metanol na lavagem e finalmente a

percentagem de amonia em metanol ou s6 metanol na eluicdo dos analitos.

Para este estudo, foram testados cinco tipos de colunas (fase estacionaria), quatro de fase
reversa (C,, Cg, C4g, SIL) e uma de modo misto (Cg e SCX - My). De forma a seleccionar o melhor
tipo de coluna, optou-se inicialmente por comparar as de fase reversa duas a duas, tendo a

coluna de modo misto sido estudada isoladamente.

Para o estudo das colunas de modo reverso, usou-se o seguinte protocolo: usando cada coluna
individualmente diluiu-se a amostra (1:2 ou 1:4), fazendo-se de seguida passar pela seringa por
aspiracao (2 ou 8 vezes); removeram-se os interferentes com uma solucao aquosa de metanol
(0 ou 10%) e por fim eluiram-se os analitos com 10 ou 100% de metanol (tabelas 6 e 7). No
planeamento factorial 2% so é possivel estudar o efeito de cada factor em dois niveis (baixo e
alto), pelo que as colunas s6 puderam ser comparadas duas a duas. Deste modo, foram
comparadas entre si as colunas C, e Cg; e Cig e SIL. De entre estas, seriam seleccionadas
aquelas que originassem os melhores resultados, que depois seriam comparadas entre si da

mesma maneira.

No que diz respeito a coluna de modo misto, todas as etapas do processo extractivo foram as
mesmas, exceptuando a inclusdao de um passo de activacao com acido acético (1 ou 5%) e na

eluicao dos analitos com 1 ou 5% de amonia em metanol.

Neste trabalho, e uma vez que o nimero de factores a optimizar era relativamente elevado,
num planeamento factorial completo com dois niveis (2°) seriam necessarias 32 experiéncias,
muitas das quais destinadas a avaliar interaccoes de até quinta ordem, que raramente se
verificam na rotina laboratorial. Assim sendo, optou-se por um planeamento factorial
fraccionado de resolucdo V (2°"), no qual o nimero de experiéncias necessario é reduzido para
metade, e onde sdo avaliadas apenas interaccoes de segunda ordem. Deste modo, obtém-se
uma quantidade de informacdo semelhante com menos experiéncias, poupando tempo e
dinheiro.

Como resposta, foi utilizada a relacao entre as areas dos picos de cada analito obtidas apds
extraccdo e as obtidas por injeccdo metandlica directa de uma mistura padrdao com todos os

compostos, para compensar eventuais diferencas na injeccao (n=3).
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2.6.1.

Colunas de fase reversa

A matriz experimental usada para o estudo das colunas C, e Cg, bem como a resposta obtida

para cada uma das condicoes experimentais apresenta-se de seguida.

Tabela 6. Matriz experimental e resultados das extraccées com as colunas C; e Cs.

Ordem Dil. . %MeOH % MeOH Resposta

experiéncia Colunas  y ostra AsPiracoes Lavagem Eluicdo  pmeoPP BZP mCPP TFMPP
1 cs 4 2 10 10 1,11 0,10 0,03 0,01
2 C2 4 8 10 10 0 0,02 0,01 0,01
3 c8 2 8 10 10 1,68 0,11 0 0,01
4 Cc2 2 2 0 100 0 0,03 0,22 0,17
5 c8 2 8 0 100 1,86 0,07 0 0
6 c8 4 2 0 100 1,76 0,07 0 0,01
7 c8 4 8 10 100 0,24 0,15 0,03 0,01
8 c8 4 8 0 10 1,40 0,05 0,02 0
9 c2 2 8 10 100 0 0,03 0,20 0,17
10 Cc2 2 8 0 10 0 0,04 0,02 0,01
1 c8 2 2 10 100 0 0,17 1,69 1,04
12 Cc2 4 8 0 100 0 0,06 0,22 0,18
13 C2 4 2 0 10 0 0,02 0,02 0,00
14 c8 2 2 0 10 2,03 0,10 0,04 0,01
15 C2 4 2 10 100 0 0,03 0,16 0,15
16 C2 2 2 10 10 0 0,02 0,02 0,01

Apresentam-se na figura 19, os diagramas de Pareto obtidos. Nestes diagramas os efeitos de

cada um dos factores dispéem-se por ordem decrescente de magnitude, sendo representados

por barras horizontais.

Um efeito que exceda a linha vermelha representada (nivel de significancia de 5%) é

considerado estatisticamente significativo, assumindo-se que tem influéncia na resposta.
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Lenth's PSE = 0,314228

lenth's PSE = 0,192771
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Figura 19. Diagramas de Pareto ilustrando os factores que influenciam o processo de extraccao para cada composto
individualmente, usando as colunas Cg e C,. Encontram-se salientados com um circulo vermelho os parametros
estatisticamente significativos.
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Podemos verificar que o Unico parametro estatisticamente significativo para a MeOPP e BZP é o

tipo de coluna, o que nao acontece para os restantes compostos. Sendo assim, analisando os

graficos dos efeitos principais (figura 20), observamos que para todos os analitos as colunas Cg

originam melhores respostas, pelo que foi esta a coluna seleccionada para a continuacao do

trabalho.

Main Effects Plot for TFMPP

Data Means

Column

Sample dilution

Sample w/

N

'\

Main Effects Plot for mCPP

Data Means

Column

Sample dilution

Sample w/

0,3

0,2

D)

AN
N

0,10 4 — g /
0,1
0,05
g oo . i i i i £ o0 : T : : T
(] c2 cs 2 4 2 8 2 c2 c8 2 4 8
3 2oMeOH wadh 26MeOH elute = %Me0OH wash %MeOH elute
0,20 - 0,3
015 / 0,24 /
0,104
0,1
0,05+
.00 T T T T D= T T T T
0 10 10 100 0 10 10 100
Main Effects Plot for MeOPP Main Effects Plot for BZP
Data Means Data Means
Column " Sample dilution Sample wif Lol {11 p— Sample dilution Sample w/
1,2+ 0,104
0,9+ 0,08
0,64 — — — —
3 0,064 "
0,34
0,04 4
c 00 =
o T T T T T T ] T T T T T
[1] c2 cB 2 4 2 8 [} Cc2 cs 2 4 8
3 %MeOH wash %MeOH elute = %MeOH wash %MeOH elute
124 0,10
0,9+ -\ — 0,08 /. /
0,6
\ T 0,064 / /
0,3+
0,04 4
0,0+
T T T T T T T T
10 10 100 0 10 10 100

Figura 20. Grafico dos efeitos principais. Com um circulo vermelho encontra-se assinalado para o factor “coluna” o
nivel que origina a melhor resposta, neste caso a coluna Cg.

45




Determinacéo de novas drogas de abuso com recurso a microextrac¢do em seringa empacotada

A matriz experimental usada para o estudo das colunas C4g e SIL, bem como a resposta obtida

para cada uma das condicdes experimentais apresenta-se de seguida.

Tabela 7. Matriz experimental e resultados das extraccdes com as colunas Cqg e SIL.

Ordem Dil. o % MeOH % MeOH Resposta
experiéncia Colunas Amostra Aspiracoes Lavagem Eluicao
P 8 > MeOPP  BZP mCPP  TFMPP
1 Cc18 4 2 10 10 0,75 0,10 0,11 0,01
2 SIL 4 8 10 10 0 0 0 0
3 Cc18 2 8 10 10 2,27 0,22 0,11 0,01
4 SIL 2 2 0 100 0,10 0 0,04 0,06
5 c18 2 8 0 100 0,21 0 1,22 1,24
6 c18 4 2 0 100 0,24 0 0,95 0,95
7 c18 4 8 10 100 0,40 0 1,21 1,18
8 Cc18 4 8 0 10 0,96 0,14 0 0
9 SIL 2 8 10 100 0,08 0 0,03 0,07
10 SIL 2 8 0 10 0 0,03 0,01 0
11 Cc18 2 2 10 100 0,18 0 0,94 1,04
12 SIL 4 8 0 100 0,03 0,01 0,02 0,07
13 SIL 4 2 0 10 0 0 0 0
14 c18 2 2 0 10 1,71 0,24 0,12 0
15 SIL 4 2 10 100 0,03 0 0,01 0,05
16 SIL 2 2 10 10 0 0,02 0 0,01
Pareto Chart of the Effects Pareto Chart of the Effects
(response is MeOPP, Alpha = 0,05) (response Is BZP, Alpha = 0,05)
03741 0,03087
o —— | e ) — [ s,
e ] g r; ﬂ’\:\ aéanf aspiracdes Ai ] ; r; ﬂ’\r: Eéanf aspirages
= E cuMeon cuige : —,—‘ E wumeoH cugi
g ] . &
8 & o]
CE{ DE4
=] )
7 -]
00 01 02 03 04 05 06 07 08 009 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09
Effect Effect
Lenth's PSE = 0,145548 Lenth's PSE = 0,0120080
Pareto Chart of the Effects Pareto Chart of the Effects
(response is mCPP, Alpha = 0,05) (response is TFMPP, Alpha = 0,05)
0,0619 0,0713
) | [ N ] [
e1) ‘ B DiluicZo amostra a] [ B Diluic3o amostra
AES I c Nimero de aspiracies £ [ c Nimero de aspiragies
o D eon e ] D omenne
c Ac
E %] E %1
= 2 o]
] coJ
BC AB
AD AD
= o]
b DE-|
00 o1 02 03 04 05 06 00 01 02 03 04 05 06
Effect Effect
Lenth's PSE = 0,0240627 Lenth's PSE = 0,0277429

Figura 21. Diagramas de Pareto ilustrando os factores que influenciam o processo de extraccao para cada composto
individualmente, usando as colunas C;z3 e SIL. Encontram-se salientados com um circulo vermelho os parametros
estatisticamente significativos.
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Assim, por comparacao das colunas Cz e SIL, apos analise da figura 21, pode-se afirmar que os
Unicos factores estatisticamente significativos para a resposta sdao as colunas, a percentagem
de metanol na eluica@o e a interaccao entre estes dois factores.

Na figura 22 apresentam-se os graficos de interaccoes entre os varios factores para cada um

dos compostos estudados.
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Figura 22. Graficos representativos das interaccoes entre os varios parametros para cada composto. Com um circulo

vermelho encontram-se assinaladas as interaccoes estatisticamente significativas.

Analisando esta figura, podemos observar que entre o tipo de coluna e a percentagem de
metanol na eluicdo existe uma interaccdo, isto €, a resposta relativamente a um factor
depende do nivel do outro; por exemplo, no caso da MeOPP, um aumento na percentagem de
metanol na eluicdo leva a diminuicdo da resposta quando sao utilizadas as colunas C;g, ao passo
que com as colunas SIL acontece o oposto, ainda que em menor escala.

Apesar desta diminuicao da resposta observada para a MeOPP e BZP com o aumento da
percentagem de metanol na eluicdo, as colunas Cg originaram em geral melhores resultados

que as colunas SIL, pelo que foram seleccionadas para a continuacao do trabalho.

Deste modo, procedeu-se entdao a comparacao das colunas Cg e Cygentre si.
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Tabela 8. Matriz experimental e resultados das extraccdes com as colunas Cge Cys.

Ordem Dil. L % MeOH % MeOH Resposta

‘experiéncia Colunas Amostra Aspiracoes Lavagem Eluicdo — meoPP BZP mCPP TFMPP
1 c18 4 2 10 10 0,65 0,07 0 0
2 c8 4 8 10 10 0,21 0,02 0 0
3 c18 2 8 10 10 0,45 0,04 0 0
4 c8 2 2 0 100 0,22 0,21 0,40 0,66
5 c18 2 8 0 100 0,18 0,19 0,57 0,86
6 c18 4 2 0 100 0,19 0,21 0,49 0,69
7 c18 4 8 10 100 0,28 0,32 0,60 0,88
8 c18 4 8 0 10 0,61 0,03 0 0
9 cs8 2 8 10 100 0,22 0,22 0,55 0,76
10 cs8 2 8 0 10 0,58 0,04 0 0
11 c18 2 2 10 100 0,14 0,22 0,26 0,30
12 c8 4 8 0 100 0,24 0,22 0,41 0,66
13 c8 4 2 0 10 0,29 0,02 0 0
14 c18 2 2 0 10 0,94 0,11 0 0
15 c8 4 2 10 100 0,24 0,19 0,35 0,46
16 Cc8 2 2 10 10 0,97 0,08 0 0

Na figura 23 apresenta-se o diagrama de Pareto para cada um dos analitos estudados. Verifica-

se que o Unico factor estatisticamente significativo na resposta é a percentagem de metanol na

eluicdo (excepto para a MeOPP). Analisando os graficos dos efeitos principais (figura 24),

observa-se, ainda que sem significado estatistico, que as respostas obtidas com as colunas C;g

foram ligeiramente melhores quando comparadas com as Cg. Deste modo, foram estas as

escolhidas para a prossecucdao do trabalho. Uma vez que o Unico factor com influéncia

significativa na resposta foi a percentagem de metanol na eluicdo, foi possivel optimizar este

parametro de maneira univariada, isto €, mantendo todos os outros parametros no nivel mais

conveniente.
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Figura 23. Diagramas de Pareto ilustrando os factores que influenciam o processo de extraccao para cada composto
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estatisticamente significativos.
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Figura 24. Grafico dos principais efeitos dos factores susceptiveis de influenciar o processo de extraccdo para cada
composto. Os parametros que influenciam o processo de extraccao para cada analito encontram-se assinalados.
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Assim de 5 factores inicialmente estudados foram eliminados 4. Deste modo, demonstra-se o
enorme potencial de screening do planeamento factorial no desenvolvimento e optimizacao do
método extractivo, ja que com um numero reduzido de experiéncias permitiu optimizar o

processo de extraccao com a finalidade de obter o maior rendimento de extraccao possivel.

Para este estudo, os factores nao significativos foram fixados nos seguintes niveis, ja que foram
aqueles que originaram os melhores resultados (figura 24): diluicaio da amostra (1:2),

aspiracoes (8) e metanol na lavagem (10%); embora tenham pouco efeito significativo,
Uma vez fixados estes valores, variou-se percentagem de metanol na eluicao (de 10 a 100%),

tendo-se verificado que os melhores resultados eram obtidos quando a percentagem de

metanol na eluicao era de 100% como se pode constatar na tabela 9.

Tabela 9. Optimizacao da percentagem de metanol na eluicao.

% MeOH Resposta

Eliicao  peopp BZP  mCPP TFMPP
10 0 0,05 0 0
20 0 0,02 0 0,01
40 0,06 0,02 0,02 0,01
60 0,19 0,18 0,25 0,16
80 0,29 0,35 0,6 0,48
100 0,39 0,50 0,98 0,67
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2.6.2. Colunas de modo misto

Relativamente a coluna de modo misto M, (C8+SCX) efectuou-se o mesmo tipo de experiéncias,

obtendo-se os seguintes resultados:

Tabela 10. Matriz experimental e resultados das extracgées com as colunas M.

i 9 9 * Resposta
Ordem — Dil. — sqiracses % Accooms ° MeOH % NH,OH D
experiéncia Amostra Lavagem Eluicao MeOPP BZP mCPP TEMPP
1 4 8 5 100 5 0,27 0,37 0,46 0,35
2 4 2 5 10 5 0,44 0,30 0,71 0,71
3 4 2 1 100 5 0,62 0,34 0,96 0,86
4 2 8 1 100 5 0,71 0,32 1,18 0,96
5 2 8 5 10 5 0,59 0,33 0,80 0,72
6 2 2 5 10 1 0,33 0,57 0,73 0,65
7 2 2 1 10 5 0,54 0,32 0,70 0,72
8 4 8 1 100 1 0,07 0,38 0,48 0,38
9 4 8 5 10 1 0,32 0,61 1,03 0,91
10 2 8 5 100 1 0,76 0,54 0,99 1,02
11 4 2 5 100 1 0,57 0,50 0,64 0,53
12 4 2 1 10 1 0,07 0,53 0,89 0,72
13 2 8 1 10 1 0,75 0,54 1,05 0,94
14 2 2 5 100 5 0,69 0,40 1,04 0,82
15 4 8 1 10 5 1,02 0,38 1,43 1,36
16 2 2 1 100 1 0,02 0,07 0,23 0,20
*AcCOOH -acido acético; NH4OH -amoénia
Pareto Chart of the Effects Pareto Chart of the Effects
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Figura 24. Diagramas de Pareto ilustrando os factores que influenciam o processo de extraccio para cada composto

individualmente, usando as colunas M1.
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Da analise dos diagramas de Pareto (figura 25), podemos concluir que nenhum dos factores tem
influéncia estatisticamente significativa sobre a resposta nos niveis estudados. Deste modo,
podem ser fixados nos niveis mais convenientes, pelo que se escolheram aqueles que
originaram melhor resposta para a generalidade dos compostos: diluicao da amostra (1:2),
aspiracoes (8), acido acético (1%), metanol na lavagem (10%) e percentagem de amonia em

metanol (5%) para a eluicao dos analitos (figura 26).
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Figura 25. Grafico dos principais efeitos dos factores susceptiveis de influenciar o processo de extraccao para cada
composto.

Assim, e apds optimizacdo da extraccao com as colunas Cig3 € M; e com o fim de seleccionar
qual a fase estacionaria mais adequada a extraccao das piperazinas, procedeu-se ao calculo do
rendimento de extraccao para cada composto. Para tal, foram analisadas amostras fortificadas
a2e4pug/mL (n=6) e as areas dos picos cromatograficos foram comparadas com as obtidas por
injeccdo de solucées metandlicas contendo a mesma quantidade de analito (100%). A formula

utilizada foi a seguinte:

3 Area do pico obtido por MEPS
Recuperacio = — - — ——x 100 (1)
Area do pico na solu¢do metandlica
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Como se pode constatar na tabela 11, a fase estacionaria para a qual se obteve melhor

eficiéncia extractiva foi a My, tendo sido obtidos rendimentos de 70-100% para a MeOPP, mCPP
e TFMPP, e cerca de 50-60 % para a BZP.

Tabela 11. Recuperacées das piperazinas utilizando as colunas Cige M, (n=6).

Recuperacéo (% + SD)

Tipo de Concentracdo MeOPP BZP mCPP TFMPP
coluna (pg/mL)
2 83+5 61+ 6 99+ 9 100 « 3
My
4 74+7 52+ 5 95+ 9 100 + 8
2 451 6.3+ 1 78,8 + 4 75+ 4
C18
4 6+1 10,9 + 1 73+4 82,6 +8

SD - Desvio padrao

Deste modo, o método optimizado foi entdo validado com as condicoes finais descritas na
tabela 12.

Tabela 12. Condices finais de extraccao (coluna M;).

Diluicdo da amostra 1:2
Aspiracées pelo dispositivo 8
% Acido acético (250 pL) 1

% Metanol na lavagem (100 pL) 10
% Amonia na eluicado (50 pL) 5

2.7. Validacao do método

Com a finalidade de demonstrar que os processos analiticos se adequam ao fim a que se
destinam, é necessario efectuar a validacao do método. Deste modo, a metodologia optimizada
foi validada através de um protocolo de validacdo de 5 dias, seguindo as normas aceites
internacionalmente para a validacdo de métodos bioanaliticos, concretamente da Food and

Drug Administration [69] e da International Conference on Harmonization [70].
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Os parametros estudados foram a selectividade, linearidade e modelo de calibracao, precisao e

exactidao, limites de deteccao e quantificacao, recuperacao e estabilidade.

2.7.1. Selectividade

A selectividade consiste na capacidade de um método analitico identificar o(s) analito(s) de
forma inequivoca numa matriz complexa e na presenca de outros componentes da amostra,
quer enddgenos quer exogenos [69]. Deste modo, foram analisadas pools de urinas brancas
(amostras isentas dos analitos em estudo), tendo sido pesquisados interferentes nos tempos de
retencdo e comprimentos de onda (A) das piperazinas. Nao foram observadas quaisquer
interferéncias de constituintes da matriz aos tempos de retencao e A seleccionados. Nas figuras
27 e 28 apresentam-se os cromatogramas obtidos ap6s analise de uma amostra branca e de uma

amostra fortificada a 10 pg/mL, respectivamente.
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Figura 27. Cromatograma de uma amostra fortificada com os analitos em
estudo a 10 pg/mL. (1) MeOPP, (2) BZP, (3) mCPP e (4) TFMPP.
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Adicionalmente, foram analisadas outras substancias passiveis de ser encontradas em amostras
reais, incluindo outras drogas de abuso [anfetaminas (anfetamina, metanfetamina,
metilenodioxianfetamina, metilenodioximetanfetamina, metilbenzodioxolilbutanamina,
metildietanolamina), opiaceos (morfina, codeina, 6-acetilmorfina, tramadol), cocaina (cocaina,
benzoilecgonina, ecgonina metil éster)], farmacos (piracetam, trazodona, cetoprofeno),
alcaloides (papaverina, nicotina, narceina) e cafeina. Nao foram observadas quaisquer

interferéncias das substancias estudadas aos tempos de retencao e A seleccionados.

2.7.2. Linearidade e modelo de calibracao

As curvas de calibracao (relacdao de areas entre o pico do analito e o do padrao interno vs
concentracao do analito) foram estabelecidas utilizando amostras de urina (100 pL) fortificadas
com concentracgdes crescentes de cada piperazina e analisadas pelo procedimento de extraccao
anteriormente descrito (n=5). Foram entdo preparados 8 calibradores distribuidos
uniformemente entre 0,1 e 5 pg/mL. As concentracdes estudadas foram 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3;
4 e 5 pg/mL. Cada calibrador foi quantificado na curva de calibracao obtida para o calculo do

erro médio relativo (bias) (equacao 2).

) Concentragao calculada — concentragio tedrica
bias = — — x100 (2)
Concentracdo tedrica

Ao estudar a linearidade assume-se que o desvio-padrao do erro para a variavel é constante ao
longo da gama de trabalho, isto €, ha homogeneidade das variancias. No entanto, isto nem
sempre ocorre, observando-se muitas vezes que as varidncias ndao sao homogéneas
(heterocedasticidade). Deste modo, € comum recorrer-se a algumas opcdes na tentativa de os
suprimir, como por exemplo diminuir a gama de trabalho ou aplicar o método dos minimos

quadrados ponderado [2].

Neste trabalho, devido a ampla gama de calibracéo utilizada, foi necessario aplicar factores de
ponderacdo, ja que os erros obtidos ndo permitiam a adequada quantificacdo dos analitos,
principalmente na gama baixa.

1

1
Y 4Y e determinou-

Foram estudados seis factores de ponderacdo empiricos, *
se qual seria o mais adequado para cada analito, tendo em conta o erro relativo para cada

concentracao [2].

Os factores de ponderacdo para os quais o erro relativo foi mais baixo foram 1/x* para a MeOPP
e BZP, 1/y para a mCPP e 1/x para a TFMPP.
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As curvas de calibracao foram entdo obtidas por recurso a regressao linear pelo método dos
minimos quadrados ponderados e, com base nestas, os valores de concentracdo foram

calculados por interpolacao, estando os resultados sumariados na tabela 13.

Tabela 13. Dados de linearidade para os compostos em estudo (n=>5).

Regressdao Gama Linearidade R* LLOQ
trabalho (pug/mL)
(ug/mL) m b
MeOPP 1/x* 0,1-5 0,7008x0,05 -0,0290+0,01  0,9927+0,01 0,1
BZP 1/x* 0,1-5 0,4272+0,04 0,0387+0,07  0,9948+:0,01 0,1
mCPP 1/y 0,1-5 2,4443+0,26 -0,0992+0,06  0,9948:0,01 0,1
TFMPP 1/x 0,1-5 1,1305+0,22 -0,0112+0,04  0,9960+0,01 0,1

m -declive; b -ordenada na origem; LLOQ —limite inferior de quantificacdo

Pode-se concluir, que o método descrito é linear na gama de trabalho utilizada para os
compostos em estudo, uma vez que a analise de regressao linear ponderada mostrou valores de
R? superiores a 0,99 para todos os compostos e o bias é considerado adequado, estando dentro
do intervalo de +15% da concentracao nominal para todas as concentracdes, excepto para o

LLOQ para o qual se aceitaram +20% [69].

Juntamente com cada curva de calibragdao foram preparadas amostras controlo a duas
concentracodes, 1,5 e 3,5 pg/mL.

2.7.3. Limites de deteccao e quantificacao

O limite de deteccédo (LOD) de um método analitico é definido como a mais baixa concentracao
de analito presente numa amostra, claramente distinguivel do branco, que pode ser detectada
mas nao necessariamente quantificada com um valor exacto. O LLOQ define-se como a mais
baixa concentracao de analito presente numa amostra que pode ser medida com uma precisao
e exactidao aceitaveis, ou seja, com um coeficiente de variacao inferior a 20% e bias num
intervalo de + 20% da concentracao nominal [69, 70].

Para a determinacao do LOD foram analisadas seis réplicas para a concentracao de 0,05 pg/mL,
verificando-se se era possivel identificar os analitos.

No que diz respeito aos LLOQ, estes foram considerados a concentracao mais baixa da curva de

calibracao, de acordo com os critérios anteriormente referidos.
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Os limites de quantificacao obtidos foram portanto 0,1 pg/mL para todos os analitos, valor
muito satisfatorio quando comparado com os obtidos por Vorce et al. [71] (0,1 pg/mL)
utilizando LC-MS; foram superiores aos obtidos por Dickson et al. [72] (0,025 pg/mL) usando
GC-MS, mas utilizando um volume de amostra consideravelmente superior (2 mL versus 100 pL).
Quanto aos LOD, nao foi possivel identificar a BZP e a TFMPP a concentracées inferiores ao
respectivo LLOQ, pelo que este foi também o seu LOD; a MeOPP e a mCPP foram identificadas

com sucesso a 0,05 pg/mL, sendo este o seu limite de deteccao.

Quando comparados com limites publicados por outros autores [71, 73], 0s nossos valores sao
aceitaveis, uma vez que estao proximos dos ja descritos para a determinacdo de piperazinas
em urina, especialmente se tivermos em consideracao que se usou um detector de fotodiodos,
muito menos sensivel que um detector de espectrometria de massa. Por outro lado, estes
limites foram obtidos usando um volume reduzido de amostra (100 pL), em comparacao com
500 pL [73] ou até mesmo 2 mL [71], que apresentaram valores de 0,01 pg/mL e 0,1 pg/mL,

respectivamente, para o LLOQ.

2.7.4. Precisao e exactidao

A precisdao de um método analitico descreve o grau de concordancia de resultados individuais
de um analito quando o procedimento é aplicado repetidamente a mdltiplas aliquotas de uma
matriz bioldgica, sendo normalmente expressa em termos de coeficiente de variacdao (CV, %)
[69].

Para avaliar a precisao existem duas medidas, a repetibilidade (ou precisao intradia) e
reprodutibilidade (ou precisao interdia). A primeira é aquela na qual o método analitico é
executado nas mesmas condicdes experimentais durante um periodo de tempo reduzido. A
precisao interdia obtém-se quando varios factores (e.g. operador, dia, lote) sao diversificados
durante a execucao do método.

Para determinar a precisao intradia, foram preparadas e analisadas no mesmo dia, seis réplicas
de amostras de urina fortificadas com os analitos nas concentracées de 0,1; 0,25; 0,5; 1,3 e 5
Hg/mL.

O CV obtido na precisao intradia foi em regra inferior a 12% para todos os compostos a todas as
concentracoes, excepto para a BZP, tendo sido obtido um valor ligeiramente superior a uma
das concentragdes; quanto a exactidao, os valores de bias situaram-se dentro de um intervalo

de +15% da concentracao nominal (tabela 14).
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Tabela 14. Precisao intradia e exactidao (n=6).

Composto Cor;;;nr;rf)g do Concentracao calculada (ug/mL) CV (%) Bias (%)
0,1 0,10+0,01 6,44 4,27

0,25 0,25+0,02 7,53 1,16

MeOPP 0,5 0,47+0,02 3,89 -5,74
1 1,01+0,03 2,74 1,34

3 3,00+0,22 7,46 -0,09

5 5,310, 11 2,21 6,13

0,1 0,11+0,01 5,41 10,51

0,25 0,28+0,02 7,63 11,68

0,5 0,43+0,09 23,13 14,54

BZP 1 0,92+0,11 12,01 -7,90
3 2,93+0,23 7,79 -2,44

5 5,33+0,04 0,80 6,44

0,1 0,10+0,01 4,63 -1,63

0,25 0,24+0,01 5,04 -5,35

0,5 0,46+0,03 7,58 -7,85

mCPP 1 1,03:0,04 4,14 2,91

3 3,08x0,15 4,89 2,51

5 5,36+0,07 1,38 7,14

0,1 0,09+0,01 8,73 -8,24

0,25 0,24+0,02 10,76 -2,27

0,5 0,55+0,05 9,12 10,41

TFMPP 1 1,06£0,08 7,74 6,45

3 3,06+0,22 7,33 1,85

5 5,09+0,05 1,13 1,86

A precisao interdia foi avaliada a oito concentracdes, ao longo de um periodo de 5 dias (Tabela
15).
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Tabela 15. Precisao interdia e exactidao (n=5).

Concentracao Concentracao

Composto (ng/mL) calculada (pg/mL) CV (%) Bias (%)
0.1 0.10 2.81 -1.99

0.25 0.24 5.57 2.67

0.5 0.47 9.78 6.56

MeOPP 1 1.01 7.63 -1.31
2 2.01 6.42 -0.55

3 2.94 9.44 1.91

4 4.11 6.61 -2.73

5 5.20 4.77 -3.77

0.1 0.10 2.99 0.34

0.25 0.26 7.34 -2.75

0.5 0.49 8.80 1.97

BZP 1 0.95 5.12 5.40
2 2.01 6.94 -0.47

3 2.96 4.67 1.33

4 4.11 5.70 -2.73

5 5.13 2.38 -2.53

0.1 0.11 11.00 6.80

0.25 0.22 5.66 -4.98

0.5 0.50 15.00 -3.85

mCPP 1 1.04 10.45 2.30
2 2.04 5.70 5.52

3 2.95 7.72 -0.47

4 3.99 8.05 -6.60

5 5.08 2.25 2.88

0.1 0.10 8.64 2.48

0.25 0.24 8.35 3.63

0.5 0.50 5.60 0.37

TFMPP 1 1.03 9.62 -3.32
2 2.12 5.17 -5.78

3 2.99 6.29 0.45

4 4.08 2.47 -1.87

5 4.82 3.08 3.82

Adicionalmente, a precisao combinada intra e interdia foi também avaliada, por analise das
amostras controlo anteriormente referidas (1,5 e 3,5 pg/mL), analisadas em triplicado ao longo

de 5 dias (15 medicdes) A tabela 16 resume os resultados obtidos para a precisao e exactidao.
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Tabela 16. Precisao intra e interdia combinada (n=15).

Concentragao Concentragao o <o

Composto (hg/mL) calculada (ug/mL) CV (%) Bias (%)
MeOPP 1.5 1.48 7.10 -1.33
3.5 3.46 9.23 -1.14
BZP 1.5 1.48 10.91 -1.33
3.5 3.57 12.33 2.00
mCPP 1.5 1.49 14.80 -0.67
3.5 3.41 7.51 -2.57
TEMPP 1.5 1.53 11.07 2.00
3.5 3.69 14.71 5.43

2.7.5. Estabilidade

A estabilidade de uma substancia numa amostra biologica pode ser afectada por varios
factores, como as suas propriedades, as condicoes de armazenamento, as propriedades da
matriz e ainda o tipo de embalagem, entre outros. Neste trabalho, a estabilidade das
piperazinas foi avaliada em ciclos de congelacao/descongelacao, a curto prazo a temperatura

do laboratorio e ainda em amostras processadas [69].

2.7.5.1. Estabilidade a ciclos de congelacao/descongelacao

Para estudar este parametro, as amostras de urina foram fortificados com as piperazinas a dois
niveis de concentracao (1,5 e 3,5 pg/mL), sendo posteriormente congeladas por um periodo de
24 h. Posteriormente foram descongeladas e mantidas a temperatura do laboratério durante 2
h. Este processo foi repetido mais duas vezes, e apos concluidos os trés ciclos, as amostras
foram extraidas e analisadas de acordo o método anteriormente descrito.

Os resultados obtidos foram entdo comparados com os obtidos em amostras preparadas e
analisadas no mesmo dia (em termos de coeficiente de variacao) tendo-se verificado que as
concentracdes mais altas ndo sofreram variacées acima dos 10%, significando que sao estaveis
pelo menos durante trés ciclos de congelacdo/descongelacdo. No entanto, para as
concentracdes mais baixas, esta variacao foi superior para a MeOPP e TFMPP, apresentando CV
superiores a 14%, o que parece indiciar uma maior instabilidade a baixas concentracoes (Tabela
17).
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Tabela 17. Estabilidade apos ciclos de congelacao/descongelacao (n=3).

Concentracao

Composto CV (%
MeOPP 1,5 18,25
3,5 10,49

BZP 1,5 9,41
3,5 2,33

mCPP 1,5 4,69
3,5 9,87

TEMPP 1,5 14,36
3,5 1,09

2.7.5.2. Estabilidade em amostras processadas

A estabilidade dos analitos em amostras processadas foi estudada a dois niveis de concentracao
(1,5 e 3,5 pg/mL). Para tal, os extractos analisados num dia foram deixados durante 24 horas
no injector automatico e reinjectados no dia seguinte, tendo sido comparados (em termos de
CV) com amostras extraidas e analisadas no préprio dia. Obteve-se uma variacao inferior a 9%
para todos os analitos nas duas concentracoes, pelo que se pode afirmar que estes sdo estaveis

em amostras processadas pelo menos durante 24 horas (Tabela 18).

Tabela 18. Estabilidade em amostras processadas (n=3).

Concentracao

Composto (Hé_’,/mL) CV (%)
MeOPP ;: 2;‘5‘
s ot
1 47
mCPP 3: 9:32
1,5 8,96
TFMPP 3e g
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2.7.5.3. Estabilidade a curto prazo a temperatura do laboratorio

A estabilidade dos analitos por um curto periodo de tempo a temperatura do laboratério
também foi estudada a dois niveis de concentracdo (1,5 e 3,5 pg/mL). Para tal, amostras
fortificadas as referidas concentracdes foram deixadas a temperatura ambiente durante 24
horas, periodo apds o qual foram extraidas e analisadas. Os valores obtidos foram comparados
(em termos de CV) com os obtidos em amostras preparadas e analisadas no mesmo dia.
Podemos concluir que os analitos sdo estaveis nas amostras a temperatura ambiente pelo

menos durante 24 horas (Tabela 19).

Tabela 19. Estabilidade a curto prazo a temperatura do laboratorio.

Composto Cong;]r::E;;éo CV (%)
R VI
1,5 1,96

BZP 3:5 3:73
P s ow

1 7

2.7.6. Recuperacao

A recuperacdao do método foi apresentada anteriormente (Tabela 11). Estes resultados sdo
semelhantes ou superiores aos descritos por outros autores. De facto, Tsutsumi et al. em 2005
[24], obtiveram recuperacoes de 96% para a BZP e 99% para a TFMPP, utilizando como técnica
de extraccao a SPE. Em 2008, Vorce et al. determinaram também BZP e TFMPP por LLE e a

percentagem de recuperacao foi de 97 para BZP% e 101% para a TFMPP.

2.7.7. Arrastamento (carryover)

A avaliacdo da existéncia de fendomenos de arrastamento (carryover) foi efectuada em
simultaneo com o estudo da gama de trabalho. O carryover foi avaliado através de uma

injeccao no sistema cromatografico de uma amostra de urina branca apos a analise de amostras
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fortificadas com piperazinas com concentracao de 5 pg/mL (concentracao mais elevada). Como

se pode observar na figura 29, nao foram observados efeitos de arrastamento.
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Figura 28. Cromatograma de uma amostra branca, que indica nao existir carryover.

2.7.8. Aplicacao do método a amostras reais

Como parte do processo de validacdo, a metodologia foi aplicada a uma amostra real,
proveniente de um individuo em tratamento com antidepressivos (trazodona) que deu entrada
no Servico de Psiquiatria do Centro Hospitalar Cova da Beira, Covilha. Deste modo, pode
detectar-se a mCPP, que é um conhecido metabolito da trazodona. A amostra foi analisada
pelo procedimento anteriormente descrito (em triplicado), tendo sido obtida a concentracao

de 0,22+0,02 pg/mL. A figura 30 mostra o cromatograma obtido por analise desta amostra.
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Figura 29. Cromatograma de amostra real (concentracao de mCPP
0.22 pg/mL). (1) PI, (2) mCPP.
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Il. Conclusoes

1. Foi desenvolvido um método rapido e simples para a determinacdo de piperazinas em
amostras de urina, utilizando a MEPS. Esta técnica revelou ser uma alternativa promissora para
a quantificacdo dos analitos nesta amostra, devido a rapidez no processo de extraccao (1-3
minutos), reducao significativa do volume de amostra (100 pL), diminuicdo do consumo de
solventes, possibilidade de reutilizacao da coluna por mais de 50 extraccdes e recuperacoes

elevadas.

2. As condicbes cromatograficas estabelecidas permitiram uma rapida (inferior a 15 minutos) e
adequada separacao dos analitos, permitindo a identificacdo e quantificacdo simultaneas de
MeOPP, BZP mCPP e TFMPP.

3. Os principais factores susceptiveis de influenciar o processo extractivo foram inicialmente
optimizados com o objectivo de maximizar a recuperacao, permitindo assim obter baixos
limites de deteccao e quantificacao. Neste contexto, o planeamento factorial fraccionado
revelou ser uma ferramenta Util na optimizacdo da extraccdo, diminuindo o numero de

experiéncias e permitindo obter uma significativa poupanca de tempo e dinheiro.

4. 0 uso de fase estacionaria de modo misto permitiu obter cromatogramas mais limpos e
valores de recuperacao elevados, na ordem dos 70 a 100% para a MeOPP, mCPP e TFMPP; e na
ordem dos 50-60% para a BZP.

5. O método demonstrou ser selectivo, linear dentro da gama estudada, preciso e exacto,
apresentando baixos limites de deteccao e quantificacao utilizando um volume de amostra de

apenas 100 pL.
6. E de salientar ainda que este é o primeiro estudo que permite identificar e quantificar

piperazinas em amostras de urina com recurso a MEPS, sendo também a primeira vez que o

desenho experimental foi utilizado na optimizacao de um processo extractivo por MEPS.
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