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Resumo

MENDES, F. A. Estudo de estabilidade de anfetaminas e produtos de biotransformacgao de
cocaina e tetraidrocanabinol em amostras de urina seca em papel (dried urine spots). 2021.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia e Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2021.

O numero de pessoas utilizando substancias ilicitas de forma recreativa aumenta a cada ano,
chamando a atengao de estudiosos de diversas areas do conhecimento. Com isso, a demanda
de exames toxicoldgicos exigida para trabalhadores, vitimas de crimes e esportistas também
tem crescido. A amostra bioldgica mais utilizada para andlises toxicoldgicas continua sendo a
urina, visto que sua obtencdo é menos invasiva, possibilita coletar grande volume de amostra
e pode-se detectar substancias até dias apds ter ocorrido a exposicdo ou consumo.
Entretanto, estas amostras necessitam de um grande volume fisico para serem armazenadas
e transportadas aos laboratdrios, devendo ser mantidas em temperatura baixa e controlada
para conservacao. Outro ponto a se considerar é a quantidade de amostra insuficientemente
coletada, ou extravasamento do conteudo, contaminando outras amostras e muitas vezes,
inviabilizando a andlise. Uma alternativa recente para tais problemas é utilizar a técnica
chamada de “dried urine spots” (DUS), onde poucos microlitros de urina sdo colocados em
um papel absorvente e secos sob temperatura ambiente, preservando de agentes
degradantes os componentes presentes na urina. Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar a
estabilidade das substancias do presente estudo em alta temperatura, temperatura ambiente
e em temperaturas de 4°C e -20°C. Para este fim, foi necessario desenvolver, validar e aplicar
métodos de extracdao e determina¢dao de anfetaminas e produtos de biotransformacao de
cocaina e tetraidrocanabinol carboxilico (THCCOOH) em amostras dried urine spot, utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Os picos foram identificados por
UPLC-ESI-MS/MS, com tempo total de 5 mins utilizando fase A- dgua, formiato de amoénio e
0,1% acido formico, e B- metanol: acetonitrila (6:4) + 0,1% de acido formico. A extracao foi
feita utilizando acetonitrila: metanol: acetona (1:1:1) +acido férmico 0,1%. Nao foi possivel
iniciar a validacdao de THCCOOH, visto uma possivel complexac¢do do analito com o papel. Para
as outras substancias, o método cromatografico desenvolvido se mostrou eficiente e seletivo,
com LOD e LOQ de 10 ng/mL para todos os analitos, sendo linear até 1000 ng/mL, atendeu as
especificacGes de precisdo e exatidao e carryover. As amostras permaneceram estaveis ao
longo de 32 dias nas temperaturas estudadas, demonstrando a seguranca em se utilizar a
técnica de DUS para armazenamento e transporte de amostras bioldgicas dentro da faixa de
temperatura do estudo até 32 dias.

Palavras chave: Dried urine spots, anfetaminas, cocaina, UPLC-MS/MS, estabilidade.



Abstract

MENDES, F. A. Stability study of amphetamines, biotransformation products of cocaine and
tetrahydrocannabinol in dried urine spots). 2021. Dissertagdo (Mestrado em Fisiopatologia
e Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S3o Paulo, Sao Paulo,
2021.

The number of people using illegal substances in a recreational way increases each year,
drawing the attention of scholars from different areas of knowledge. As a result, the demand
for workplace’s drug tests, toxicological tests for victims of crimes and dopping has also
grown. The biological sample most used for toxicological tests remains urine, since obtaining
it is less invasive, it is possible to collect a large volume of sample and it is possible to detect
substances up to days after exposure or consumption has occurred. However, these samples
require a large physical volume to be stored and transported to the laboratories, and must be
kept at a low temperature for conservation. Another point to consider is the amount of
sample insufficiently collected, or leakage of the content, causing contamination of other
samples and often making the analysis unfeasible. A recent alternative to such problems is to
use "dried urine spots" (DUS), where few microliters of urine are placed on absorbent paper
and dried at room temperature, preserving the components present in the urine from
degrading agents. Thus, the objective of this work is to evaluate the stability of the substances
in this study at high temperature, room temperature and at temperatures of 4°C and -20°C.
For this purpose, it was necessary to develop, validate and apply methods of extraction and
determination of amphetamines and biotransformation products of cocaine and carboxylic
tetrahydrocannabinol (THCCOOH) in dried urine spot samples, using liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (LC-MS). The peaks were identified liquid chromatography
coupled to a mass spectrometer (UPLC-ESI-MS/MS), with a total time of 5 mins using phase
A- water, ammonium formate and 0.1% formic acid, and B- methanol: acetonitrile (6:4) + 0.1%
formic acid. Extraction was done using acetonitrile: methanol: acetone (1:1:1) + 0.1% formic
acid. It was not possible to perform the validation of THCCOOH, given a possible complexation
of the analyte with the paper. To the others substances, the chromatographic method
developed proved to be efficient and selective, with LOD and LOQ of 10 ng/mL for all analytes,
being linear up to 1000 ng/mL, meeting the specifications of precision and accuracy and
carryover. The samples remained stable for 32 days at the temperatures studied,
demonstrating the safety of using the DUS technique for storage and transport of biological
samples until 32 days on temperature range studied.

Keywords: Dried urine spots, amphetamines, cocaine, UPLC-MS/MS, stability.
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1 Introdugdo

O abuso de drogas é um problema global que cresce ano a ano, atingindo diversos
setores da sociedade, sem distin¢gdo de idade ou nivel social, apresentando diversos fatores
para sua pratica (KIM et al., 2019). Segundo dados do Escritério da Nag¢Ges Unidas sobre
Drogas e Crimes (United Nations Office on Drugs and Crimes, UNODC), num estudo feito em
2017, estima-se que 271 milhGes de pessoas, cerca de 15,5% da populagdo mundial, na faixa
de 15 a 64 anos fizeram uso de alguma droga ilicita no ano de 2016, sendo a Cannabis,
popularmente conhecida como maconha, utilizada por aproximadamente 188 milhdes de
individuos, tornando-se a droga mais prevalente (UNITED NATION OFFICE ON DRUG AND
CRIME, 2019).

Neste mesmo relatério sdo elencadas outras drogas de abuso, usadas sem a prescricao
de um profissional da salde, como as anfetaminas e outros estimulantes, os quais, 29 milhGes
de individuos fizeram utilizagcdo sem receituario, sendo mais prevalente tanto o uso, quanto
as apreensdes na América do Norte. Em seguida, observa-se o uso de ecstasy por 21 milhdes
de pessoas e finalmente, mas ndo menos preocupante, a cocaina, utilizada por 18 milhdes de
pessoas (UNITED NATION OFFICE ON DRUG AND CRIME, 2019). As Américas sao lideres em
apreensdes de maconha dentre todo o mundo, representando juntas, mais de 50%. A América
do Sul é o continente com o maior nimero de apreensdes de maconha ndo medicinal, um
total de 38% no mundo. Seguido pela América do Norte com 21% das apreensdes (UNITED

NATION OFFICE ON DRUG AND CRIME, 2019).

O consumo de drogas é o maior causador, direta ou indiretamente, de mortes no
mundo. Dados apresentados por Ritchie & Roser em 2020 em estudo metanalitico
demonstraram que, até o ano de 2017, o consumo de dalcool, tabaco e drogas ilicitas foram
responsaveis por 11,8 milhdes de mortes, correspondendo a aproximadamente uma em cada
cinco mortes no mundo. O consumo de drogas ndo é letal apenas em casos de overdose, mas
também em situacdes que aumentam o risco do usudrio de contrair alguma doenca ou ferir-
se, podendo levar a uma morte prematura, suicidio, hepatites e/ou infeccdo por HIV

(HANNAH; MAX, 2019).
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No Brasil em 2018, foi publicado o terceiro levantamento completo sobre uso de
drogas no territério nacional (BASTOS, 2018) referente ao ano de 2017, pela Fundagao
Oswaldo Cruz, abrangendo a faixa etaria de 12 a 65 anos, constatando que 4,9 milhdes de
pessoas fizeram uso de drogas ilicitas. A maioria dos usuarios é do sexo masculino, chegando
a ser 4 vezes maior que o feminino no que diz respeito ao uso nos ultimos 12 meses,
principalmente entre 25 e 34 anos. A maconha é a droga mais consumida entre brasileiros de
12 a 65 anos, em que 2,2 milhGes de individuos fazem uso, seguida pelo cloridrato de cocaina
no qual, aproximadamente 461 mil afirmaram ter utilizado, e por fim, ecstasy usado por 53
mil individuos, nos ultimos 30 dias anteriores a pesquisa. No grafico 1, pode-se ter uma visao

mais abrangente das substancias abordadas (BASTOS, 2018).

Gréfico 1 - Consumo de substéncias ilicitas por individuos de 15 a 65 anos no Brasil em 2017.
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N3o existe uma distincdo estatisticamente relevante a respeito do nivel de
escolaridade e o consumo de substancias ilicitas. Entretanto, uma diferenca estatistica pode
ser observada entre regides onde o consumo é mais iminente, como nas grandes cidades e
capitais, comparado a cidades menores e regides rurais, com destaque a regido sudeste que

apresenta o maior indice de consumo no Brasil (BASTOS, 2018).

Individuos com escolaridade entre médio completo e superior incompleto, tendem a
misturar alcool com substancias ilicitas ou ndo prescritas. Com relacdo a dependéncia de
substancias, aproximadamente 1,2 milhdes de individuos sofriam de dependéncia de drogas

ilicitas ou ndo prescritas, dentre elas, as mais comuns, maconha, benzodiazepinicos e cocaina
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em po, e também anfetaminas, em menor frequéncia. Destes, 43,08% sao adultos na faixa de
25 a 34 anos. Na faixa entre 12 e 17 anos, totalizam 3,17% e 9,75% corresponde a faixa acima

de 55 anos (BASTOS, 2018).

A mortalidade entre usudrios de drogas no Brasil, direta ou indiretamente, também é
alta, ja que no ano de 2017 foram registradas aproximadamente 15 mil mortes diretamente

relacionadas ao uso de drogas de abuso, 45% maior que o ano de 2007 (HANNAH; MAX, 2019).

1.1 Caracteristicas das drogas em estudo

1.1.1 Cocaina

Ha mais de 4.500 anos, as folhas do arbusto Erythroxylum coca sao utilizadas por tribos
indigenas da América do Sul em rituais, que diziam ser um presente dos deuses. Por volta do
século XV, foi utilizada na Europa como anestésico oftalmico e otorrinolaringolégico (KARCH,
1999). Muitas outras formas de utilizacdo foram dadas a cocaina anos depois, desde
composto no preparo de bebidas, até formulacbes para tratamento de desconfortos
gastricos, dores de cabecga e cansaco, sendo banido nos EUA, em 1914, na primeira guerra
mundial. No Brasil, sua proibicdo ocorreu em 1921 pelo decreto-Lei Federal n°4.292 de 06 de
julho de 1921, ressurgindo na década de 70, como droga recreativa (FERREIRA; MARTINI,
2001; KARCH, 1999).

Hoje no Brasil, tanto a planta, quanto a substancia sdo proibidas. A Erythroxylum coca
é apresentada na portaria 344 de 12 de maio de 1998, na lista “E”, a qual elenca plantas que
podem originar substancias entorpecentes e/ou psicoativas, enquanto que a cocaina é listada
na mesma portaria, na lista “F1”, que se refere a substancias entorpecentes de uso proscrito
(BRASIL, 1998). Em paises como Bolivia, Peru e Colémbia, o consumo das folhas de coca é
cultural, utilizado pela populacdo em virtude da caracteristica broncodilatadora, promovendo

a melhora dos efeitos provindos do ar mais rarefeito (GOLDSTEIN et al., 2009).

A forma mais comum de uso da cocaina é através da inalacao do cloridrato de cocaina,
na forma de po esbranquicado, derivado da pasta base de coca, ocasionalmente também, é
adicionada a cigarros de maconha ou tabaco. Pode se apresentar na forma de pedra

amarelada, quando a base ndo é clorada, fumada por cachimbo, que produz um som
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semelhante a um estalo, o que originou seu nome de crack. Outras formas como, injetada ou
diluida na bebida também s3o relatadas e popularmente denominadas como merla,

branquinha, snow e blow (FERREIRA; MARTINI, 2001).

A velocidade de absorcdo da cocaina é alta, leva cerca de 5 segundos para inicio dos
efeitos na forma de crack; de 10 a 60 segundos quando administrado pela via intravenosa, e
pela via intranasal por volta de 3 a 5 minutos. A cinética destes ultimos é semelhante, sendo
gue o periodo na duragdo do efeito das doses, intravenosa e inalada (pulmonar) é menor,
conduzindo assim o usudrio a intervalos menores entre as doses administradas para
manutencdo do efeito. A disponibilidade da cocaina administrada pela via intranasal varia
entre 49% a 94%, com absorcdo mais lenta e duracdo maior dos efeitos (GOLDSTEIN et al.,

2009).

A cocaina possui efeito sobre o sistema nervoso central. Ela age no blogueio na
recaptacdo de dopamina e norepinefrina, neurotransmissores responsaveis por diversas
funcgdes ligadas ao prazer e fungdes do sistema nervoso auténomo. Dentre estas funcdes,
pode-se citar elevacdo da pressdo arterial e dos batimentos cardiacos, aumento da
temperatura corporal e euforia. Outros efeitos visiveis sdo prejuizos nas fungdes cognitivas e

motoras, além de oscilagGes bruscas de humor (CARRERA; MEIJLER; JANDA, 2004).

A utilizacdo de cocaina pode causar desregulacdao quimica cerebral, em especial,
diminui¢dao na produgdao de dopamina no nucleo accumbens, regiao do cérebro responsavel
pelo prazer e recompensa. Essa diminui¢cdo ocasiona no individuo uma sensacao depressiva,
forcando-lhe a utilizar doses maiores da droga para sentir-se bem, levando a um quadro
dependéncia e sindrome de abstinéncia por conta da tolerancia adquirida, sendo mais grave
em usuadrios de crack, uma vez que seus efeitos sdo rapidamente sentidos e possuem curta

duragdo (CARRERA; MEIJLER; JANDA, 2004).

A cocaina é biotransformada pela carboxilesterases e butirilcolinesterase no figado,
ou no plasma e por hidrdlise espontanea, em benzoilecgonina (BZE) e ecgonina metil éster
(EME). Por processo de pirdlise, ha a absorgdao da molécula de anidro ecgonina metil éster
(AEME), encontrada na urina, o que indica o consumo de crack. O consumo de cocaina em

conjunto com alcool gera, no figado por transesterificacdo, a formacado de cocaetileno (CET),
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produto que possui atividade simpatomimética semelhante a cocaina, com maior tempo de
meia vida (cerca de 2,5 horas) o que prolonga a euforia, mas com maior grau de toxicidade.
Além deles, nor-cocaina e outros produtos de biotransformagdao menos abundantes, como
para-hidroxi-cocaina e meta-hidroxi- benzoilecgonina podem ser formados (DE LIMA

FELTRACO LIZOT et al., 2019). A figura 1 ilustra os principais produtos de biotransformacgao da

cocaina.
Figura 1 - Principais produtos de biotransformacgao da cocaina.
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Adaptado de DE LIMA FELTRACO LIZOT et al., 2019.

Apds biotransformagao, a eliminagdo é majoritariamente renal, sendo excretada na
urina. Apenas uma pequena porcentagem se encontra inalterada na urina como cocaina,
enquanto que benzoilecgonina e ecgonina metil éster é mais abundantemente encontrada e,
guando na presenca de etanol, o cocaetileno. O tempo de deteccdo dos produtos de
biotransformacao varia conforme a forma de administracdo. Uma dose de aproximadamente
20 mg pode ser detectada entre 1 e 2 dias quando injetada e de, 2 a 3 dias por administracao
intranasal. Quando usado cronicamente, é possivel a deteccdo entre 10 e 14 dias (CARRERA;

MEIJLER; JANDA, 2004; DE LIMA FELTRACO LIZOT et al., 2019).

1.1.2  Anfetaminas
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As anfetaminas, também conhecidas como “rebites”, por motoristas rodoviarios, ou
“balinha” por estudantes, sdo drogas sintéticas estimulantes do sistema nervoso central,
utilizadas com o intuito de deixar as pessoas mais despertas e regularem o apetite, auxiliando
na perda de peso. Atualmente, sdo utilizados no tratamento de transtornos como o Déficit de
Atencdo (TDAH) e narcolepsia, entretanto, com venda liberada apenas com retencdo de

receituario médico (CORTESE et al., 2018; TAKITANE et al., 2013).

As anfetaminas s3o um grupo de andlogos estruturais da fenetilamina
(phenethylamine - PEA), molécula produzida endogenamente a partir do consumo de
fenilalanina, considerada um neurotransmissor amina-traco, que quando ligado a receptores
sindpticos, estimulam a liberacdo de dopamina, serotonina e noradrenalina e reduz a
recaptcao, através de reagdes de substituicdo dos atomos de hidrogénio na sua estrutura.
Anfetamina, metanfetamina, femproporex, metilenodioxianfetamina (MDA),
metilenodioximetanfetamina (MDMA), fentermina, 3,4 metilenodioxi-N-etilanfetamina
(MDEA), entre outras, sdo consideradas como o segundo grupo de drogas mais utilizadas no
mundo (UNITED NATION OFFICE ON DRUG AND CRIME, 2019; WOZNIAK et al., 2018). A
biotransformacao das principais anfetaminas no presente estudo é apresentada nas Figuras
2e3.

Figura 2: Biotransformagdo da metanfetamina e femproporex em anfetamina e sua semelhanga estrutural com
a molécula de fenetilamina (PEA).
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Adaptado de WOZNIAK et al., 2018.
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Figura 3: Biotransforma¢do do MDMA em MDA.

H;N CH,4
N- dealquilagao 0
o
MDMA MDA

Adaptado de ANGOA-PEREZ; ANNEKEN; KUHN, 2016.

As anfetaminas sdo comercializadas apenas sob prescricdo médica, retencdo de
receituario e constam na portaria SVS/344/98, na lista “A3 — lista de substancias
psicotropicas” (BRASIL, 1998). Apesar disso, a utilizagcdo da droga por motoristas rodoviarios
e jovens, seja para estudarem mais, ou em festas para se sentirem mais desinibidos, e
individuos que procuram emagrecer de forma rapida é grande e preocupante para saude
publica, principalmente, tendo em vista a onda crescente de sintese de novas drogas

psicoativas (WOZNIAK et al., 2018).

As anfetaminas possuem um cardter relativamente lipofilico, o que auxilia na
distribuicdo corpérea e chegada ao cérebro, onde exercem sua acdo. Seus efeitos sdo
semelhantes aos do uso de cocaina, uma vez que estimulam receptores adrenérgicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos centrais e periféricos, trazendo uma sensacao de euforia,
insdnia e excitacdo em seu uso agudo, podendo levar a sintomas como tremores, confusado
mental, alucinacOes e efeito rebote, expressando exaustdo, sono e depressdo (HEAL et al.,
2013; WOZNIAK et al., 2018). Estudos recentes indicam que sua utilizacdo prolongada leva a

morte neuronal.

A biotransformacao é feita em maior parte por via hepatica pelo citocromo CYP2D6 e
reacGes de desmetilagdo. A excrecdo é feita majoritariamente na urina pelos rins, dependente

do pH da urina. As anfetaminas sdo bases-fracas, ou seja, tendem a ionizar em meio acido,
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visto que seu valor de pKa esta em torno de 10, faz com que um meio mais alcalino, dificulte

sua excre¢do. Enquanto o meio acido torna sua excregdo facilitada (HEAL et al., 2013).

A MDMA, também conhecido como ecstasy, € uma molécula do grupo das
anfetaminas que tem efeito empatogénico, elevando a sensacdo de prazer e empatia do
usudrio. Seu pico plasmatico é atingido entre 30 e 45 minutos, podendo durar de 3 a 6 horas
e é eliminada pela urina na forma de MDA (Figura 3)(ANGOA-PEREZ; ANNEKEN; KUHN, 2016).
Niveis altos da substdancia no organismo podem levar a quadros de ins6nia, paranoia,
bruxismo, sede intensa, sudorese e ritmo cardiaco elevado. Em usudrios mais sensiveis, ja
foram observados quadros de hipertermia, muitos levando & morte do usuario. E muito
associado com festas raves e musica eletrénica, vendida associada a outras substancias como

efedrina e anfetamina (XAVIER et al., 2008).

Seu uso é proibido por ndo ter utilidade na terapéutica, entretanto, recentemente tem
sido estudada como potencial auxiliador na terapia de pacientes que sofrem de transtorno
pos-traumatico (MITCHELL et al., 2021). No Brasil, sua comercializacao é proibida, constando

na lista “F” da portaria SVS/344/98.

O femproporex (Lista “B — lista de substancias psicotrdpicas anorexigenas” — portaria
SVS/344/98) é um moderador de apetite, muito utilizado no Brasil no inicio na década de 90
para diminui¢cdo da obesidade, principalmente em homens, mas teve grande popularidade
com mulheres. Seu uso foi descontinuado devido a falta de eficacia na manutencdo da
obesidade e risco de dependéncia e sindrome de abstinéncia, além dos sintomas cldssicos
associados ao uso de anfetaminas como comportamento agressivo, ansiedade, irritabilidade
e insébnia. Em 2017 foi novamente liberado para producdo e comercializacdo sob prescricdo

médica (PAUMGARTTEN; PEREIRA; DE OLIVEIRA, 2016; PELISSIER-ALICOT et al., 2006).

Diversos estudos de caso foram publicados reportando os riscos do uso prolongado
de femproporex, principalmente por mulheres em busca de emagrecimento, muitas vezes
fazendo uso de ansioliticos e benzodiazepinicos para mascarar os efeitos adversos do uso de
femproporex. A exemplo, uma mulher de 26 anos que se queixava de insdnia, palpitagdes no
peito, enxaqueca e fadiga. Ela fazia uso de femproporex a pelo menos 2 anos, associado a

ansioliticos para conseguir dormir e reduzir as crises de irritabilidade. Outro caso, um
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caminhoneiro de 38 anos que foi suspenso de seu trabalho por uso de anfetaminas. Ele fazia
uso de femproporex, medicamento este que havia sido prescrito para outra pessoa.
Queixava-se de insonia e palpitagGes cardiacas. Ambos os casos reportados apresentaram
guadros de depressdao menor apds a suspensdo da medicacdo e, apds algumas semanas, o

desaparecimento completo dos sintomas (COHEN, 2009; NAPPO, 1996).

O femproporex age diretamente nas vesiculas pré-sindpticas, controlando a liberacao
de dopamina no centro de alimentacao, localizado no hipotdlamo lateral. Outro efeito
promovido por ele é a manutencdo de leptina no cérebro, que concede uma sensacdo de
saciedade e assim, inibe a fome. Sua conversao em anfetamina acontece por N-desalquilagao,
biotransformada em anfetamina quase que completamente em 4 horas (PAUMGARTTEN;

PEREIRA; DE OLIVEIRA, 2016).

O tempo de meia vida das anfetaminas é variado. A anfetamina apresenta meia vida
entre 8 e 30 horas, a MDMA por volta de 5 a 10 horas e o femproporex por volta de 2 horas.
Logo, a procura por anfetamina na urina é mais segura para identificacdo do consumo,
enquanto que a presenca de produtos nao biotransformados das drogas precursoras nos da
a ideia da substancia consumida ou administrada (PAUMGARTTEN; PEREIRA; DE OLIVEIRA,
2016; XAVIER et al., 2008).

1.2.1 Cannabis sativa

A Cannabis sativa, possui registros de seu cultivo datados de 12.000 anos. Foi muito
utilizada desde a China antiga para tratamentos de diversas enfermidades como, dores
reumaticas, ansiedade, desconfortos no sistema reprodutor feminino e auxilio no tratamento

da malaria (ZUARDI, 2006).

A cannabis é formada por diversos compostos dentre eles, os canabinoides como o
canabidiol e o canabinol, com maior destaque por seu potencial psicoativo o A -9-tetra-
hidrocanabinol (THC). O THC possui caracteristicas quimicas mais lipofilicas e possui acdo
rapida, capaz de sensibilizar os receptores canabinoides CBD 1 e 2 e capaz de causar

dependéncia (RUSSO, 2016). Alguns tipos de canabinoides sdo produzidos endogenamente,
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sendo os mais elucidados na literatura a anandamida e 2-aracdonoil glicerol (JAMWAL et al.,

2017).

Sua forma mais comum de consumo é através da pirdlise enrolado como cigarro. O
usudrio de maconha apresenta efeitos como fala mais lenta, calma, aumento da temperatura
corporal, na percepgdo de cores, sons e texturas, regulacdao de apetite e maior tolerancia a
dor, além de diversos estudos demonstrarem os beneficios do uso de seus compostos em
diversas doencas como cancer, epilepsia, Alzheimer e Parkinson (MEIER et al., 2018;

PAMPLONA; TAKAHASHI, 2012).

O cigarro de maconha é feito com as folhas e flores da planta fémea, que pode conter
entre 10% a 69% de THC, dependendo da regido de cultivo e estrutura da planta (UNITED
NATION OFFICE ON DRUG AND CRIME, 2019). Os efeitos analgésicos provém da sua ligacdo
com receptores ligados a proteina G, e estudos recentes demonstram a possibilidade de
ligacdo também com receptores delta e kappa, no cérebro, o que explicaria seu efeito

relaxante e sedante (PAMPLONA; TAKAHASHI, 2012).

Quando fumada, sua absorcdo é rdpida, atingindo pico plasmatico entre 3 e 10
minutos, podendo ser sentido e observado efeito psicoativo em 15 a 30 minutos apds seu
consumo. A duracdo dos efeitos pode variar entre 2 e 3 horas, dependendo de fatores

individuais do usuario, como peso e frequéncia de uso (ADAMS; MARTIN, 1996).

Outras formas de administracdo ndo terapéutica como, consumo de alimentos a base
da erva e chas também sdo observadas, entretanto, tais vias de administracdo levam a uma
absorcdo mais lenta e aparecimento dos efeitos mais tardiamente, podendo levar de 1h —
1h30mins para atingir concentracdo plasmatica maxima e efeitos mais intensos e prolongados

(FOSTER; ABRAMOVICI; HARRIS, 2019).

As caracteristicas lipofilicas do THC permitem que ele tenha uma grande perfusdo nos
tecidos, além de uma deposicao no tecido adiposo, o que torna sua elimina¢cdo do organismo
mais lenta. A biotransformacdo ocorre no figado, através da enzima oxidativa da familia
citocromo P450. O THC é biotransformado, dentre outros produtos, em 11-hidroxi-THC (11-

OH-THC) e posteriormente em acido 11-nor-9-THC carboxilico (THCCOOH), produto este que
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é acoplado ao acido glicurénico por conjugacdo e eliminado, em grande parte, nas fezes, por

volta de 80%, e 20% na urina (DEL MAR RAMIREZ FERNANDEZ et al., 2008), como ilustra a

figura 4.
Figura 4: Biotransformagdo do THC
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Adaptado de DEL MAR RAMIREZ FERNANDEZ et al., 2008. Legenda: Acido glucurénico (glu)

1.2 Andlises toxicoldgicas de drogas de abuso

1.2.1 Matriz urina

As drogas de abuso sofrem diversos processos de biotransformacdo que ocorrem
principalmente no figado, assim como também em outros tecidos do corpo, com o objetivo
de tornar as moléculas mais hidrossollveis, possibilitando assim, que elas sejam excretadas

na urina pelos rins (ADACHI et al., 2006).

A urina produzida por mamiferos tem coloracdo acastanhada translucida, estéril e
com volume abundante, entre 1,2 a 2,0 L por dia. Composta majoritariamente por agua, nela
encontram-se os produtos ja sem serventia ao organismo, ou em excesso na corrente
sanguinea, como acucares, lipidios, sais inorganicos, creatinina, amonia, proteinas, entre

outros (BOUATRA et al., 2013), sendo a primeira rota de excrec¢do. Esta eliminacdo pode ser
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influenciada pela ingestdo de liquidos, estado de saude, uso de drogas e fatores ambientais

(ADACHI et al., 2006).

Nas analises toxicoldgicas, as matrizes escolhidas necessitam passar por etapas de
preparo de amostra, para remo¢do de componentes que possam dificultar a deteccdo do
analito. A estes componentes, da- se o nome de interferentes. Estes podem ser definidos
como qualquer componente da matriz que ndo seja o analito desejado, especialmente
proteinas, peptideos, células, entre outras estruturas que possam estar contidas na matriz

(BORDIN et al., 2015).

O preparo de amostra também contribui para a concentragdo dos analitos na amostra,
facilitando sua deteccdo. Para isso, diversos tipos de extracdo sdo empregados no preparo de
amostras, como as técnicas miniaturizadas microextracdo em fase liquida (LPME),
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), microextracdo em fase sélida (SPME), e as
técnicas convencionais como a extracao liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase sélida (SPE),
dentre diversas outras. A técnica de escolha varia dependendo da matriz com etapas

adicionais de extracdo e limpeza da amostra (BORDIN et al., 2015).

A urina é o material bioldgico mais amplamente utilizado para identificacdo de uso de
drogas, licitas ou ilicitas. Seu processo de analise vem sendo melhorado ao longo dos anos e
oferece um periodo de deteccao relativamente longo, comparado a outras matrizes como
sangue, sendo possivel ter uma estimativa de quanto tempo o individuo faz uso de uma

determinada substancia (KOSTER et al., 2014; OTERO-FERNANDEZ et al., 2013).

Nos exames toxicoldgicos envolvendo matrizes bioldgicas, a confirmacdo da presenca
de uma substancia na matriz ndo depende unicamente da sua detec¢do, mas também da
concentracdo que esta é encontrada na amostra. Para isso, drgdos internacionais como
Substance Abuse and Menthal Health Services Administration (SAMHSA), e a European
Workplace Drug Testing Society (EWDTS) estabelecerem guias contendo uma concentragao
de corte, denominada de cut-off. Nas analises toxicoldgicas, é o cut-off que determina se uma
amostra é positiva ou negativa. Valores acima do valor de corte estabelecido sdo consideradas
positivas, enquanto que abaixo, podem ser detectadas, mas consideradas negativas. Esta

determinacao auxilia na interpretacao de resultados, dando uma ideia de uso da substancia,
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exposi¢do passiva ou se a substancia, quando produzida endogenamente, se encontra nos

niveis enddégenos (CUYPERS; FLANAGAN, 2018; TSANACLIS; WICKS, 2008).

Com o tempo, o preparo de amostras tem se tornado mais simples e menores volumes
de amostras bioldgicas tem sido necessarias, visto que os equipamentos de analises também
tém evoluido na sua capacidade de detectar e quantificar moléculas de baixo peso molecular,
como é o caso das técnicas cromatograficas acopladas a detectores cada vez mais sensiveis e
eficientes na identificacdo de diferentes moléculas. Logo, a necessidade de grande volume de
amostras se fez desnecessdria e as andlises puderam ser feitas a partir de microlitros de

matriz, secas em um papel absorvente.

1.2.2 Dried urine spot

Dried matrix spots (DMS - ponto de matriz seca) é uma técnica de acondicionamento
de amostra que, ao longo dos ultimos anos, tem sido avaliada em analises toxicoldgicas. Esta
técnica consiste em colocar uma gota da matriz em um cartao de papel filtro absorvente e
deixar que este seque em temperatura ambiente, preservando os constituintes da matriz e,
desta forma, inibindo a degradacao deles por hidrdlise ou acdo de agentes patogénicos

(SADONES et al., 2014).

A primeira técnica de DMS foi desenvolvida por Robert Guthrie, em 1963, que utilizou
sangue seco em papel para triagem de doencas metabdlicas em neonatos com fenilcetonduria.
Apds seco o conteudo aquoso do sangue, ficou preservado por semanas no papel. Esta técnica

foi chamada de dried blood spots (DBS) (GRUNER; STAMBOULI; ROSS, 2015).

Sdo inumeras as vantagens de se utilizar esta técnica em comparacao as matrizes na
forma convencional. Sdo mais seguras, em comparagdo com o sangue e plasma, por exemplo,
ja que, uma vez seca, inativa proteinas e a acao de enzimas, inibindo também o crescimento
de bactérias. Outra vantagem encontrada é a maior preservacao de substancias, sensiveis a
fotodegradacdo (AYRE et al., 2018). As amostras secas em DBS podem ndo necessitar de
refrigeracdo, seja em geladeira, freezer ou mesmo serem preservadas em nitrogénio,
podendo ser guardadas em temperatura ambiente por dias ou semanas sem haver perda

consideravel dos constituintes da amostra. Sdo amplamente utilizadas em triagem de doencas
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metabdlicas neonatais, estudos do DNA, proteinas, pequenas moléculas, tracos de
elementos, estudos de farmacocinética e toxicocinética, monitoramento terapéutico,

analises forenses antemortem e post-mortem, entre outras (GAUGLER et al., 2019).

Diversos papéis foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para esta
finalidade. O mais usualmente reportado é o Whatman 903, que contém cartdes com numero
variado de pocos para acondicionar a amostra. Nao é necessdrio um grande volume amostra,
20ul sdo suficientes para preencher a area indicada no papel para depositar a amostra,
ocupando um diametro de 12mm. Nestes pocos, cortes de 3mm equivalem a

aproximadamente 3ul (SADONES et al., 2014).

Diversas outras matrizes foram utilizadas nos principios desta técnica, como suor,
saliva, plasma, leite materno e urina. O dried urine spots (DUS), nos ultimos anos, comecou a
ser utilizado para triagem de funcionamento renal e consumo de drogas, sendo ressignificado.
Ha relatos de monitoramento de doencas congénitas, uma vez relatado seu potencial de
armazenamento e conservacgao alto (AYRE et al., 2018; DELABY et al., 2014). O uso de DUS é
uma técnica vantajosa por necessitar de pequena quantidade de urina, assim como DBS, cuja
aquisicdo é pouco invasiva, e de facil obtencdo, baixo custo, possibilitando a andlise de
diversos produtos de biotransformacdo, sendo de grande auxilio no monitoramento de
exposicdo a drogas em neonatos, criangas, acamados e vitimas de intoxicagdo por drogas

facilitadoras de crimes (LEE; LAl; SADRZADEH, 2013).

Sua forma de condicionamento e rapidez de analise torna-se um problema quando se
estd frente a uma grande quantidade de amostras a serem analisadas. Situacdes como,
acondicionamento, temperatura para armazenamento de amostra, diluicdo da amostra,
contaminacdo cruzada, baixo volume coletado e possivel depuracdo da amostra sdo

problemas comuns encontrados (JAIN et al., 2017; KIM et al., 2019).

A urina continua sendo a matriz bioldgica mais escolhida para as andlises toxicoldgicas,
levando em conta sua facilidade de obtencdo, quantidade suficiente de volume coletado e
larga janela de detec¢ao de compostos presentes nela. Contudo, somente nos ultimos anos é
que estudos estdo sendo feitos com DUS para validacdo de metodologias analiticas,

apresentando 6timos resultados, ao utilizar equipamentos sensiveis como a cromatografia
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liguida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), como indicado no grafico 2 (DA SILVA;

COLLINS, 2011).

Grdfico 2 - Publicagdes sobre DUS em LC-MS.
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Fonte: Pubmed; Web of Science, 2020.

1.2.3 Revisdo sobre andlises cromatogrdficas

A cromatografia € uma poderosa técnica de separagao de compostos que constitui no
contato e na passagem de um solvente por uma superficie de contato fixa. Esta superficie de
contato é a coluna cromatogréfica, que leva o nome de fase estaciondria (FE), enquanto o
solvente leva o nome de fase moével (FM). Ao passo que a fase modvel percola pela fase
estaciondria, os compostos, dependendo das intera¢des dos analitos pelas duas fases, sdo

carregados pela FM e separados (FISCHER, 2006).

Diversas técnicas cromatograficas existem, onde a composicao das FE e FM pode
mudar de acordo com as necessidades da anadlise. As técnicas mais utilizadas hoje sdo a
cromatografia gasosa (gas chromatography, GC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(high performance liquid chromatography, HPLC). Estas técnicas, além de permitirem uma
separacdo eficiente dos compostos, ainda possibilitam a quantificacdo dos analitos

encontrados (LANCAS, 2009).
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Na cromatografia gasosa, a fase mével é um gas inerte, normalmente hélio, argdnio,
nitrogénio ou hidrogénio, que ao passar pela fase estaciondria, arrasta consigo as moléculas
pela coluna cromatografica. E utilizada para analisar moléculas volateis, e termoestaveis.
Amplamente presente na industria quimica e farmacéutica, nas andlises de produtos

petroquimicos, laboratérios forenses e de analises ambientais (LANCAS, 2009).

As amostras, apds extracao, podem ser injetadas no equipamento na forma de liquido
ou como gas. S3o expostos a alta temperatura no injetor, volatilizando todo e qualquer
resquicio do liquido antes de entrar na coluna cromatografica. As substancias ndo volateis
dependem de um processo extra no preparo de amostra, chamado derivatiza¢ao, que muitas
vezes, torna o preparo de amostra muito longo e tedioso. Qutro ponto a se destacar,
compostos ndo estaveis sob elevada temperatura, acabam degradando, tornando a

identificacdo impossivel (PEREZ et al., 2016).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia por outro lado, é uma técnica que raramente
necessita de derivatizagdo. Otima para analisar compostos ndo volateis e termicamente
instaveis, dado ao fato de sua fase mével ser um liquido e a separacdo ser feita sob alta
pressdo e temperaturas entre 20° e 40°C normalmente. A fase modvel pode ser aquosa,
organica, ou uma mistura das duas, afim de melhorar a separacao dos analitos, enquanto que
a fase estacionaria é sélida, presente na parte interna da coluna cromatografica (MICHELY;

MEYER; MAURER, 2017).

A fase estacionaria na HPLC utilizada na toxicologia, normalmente tem caracteristica
apolar do que a fase médvel, principalmente nas analises toxicoldgicas, sendo denominada
fase reversa. O contrario, apesar de ndo muito frequente, também acontece, sendo
denominada como fase normal. Esta diferenca de polaridade entre as fases é de suma
importancia para a separa¢do dos analitos, visto que, na fase reversa, por exemplo,
compostos polares tendem a interagir menos com a fase estacionaria e mais com a fase
movel, enquanto que composto mais apolares tendem a ficar mais tempo retidos na coluna

cromatografica (DA SILVA; COLLINS, 2011).

Posterior a separacdo cromatografica, os analitos sdo levados ao detector. Diversos

detectores podem ser utilizados, acoplados ao sistema cromatografico. O padrao ouro a
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respeito dos detectores é o espectrOmetro de massas, muito requerido nas analises de

amostras bioldgicas.

O espectrometro de massas é composto por uma fonte de ionizagdo, um analisador
de massas, que separa as moléculas por sua relacdo massa/carga (m/z), e um detector para

transformar o sinal medido em um plano gréfico.

Diversas fontes de ionizacdo existem, sendo a mais comum na cromatografia liquida,
ionizacdo por eletrospray (ESI). O ESI é um poderoso aliado na produc¢do de ions em fase
gasosa, onde forma um fino spray de ions vindos da solucdo e, posteriormente, passando por
um gas de dissolvatacdo, formando microgotas e nebulizando a amostra. Este tipo de
ionizacdo é muito indicado para moléculas que possuem pouca pressdao de vapor ou

termicamente instdveis, como as proteinas e agucares (FENN et al., 1989).

Apds a ionizagdo, o analito passa para o analisador de massa. Dos mais usuais, temos
analisador por tempo de voo, captura de ions e quadrupolo. Estes analisadores tém a
finalidade de resolver os ions, segundo a relagdo m/z deles. Diversas técnicas utilizam mais
de um analisador acoplado, o que é chamado de espectrometria de massas hibrida ou
sequencial, com o intuito de ter um equipamento mais sensivel de detec¢do das moléculas.
Comumente utilizado, o duplo quadrupolo (MS/MS) é uma técnica muito sensivel que
possibilita a identificagdo da molécula por seu perfil de fragmentagdo. No primeiro
guadrupolo, o ion, chamado de ion pai ou precursor, é detectado. Entdo esse ion é levado a
uma célula de colisdao, que fragmenta a molécula e os fragmentos, também chamados de ions
filho, sdo analisados no segundo quadrupolo. O perfil de fragmentacdo é a identidade uUnica
de cada molécula visto a passagem do ion precursor, para o fragmento gerado (LANCAS,

2009).

1.3 Estabilidade de amostras bioldgicas.

Diversos sdo os desafios envoltos na coleta e analise de amostras na toxicologia. A
estabilidade de substancias psicoativas em matrizes bioldgicas é uma delas. Por meio dela, é
possivel decidir na fase pré-analitica, qual condicao de armazenamento, transporte e tempo

para armazenagem a amostra coletada deve ser submetida para garantir um resultado
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fidedigno qualitativa ou quantitativamente. Nao respeitar estas condicdes, leva a degradacao
acelerada da amostra e consequentemente, a um resultado analitico sub ou superestimado
(DINIS-OLIVEIRA et al., 2010; PELLEGRINI et al., 2017).

Frequentemente hd um periodo de atraso entre a hora da coleta da amostra e a sua
analise. Estes atrasos podem ser justificados pela distancia entre o local da coleta e o
laboratdrio destinatario, ou até mesmo por processos juridicos envolvendo a origem da
amostra e se esta devera ser armazenada para nova analise. Durante este tempo, é passivel
de ocorrer degradacao dos analitos de interesse, sendo aceitdvel pelos guias internacionais
de validagdo, uma variacao de até 20% do analito, em fun¢do do tempo que a matriz é
armazenada (MATA, 2016).

Diversos fatores levam a degradag¢do de amostras bioldgicas, sejam estas antemortem
ou post-mortem. Dentre os mecanismos envolvidos mais frequentes sao processos fisico-
guimicos da propria matriz como pH, presenca de agua, atividade enzimatica e tendéncia a
conjugacdao ou desconjugacdo, assim como fatores externos, tais como contaminagao
bacteriana, temperatura, exposicdo a luz e deposicdo do analito no material de coleta
(PELLEGRINI et al., 2017).

A presenca de dgua na matriz gera maior instabilidade em substancias. A mudancga de
pH exerce um potencial de biotransformacdao nos analitos, podendo ativar ou inativar
enzimas, quebrar ligacdes na molécula do analito alvo, em principal aqueles que possuem em
sua estrutura enxofre, nitratos e outros grupos facilmente hidrolisaveis como grupamentos
éster, como presente nos produtos da cocaina, o que pode dificultar a detec¢do e/ou
guantificacdo do analito por sua degradacao (PETERS, 2007).

Este ambiente também fornece um meio favoravel para o crescimento bacteriano,
importante contaminante e potente agente degradante que pode alterar a concentracao dos
analitos, ou produzindo compostos derivados, dando resultados imprecisos e liberando
interferentes no meio, dificultando ainda mais o processo de extracdo (BUTZBACH, 2010).

Quando a analise toxicoldgica nao é feita logo apds sua coleta, situagdo frequente em
laboratdrios, dada a quantidade de amostras, conservantes podem ser adicionados a matriz
e/ou ser armazenada em baixas temperaturas. E recomendado que para amostras que serdo
analisadas em até 15 dias, considerado curto prazo, o armazenamento deve ser feito em

geladeira, em temperatura menor que 4 °C. Ja aquelas que serdo analisadas apds este
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periodo, consideradas de longo prazo, ou armazenadas para reanalise futura, devem ser
armazenadas em freezers, sob temperaturas de -20 °C ou -80°C (KERRIGAN, 2013).

O material escolhido para coleta pode interagir com os analitos da matriz, aderindo a
parede do recipiente, reduzindo o poder extrativo do método. Exemplo disto, os ftalatos sdo
compostos plastificantes, encontrados em ponteiras descartdveis, recipientes de solventes,
tubos de coleta e outros materiais utilizados em laboratdrio. Esta substancia pode eluir na
amostra por diversos fatores fisico-quimicos, e sua presenga é um grande interferente em
métodos de detec¢do que facam utilizac3o de espectrometria de massas (HOGBERG et al.,
2008).

O material para coleta de urina normalmente consiste em um pote de fundo reto, feito
de pldstico com tampa, podendo ser de poliestireno ou polipropileno, com adi¢do ou sem
conservante, normalmente fluoreto de sédio. Uma situacao a ser observada é a durabilidade
deste material no armazenamento. O poliestireno tende a apresentar rachaduras quando
submetido a baixas temperaturas, enquanto que o polipropileno tende a ser mais resistente
(DINIS-OLIVEIRA et al., 2010).

Também cabe dizer que analitos fotossensiveis, devem ser armazenados,
preferivelmente em frascos ambar, ou em recipientes cobertos com papel aluminio, ao abrigo
da luz e, preferencialmente, sob baixa temperatura. Ciclos de congelamento e
descongelamento devem ser evitados, preservando de uma depuracdo da amostra (DINIS-
OLIVEIRA; VIEIRA; MAGALHAES, 2016).

Idealmente, diversas condicdes devem ser avaliadas em um estudo de estabilidade.
Preferencialmente aqueles em que as amostras sdo normalmente submetidas. Dentre eles,
pode-se elencar estabilidade de longo prazo (freezer), efeitos de ciclos de congelamento e
descongelamento, estabilidade de curto prazo (geladeira), estabilidade em temperatura
ambiente e estabilidade apds extracdo sdao alguns dos mais comuns, presentes nos guias de
validacdo. Valendo lembrar que, a matriz em que o estudo é conduzido pode interferir nos
fatores gerais de estabilidade do analito (BUTZBACH, 2010).

Na urina, poucos estudos de estabilidade longitudinais ou multifatoriais foram
conduzidos. Clauwaert e colaboradores, em estudo com diferentes temperaturas de
armazenamento e abrigo da luz, visando estabilidade de anfetaminas em diferentes matrizes,

verificou-se que MDMA e MDA permaneceram estaveis em temperaturas de 20°C, 4°Ce -20°C
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por periodo de 21 semanas na urina, tendo sido a melhor matriz neste quesito (CLAUWAERT;
VAN BOCXLAER; DE LEENHEER, 2001).

A estabilidade da cocaina em urina é um problema em diversos estudos. Sua
estabilidade é prejudicada principalmente por conta do pH da amostra, meio aquoso e
temperatura do armazenamento. Em relagao ao pH, ambientes mais basicos contribuem para
hidrolise da porcdo éster da cocaina, ocorrendo de forma espontdnea, tornando-se
benzoilecgonina. Pouca diferen¢a no valor do pH pode alterar drasticamente a concentragao
da cocaina em temperatura ambiente. Temperaturas de -20°C sdo mais indicadas para
preservacao da cocaina e seus produtos de biotransformacdo das agbes fisico-quimicas
(MOODY et al., 1999).

J& estudos sobre canabinoides indicam que os fatores mais relevantes para sua
instabilidade sdo luminosidade, mudancas de temperatura e interacdo com a parede do
recipiente. Os canabinoides tendem a aderir a parede dos frascos plasticos apds uma hora da
coleta da urina. O meio 4cido da urina, leva a desconjuda¢dao do THCCOOH-glu, alterando
assim, a concentracao final do THCCOOH. O THCCOOH ¢é mais resistente a degradacao
mediante mudangas no pH, sendo mais frequente uma descarboxilacgdo mediada por agao
bacteriana, apds 15 dias em temperatura ambiente. Em temperaturas de 4°C e -20°C, os
canabinoides se mantem estaveis por periodo préoximo a seis meses em urina (SKOPP;
POTSCH, 2004).

A utilizacdo de matriz seca neste contexto apresenta grandes vantagens, ndo apenas
nos exames toxicoldgicos, como também em ensaios clinicos e monitoramento terapéutico.
O volume de amostra a ser coletada é menor e sem a necessidade de um rapido transporte e
armazenamento refrigerado. Para coletas feitas em areas remotas e afastadas, os custos
referentes ao transporte e materiais de coleta também sdo minimizados, além de possibilitar
comodidade para o desenvolvimento de estudos longitudinais de um individuo ou possivel
hospedagem, nos casos de ensaios clinicos, promovendo uma reducdo de espago para o
armazenamento e custos referentes as amostras (PALMER; COOPER; DUNN, 2019).

Cada caso é unico, sendo que cada composto na matriz, possui sua particularidade e
estabilidade, sendo praticamente impossivel conhecer exatamente a concentragao de um
analito. Entretanto, estudos voltados para melhorar a estabilidade destes compostos sdo de

suma importancia para ter o resultado mais fidedigno possivel (DINIS-OLIVEIRA et al., 2010).
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2 Objetivos

Avaliar a estabilidade de anfetamina, metanfetamina, MDA, MDMA, femproporex,
COC, BZE, EME, CET e THCCOOH em amostras dried urine spot em 40°C, temperatura
ambiente e em temperaturas de 4°C e -20°C, visto que estas sdo as temperaturas

frequentemente utilizadas para armazenamento de amostras bioldgicas.

Desenvolver, validar e aplicar métodos de extracdo e determinacdo dos analitos

utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS/MS)

3 Material e métodos
3.1 Equipamento:

e Equipamento de cromatografia liquida modelo UPLC® Acquity acoplado a
espectrometria de massas modelo Micromass Quattro Premier, ambos da Waters
Corporations (Milford, MA, EUA), disponivel no Laboratério de Analises Toxicoldgicas — USP.

3.2 Reagentes e padroes

e Reagentes: Metanol, formiato de amonio, acido férmico, acetonitrila grau
HPLC, obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e dgua ultrapura produzida pelo sistema de
filtragem Milli-Q (Billerica, MA, USA).

e Papel de filtro Whatman 903 Protein Saver Cards da GE Healthcare (Dassel,
Alemanha).

e Padrdes de referéncia: cocaina, benzoilecgonina, ecgonina metil éster, anidro
ecgonina metil éster, cocaetileno; anfetamina, metanfetamina, femproporex, MDMA e MDA;
acido-11-nor-THC carboxilico, acido-11-nor-THC carboxilico conjugado, cocaina-ds,
anfetamina-ds, acido-11-nor-THC carboxilico-ds, obtidas da Cerilliant Corporation (Round

Rock, Texas, EUA).

3.3 Material bioldgico
As amostras foram coletadas de uma clinica de tratamento para dependentes
guimicos, pela equipe da clinica. A coleta das amostras ja faz parte da rotina da clinica, logo,

serd cedida uma aliquota de amostra positiva, com a aprovagdo do doador considerado apto.
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Para a validacdo, amostras negativas foram coletadas de pessoas que nao fazem uso das
substancias pesquisadas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o CAAE
19941319.1.0000.0067, como consta no Anexo Il. As amostras coletadas neste estudo nao

foram analisadas devido ao periodo de quarentena, em decorréncia a Covid-19.

3.4 Metodologia

Os analitos foram adicionados em uma amostra de urina negativa, nas concentracdes
de 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 ng/ml. Apds, 20 pl foram colocados em cada spot e deixados
secar por 2 horas. Apds esse tempo, um pogo foi manualmente cortado (12 mm), colocado
em tubo eppendorf contendo 500 pl de fase extratora (MeOh/ACN/acetona), contendo P.l. a
100 ng/mL. O tubo foi levado a agitacdo branda em agitador mecéanico por 40 min, seguido
de 5min em centrifugacdo a 14.000 rpm. Todo o solvente foi retirado e seco em fluxo de
nitrogénio por 8 min, ressuspendido em 50 ul de gradiente inicial (20% Fase B) e injetado 10

ul no UPLC, conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma de preparo de amostra em DUS.
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Fonte: Autor. Legenda: Solucgdo extratora (S.E.)
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3.5 Pardmetros cromatogrdficos.
O método de separagdo cromatografica foi desenvolvido para determinagdo de

anfetamina, metanfetamina, MDA, MDMA, femproporex, COC, BZE, EME, AEME, CET,

THCCOOH, THCCOOH-glu e seus respectivos padrdes deuterados em uma Unica corrida.

Os padrdes foram infundidos diretamente no espectrometro de massas, a fim de
encontrar o ion precursor e os respectivos produtos de cada um dos analitos, conforme

apresentado na tabela 1.

Tabela 1: Parametros utilizados no método cromatografico.

Parametros cromatograficos

Composicdo da fase movel A Agua + Formiato de aménio (1mM) +Acido férmico 0,1%
Composicao da fase mével B Metanol: Acetonitrila (6:4) + Acido férmico 0,1%
Temperatura da coluna 40°C

0.00 Min - Fluxo: 0.300 %Fase B: 10
1.00 Min - Fluxo: 0.300 %Fase B: 10
Gradiente da fase moével 3.50 Min - Fluxo: 0.400 %Fase B: 100
5.00 Min - Fluxo: 0.300 %Fase B: 10

3.6 Pardmetros espectrométricos

Para monitorar os ions ao chegarem no detector MS/MS, um método MRM foi
otimizado para adequar a melhor sensibilidade de deteccdo como apresentado na tabela 2 e

3.

Tabela 2: Parametros inseridos para MRM.

Método MS
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Modo de ionizacao Eletrospray
Capilar (kV) 3,00
Cone (V) 32
Extrator (V) 1
Temperatura da fonte (°C) 12
Temperatura do gds de desolvatacdo (°C) 450
Fluxo de gas no cone (L/h) 50
Fluxo do gas de desolvatacdo (L/h) 900

Tabela 3: Parametros de ionizacdo dos ions precursores.

Método MS/MS

Resolugdo LM 1 15,0
Resolucdo HM 1 14,0
Entrada 1
Colisao 24
Saida 1.0
Resolugdo LM 2 15,0
Resolugdo HM 2 14.0
Multiplicadora (V) 650

Pressdo da célula de colisdo

Pressdo (m bar) 3.45e-3

Fluxo do gas de colisdo (mL/Min) 0,18

3.7 Guia para validagdo de metodologia em andlises toxicoldgicas

Para a validacdo do método, o guia da ANSI/ASB Standard 036 - Standard Practices for
Method Validation in Forensic Toxicology, 2019 foi utilizado, atentando-se aos parametros
limite de detecc¢do (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), linearidade, precisdo e exatidao inter-
dia e intra-dia, especificidade, efeito matriz, recuperacao, carryover e estabilidade em
temperatura ambiente, 4°C e -20°C e 40°C, esta ultima, simulando o transporte das amostras

por servicos de entrega ndo refrigerados, em amostras de DUS.
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Os 15 analitos foram infundidos separadamente no espectrémetro de massa

(anfetamina, metanfetamina, MDA, MDMA, femproporex, COC, BZE, EME, CE, AEME,

THCCOOH, THCCOOH-glu e os deuterados de anfetamina d5, cocaina d3, THCCOOH d3 e

THCCOOH-glu d3). Todos os analitos estavam diluidos em metanol, na concentragao de 1000

ng/mL. Os parametros espectrométricos como voltagem do cone, energia de colisdo e

voltagem do capilar foram otimizados para se obter o melhor sinal para cada um dos analitos

e seus respectivos ions produto.

A partir da otimizacdo de cada analito, o arquivo de monitoramento MRM foi

desenvolvido contendo as informagdes colhidas na infusdo. Na tabela 4 foram colocadas as 2

transicdes mais abundantes de cada analito e seus respectivos parametros.

Tabela 4 - fons precursores, ions produto e tempo de retencdo das substdncias de estudo.

fon ) Dwell  Voltagem Energia de
Analito lon produto Tr

precursor time do cone colisdo
Anfetamina ds 141 96 - 68 1,18 0.03 17 9-17
Anfetamina 136 90-61 2,79 0.03 15 9-17
Femproporex 188 119-91 2,84 0.03 20 11-23
MDA 180 163 -133 2,87 0.03 15 11-17
MDMA 194 162 - 105 2,81 0.03 20 13-21
Metanfetamina 150 119-91 2,79 0.03 20 11-17
Cocaina ds 307 185 -85 3,13 0.03 35 20-36
AEME 199 117 -90 1,53 0.03 40 21-25
Cocaina 304 182 -82 3,13 0.03 35 20-36
Cocaetileno 318 196 - 82 3,32 0.03 30 23-33



Benzoilecgonina
Ecgonina metil éster
THCCOOH d;
THCCOOH
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0.03
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0.03
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0.03
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35

35

40

40

43

21-31

24-24

20-22

20-22

15-28

15-28

Legenda: Tempo de retengdo (Tr).

4.2 Método de preparo de amostra

Para o preparo de amostra, foi conduzida uma pesquisa sobre propriedades fisico-

guimicas das moléculas, identificando a forma mais eficiente de extracdo do analito de

interesse, como demonstra tabela 5.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas das substdncias de estudo.

Periodo de deteccdo na

Substancia Estrutura pKa Log P
urina
; 5 /Ot
Cocaina © 8,7 2,3 72~ 124h
/
He”

" 3,1
Benzoilecgonina 1,3 24 ~192h

9,5
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H
Anidro  ecgonina
H,C HsC ‘N 9,04 1,1 4,2h
T 3
metil éster \0
H
o}
H _~CHj
Ecgonina metil s
9 3,8 ~ 48h
éster
Hy
3,2
Cocaetileno 2,5 ~ 60h
10,1
Anfetamina 9,9 1,8 115~ 216h
NH
“CH
Metanfetamina 3 9,8 1,9 1~ 34h
H,C
NH CH
HyC” 3
MDMA <0 10,1 1,8 ~ 48h
o]
H,N CH,
MDA <0 9,6 1,6 ~48h
(o]
Femproporex 7,8 1,7 ~117h
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HO. 0
24~ 360h
THCCOOH ‘ om 41 5,2
ned
3n,c 0 CH,
THCCOOH-glu ¢ 3,2 6,5 24 ~360h

Fonte : Adaptado de MAQUILLE et al., 2009; MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP, 2011.

Com auxilio da ferramenta de analises de misturas do Minitab®, um limiar 6timo para
extracdo dos analitos de estudo foi estipulado, utilizando como varidveis acetonitrila
(ACN)(LEE; LAI; SADRZADEH, 2013; OTERO-FERNANDEZ et al., 2013), metanol (MeOH),
diclorometano (Diclme) (MICHELY; MEYER; MAURER, 2017), acetato de etila (Acet), e acetona
(THOMAS et al., 2012), isolados e misturas de 2 a 5 solventes em triplicata, com volumes
igualmente proporcionais e volume final de 1 ml.

O processo de extracao foi conduzido utilizando a total circunferéncia de cada spot de
amostra, contendo padrdo + Pl (200 ng), imersa em 1 ml de solvente organico, mais 500 ul de
agua + ac. Formico (pH 3), seguido de agitacdo branda em vortex por 40 min, centrifugacdo a
14.000 rpm por 5 min, recolhimento de 700 ul do solvente sobrenadante e transferido para
vials submetidos a secagem em fluxo de nitrogénio. Por fim, ressuspensao dos analitos em 50
ul do gradiente cromatografico inicial e injecdo no equipamento.

Apds aquisicdo e analise dos dados, utilizando a area relativa na resposta e o p-valor
das variaveis, constatou-se que o grupo de anfetaminas possuia uma afinidade maior por
solventes menos apolares, como misturas contendo acetona, enquanto COC e seus produtos
afins retornavam melhores resultados quando o solvente extrator era mais apolar como ACN.
O THCCOOH e THCCOOH-glu foram pouco extraidos em praticamente todos os solventes
utilizados, obtendo o melhor resultado quando utilizado uma mistura contendo iguais
proporcdes de ACN e MeOH contendo acetona. A utilizacdo de Acet e Diclme demostraram
uma interacdo negativa nas misturas, reduzindo a eficiéncia da extracdo. Os valores obtidos

sdo demonstrados na tabela 6.
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Tabela 6 - Coeficientes de regressdo estimados como ponto étimo.

Epde Valor- Valor-

Substancia Porg¢ao de solvente Coef Vif
coef t p
ANF ACN* ACN *MeOH*acetona 1827 362 5,04 0,000 367,27
FEM ACN *acetona 0,61 0,1 4,61 0,000 2,42
MDMA ACN * MeOH 55,0 19,7 2,79 0,010 5,02
MDA ACN * ACN * MeOH *acetona 5320 1674 3,18 0,004 2,00
Meta ACN * ACN * MeOH *acetona -3067 1167 -2,63 0,015 303,62
cocC MeOH *acetona 25,6 -5,14 0,000 2,76
131,6
BZE ACN *acetona -60,1 27,6 -2,18 0,037 2,55
EME MeOH *acetona -11,3 2,5 -4,41 0,000 2,66
AEME ACN *Acet -3,4 0,7 -4,58 0,000 2,81
CET Acet*acetona -26,4 10,1 -2,62 0,014 2,48
MeOH * MeOH
THCCOOH -3578 413 -8,67 0,000 2,13
*Acet*acetona
THCCOOH-glu MeOH *acetona -85,8 20,5 -4,18 0,000 44,99

Legenda: Acetonitrila (ACN), metanol (MeOH), acetato de etila (Acet).

Desta forma, visando um setor 6timo para extracdo da maioria dos analitos e
priorizando aqueles que possuiam baixo valor extraido, uma mistura de ACN:MeOH:Acetona
(1:1:1) foi escolhida como solvente de extracdo, incluindo 200 pl de H,0 + ac. férmico, uma
vez que sua presenca se mostrou eficiente no processo de extracdo dos analitos do papel.

Logo apds escolha do melhor solvente para extracao, utilizando a mesma ferramenta
estatistica, foi conduzido um experimento fatorial em busca da melhor condicdo para
extracdo. Os fatores escolhidos para otimizacdo foram o volume de solvente extrator (500 pl
e 1000 pl), equipamento utilizado (agitador mecanico ou sonicador), tempo de
agitacdo/sonicacdo (20 e 40 min) e tempo de vortex (5 e 10 min). Todos em triplicata e 3

pontos centrais.



47

Assim como o experimento de misturas, o critério de aceitacdo da melhor combinacgao

foi aquele que melhor extraisse a maior parte dos analitos. Assim, identificando os pontos

relevantes pela andlise do p-valor das combinagdes, a melhor combinag¢do foi 500 ul de

solvente extrator, 40 min em agitador mecanico, seguido de 5 mins em vértex. As Figuras de

6 a 11 apresentam o resultado das andlises dos parametros otimizados. Os pontos azuis

demostram a resposta obtida por cada parametro. Aqueles pontos acima da linha tracejada,

indicam a melhor condigao para a extragdo e, quanto maior a inclinagao da reta azul, maior o

impacto do pardmetro na extracao.

Figura 6 - Grdfico de eventos principais, obtidos pelo Minitab, de canabinoides do estudo
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Figura 7 - Grafico de eventos principais, obtidos pelo Minitab, de cocaina (COC) e ecgonina metil
éster (EME).
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Figura 8 - Grdfico de eventos principais, obtidos pelo Minitab, de cocaetileno (CET) e anidro ecgonina (AEME).
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Figura 9 - Grdfico de eventos principais, obtidos pelo Minitab, de benzoilecgonina (BZE) e MDA.
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Figura 10 - Grdfico de eventos principais, obtidos pelo Minitab, de metanfetamina (Meta) e MDMA.
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Figura 11 - Grdfico de eventos principais, obtidos pelo Minitab, de anfetamina e femproporex (FEM).
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O cromatograma completo apds a otimizacdo pode ser visto na Figura 12.
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Figura 12 - Perfil cromatogrdfico completo.
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Apds o processo de extracdo escolhido, seletividade e limite de detec¢do foram
conduzidos para identificar a efetividade do método cromatografico. Em relagdo a
seletividade, ndo houve picos presentes nos tempos de retencdo. Quanto aos limites, EME,
THCCOOH e THCCOOH-glu ndo apresentaram sinal analitico em concentragées inferiores a
100 ng/ml, sendo um limite muito alto para condug¢do da validacdo, além da EME ndo
interagia com a coluna cromatografica depois de extraida, saindo no tempo morto da coluna.
Assim, EME, THCCOOH e THCCOOH-glu foram retirados do plano de validacdo atual.

Como os analitos de menor recuperacao foram retirados, o tempo de corrida foi
reduzido. Como os analitos restantes tinham tempo de retencdo até 4 min, o tempo total de
corrida foi reduzido para 5.0 min, deixando 1.5 min de passagem do gradiente para limpeza
da coluna.

As amostras auténticas coletadas ndo foram utilizadas no presente estudo. As
amostras foram armazenadas em potes de fundo reto e colocadas no freezer. Por conta do
fechamento dos espacos ndo essenciais, o laboratdrio também foi fechado, reduzindo o
tempo total disponivel para a continuidade do estudo e andlises destas amostras apds

validagdo dos parametros necessarios.

4.3 Validagdo
4.3.1 Seletividade

O parametro de seletividade foi conduzido utilizando os analitos presentes na tabela
7, todos na concentracdo de 5000 ng/ml. Foram utilizados para o estudo substancias licitas
ou ilicitas, com padrdes disponiveis no laboratério de andlises clinicas e de grande
conhecimento de utilizacdo pela populagao brasileira. Como demonstrado na Tabela 7, ndo
foram detectados interferentes enddgenos, utilizando 10 fontes de amostras negativas
diferentes, ou exdgenos nos tempos de retencao dos padrdes e padrdes internos. Também é

possivel ver que ndo ha interferéncia no sinal analitico entre o sinal do padrdo interno na
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concentracdo de 300 ng e os analitos, tdo pouco interferéncia dos padrdes a 2000ng, no sinal

dos padrdes internos.

Tabela 7 - Substdncias exdgenas utilizadas na seletividade do método.

Classe de substancias:

Substancias

Estimulantes comuns

Cafeina, nicotina.

Narcéticos

Morfina, codeina, metadona

Alucinégenos

Lsd, dimetil-triptamina (dmt).

Barbituricos

Senobarbital, secobarbital, pentobarbital,

Antidepressivos

Paroxetina, fluoxetina, norfluxetina,  sertralina,

amitriptilina, nortriptilina, imipramina, desimipramina

Benzodiazepinicos

Midazolam, nitrazolam, nordiazepam, alparazolam,

aminoclonazepam, clonazepam, diazepam.

Otc e uso veterinario.

Timolol, salbutamol, triancinolona, fenazona,
betametazona, pseudoefedrina, dibucaina, acido
niflimico, teobromina, terbutalina, amiodarona, acido
salicilico, acido tranexamico, bupivacaina, benzocaina,
metil- predinisolona, flunixina, cortisona, diclofenaco de
sédio, clembuterol, tolmetina, fenil propanolona,
cetoprofeno, hidroclorotiazida, cimetidina, diltiazem,
escopolamina, predinisolona, enalapril, haloperidol,
dipirona, atenolol, paracetamol, cimetidina, cetamina e

enalapril.
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Figura 13 - Cromatograma das substéncias utilizadas na seletividade.

T00E=04
&,00E<04
5,00E=04
=
g 400E=04
an
2
8 300E404
g3
1O0E=04 I
'II I'\.'.
i AY
1,00E=04 .,."-\' ] ; Vi I.f
s (i f ‘II.'.N .'\ K o | I|
i 2 -, P A " I'. S o i
0.00E+00 g g P P e Fal
] 05 1 15 2 2.5 3 35 4 4,5 5
. . . . Tempo
Endogeno Padrio Padrio interno Exdgenc

4.3.2 Llinearidade

Seguindo o guia de validacdo, uma ampla faixa de linearidade preparada, variando de 10
ng/ml (LoQ) a 1000 ng/ml. Para o estudo proposto, esta faixa atende as concentragées
encontradas nas amostras de estudo. O modelo mostrou-se linear na faixa escolhida, como
mostrado na Tabela 8.

Como ja indicado em artigos anteriores (JAIN et al., 2017; LEE; LAI; SADRZADEH, 2013;
MICHELY; MEYER; MAURER, 2017), e nos guias de validacdo, curvas com amplitudes
abrangendo casas decimais e milesimais possuem perfil heterocedastico. Para comprovar, o
teste F foi conduzido para todos os analitos de estudo, onde os valores obtidos foram maiores
gue os valores tabelados, o que comprova o modelo, sendo necessario o emprego dos
minimos quadrados ponderados. O melhor modelo para cada analito foi avaliado e

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - equagdes das curvas de calibragdo da linearidade, valor de ponderagéo e correlagéo da reta.

Analito Ponderagdo Equagdo da curva R?
Anfetamina 1/x Y =0,0005x + 0,0044 0.9968
Femproporex 1/x? Y =0,0021x + 0,0022 0.9909

MDMA 1/x? Y =0,0039x + 0,0050 0.9904
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MDA 1/x? Y =0,0009x + 0,0013 0.9913
Metanfetamina 1/x? Y =0,0017x + 0,0052 0.9916
AEME 1/x Y =0,0001x + 0,0008 0.9920
Benzoilecgonina 1/x? Y = 0,0026x + 0,0159 0.9919
Cocaina 1/x? Y = 0,0038x + 0,0264 0.9949
Cocaetileno 1/y? Y =0,0027x + 0,0033 0.9904

Legenda: Fator de correlacdo (R?).

4.3.3 Carryover

O estudo de carryover foi conduzido ao longo de todo o processo de validagdo, em
especial, nos pontos mais altos da curva. Nao foram observados picos nos tempos de retencado
dos analitos, mesmo apds concentragdes de 1000 ng/ml e 1500 ng/ml, seguidas de inje¢des

de fase movel.

4.3.4 Limite de detec¢do e quantificagdo

O limite de quantificacdo (LoQ) foi escolhido pela diluicdo até a menor concentragao que
pudesse ser detectada, respeitando o coeficiente de variacdo (CV) <20% e precisdao de +20%
utilizando amostras negativas de 3 diferentes fontes em triplicata, dopadas.

Para os fins deste estudo, o limite de detec¢do foi firmado em 10 ng/mL assim como o
LOQ, visto que ndo ha necessidade de deteccdo de concentragdes menores que o controle
baixo do método (30 ng/mL), visto é esta sera a menor concentra¢do quantificada para
conducdo da estabilidade dos analitos.

A exatiddo, quantificacdo e a variacdo entre as replicatas do LoQ sao demonstradas na

Tabela 9.

Tabela 9 - Concentrag¢do de amostras no LOQ do método quantificados.

Analitos Concentragdo (ng/ml) bias CV (n=9)
Anfetamina 10.1 3.7 8.6
Femproporex 9.9 -0.1 12.0
MDMA 10.2 2.7 18.9
MDA 10.7 7.2 15.9

Metanfetamina 10.3 3.7 8.6
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AEME 9.7 -2.1 12.6
BZE 9.9 -0.8 9.4
CocC 10.4 4.2 2.7
CET 9.6 -3.7 4.8

Legenda: CV: coeficiente de variagdo.

4.3.5 Precisdo e exatiddGo

Os valores de precisao e exatiddao demostrados na tabela 10 demonstram os resultados
obtidos do método. Os valores de cada analito obedecem aos critérios de aceitacdo
estipulados pelo guia de validacdo, aceitando variacdo de até 20% para os controles baixo,
médio e alto na precisdo inter e intra-ensaio.

Todos os analitos utilizados para validacdo (anfetaminas, COC, BZE, AEME, CET) se
encontram dentro dos critérios de aceitacdao nos controles baixo, médio, alto.

Na exatiddo, a razdo entre a concentracdo experimental/concentracdo tedrica,
multiplicado por 100. Para critério de aceitacao, a variacao entre os valores obtidos deve estar
em um intervalo de £20%.

Nos 3 niveis de concentragdo, a variacdao ndo ultrapassou o valor de aceitagao, sendo
exibidos na tabela 10 os valores de maior variacdo dentre as 5 curvas utilizadas para calcular

a precisdao do método.

Tabela 10 - Precisdo e exatiddo do método cromatogrdfico.

Precisdo
Concentracao Inter ensaio Intra ensaio Exatidao
Analito
(ng/mL) (RSD%, n = 3, (RSD%, n =5) (%, n=3)
dias = 5)
30 10,9 5,3 -2,9
Anfetamina 400 4,4 7,8 -16,2
800 14,5 8,2 8,6
30 6,8 8,9 -14,1
Femproporex 400 10,6 7,1 -10,4
800 13,9 8,8 14,6
30 16,1 10,5 -19,7
MDMA

400 10,2 8,0 -18,3
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800 14,4 10,2 3,6

30 10,7 9,2 11,5
MDA 400 6,7 8,7 -17,5
800 10,2 9,3 11,7

30 12,2 7,9 -2,5

Metanfetamina

400 13,8 10,5 -13,1

800 5,9 5,0 8,0

30 12,0 9,6 13,2

AEME

400 9,8 8,6 -11,9

800 8,1 7,0 6,5
30 11,6 7.3 -13,8

Benzoilecgonina 400 5,4 5,9 -4,2
800 5,2 8,3 14,3
30 7,6 54 -18,7
Cocaina 400 2,5 8,6 -16,7
800 5,5 7.3 14,1
30 7,9 5,3 -19,7
Cocaetileno 400 2,0 7,6 -13,4
800 8,0 7,5 13,4

4.3.6 Efeito matriz e recuperagdo

Para validacdo deste parametro, foi utilizado o artigo de MATUSZEWSKI; CONSTANZER;

CHAVEZ-ENG, 2003, uma vez que utilizando 2 concentragdes (CB 30 ng/mL e CA 800 ng/mL)

a comparacdo entre 3 grupos, A, B e C, onde A consiste na injecdo dos analitos e Pl em fase

modvel, sem passar por extracdo; B consiste no extrato final da matriz branca e posterior

insercdo dos analitos no extrato e; C consiste na extracdo da amostra com analitos

adicionados antes da extracdo. Assim temos que a comparag¢do dos grupos “B/A x 100” nos

mostra o efeito matriz, enquanto a comparacdo dos grupos “C/B x 100” denota a recuperag¢ao

no processo de extracdo, todos em porcentagens. Os resultados estdo demostrados na Tabela

11.

A anfetamina obteve o maior valor de efeito matriz entre os valores de CB. Esse valor alto

indica uma superexpressao de compostos contidos na matriz no sinal analitico obtido. Esta



57

interferéncia de sinal é encontrada também no MDMA e metanfetamina, diferentemente do
gue ocorre com femproporex e MDA, onde os interferentes da matriz suprimiram o sinal
analitico. Dentro os derivados de COC, o sinal tende a ser suprimido, em principal no sinal da
AEME e BZE.

O efeito matriz visto no controle alto foi menos impactante para as anfetaminas, sendo
maior na metanfetamina. O mesmo ndo acontece com os derivados de COC, onde a supressao
da AEME é maior. COC e BZE sdao menos afetadas pela matriz no CA e o cocaetileno tem seu
sinal potencializado da mesma forma que o controle baixo.

A recuperac¢do nao possui uma variacao aceitavel, desde que o valor recuperado atenda
os parametros de precisdao e exatiddao. Todos os analitos possuem uma recuperacdo menor
que 90%, exceto pelo MDA onde, no CB, hd uma super recuperagdo, provavelmente um
enriguecimento do sinal analitico no momento da validacdo, uma vez que sua recuperacao
em seu CA foi menor que 25%.

De modo geral, a recuperagao no controle baixo foi maior que a recuperacgao vista em CA.
Uma possibilidade para isso pode ser a interferéncia da matriz ser muito mais perceptivel em
concentragdes baixas.

Os valores de recuperacdo foram préximos dos valores obtidos no trabalho de LEE; LA
SADRZADEH, 2013, utilizado para detec¢ao de multiplos analitos, conforme apresentado na

Tabela 11.

Tabela 11 - Valores de recuperagdo e efeito matriz obtidos com andlise de dried urine spots dos controles baixo
e alto.

Analitos Efeito Matriz Recuperacao
CB CA CB CA
Anfetamina 229,5 73,5 44,4 14,8
Femproporex 64,3 85,7 77,7 16,4
MDMA 135,8 121,5 47,4 15,1
MDA 56,9 61,6 147,2 21,0
Metanfetamina 137,9 158,2 50,1 12,7
AEME 68,6 48,5 36,6 8,7

BZE 59,5 62,2 35,5 7,93
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cocC 101,2 95,8 36,1 8,4
Cocaetileno 124,9 138,8 47,3 9,4

Legenda: CB (Controle baixo — 30ng/mL) e CA (Controle alto — 800 ng/mL).

4.3.7 Estabilidade

A estabilidade das amostras foi avaliada em quatro condi¢cdes de armazenamento, sendo
40°C, simulando um transporte por empresas de envios; temperatura ambiente, por volta de
24°C; armazenamento em geladeira a 4°C e; armazenado a -20°C, em freezer. Todas as
amostras foram avaliadas em triplicata por 32 dias (0, 1, 3, 5, 6, 7, 10, 12, 32), sendo
comparadas com o a leitura das amostras no tempo “0” e controles novos, utilizando o
percentil e avaliados pelo software Minitab ver. 19.

Como critério de aceitacdo, segundo o guia de validacdo, as amostras sdo consideraveis
estdveis quando a variagdo da concentragdo encontrada comparada com o tempo ”“0” estdo
dentro do percentual de +20% (linhas tracejadas no grafico). Quanto maior o nimero de
pontos disponiveis para a andlise ao longo do tempo, melhor é ajustado o modelo gréfico da
estabilidade, ou seja, a angulacdo da reta gerada para predizer a estabilidade é corrigida,
conforme os pontos das analises sao adicionados. As linhas azuis e vermelhas no grafico
(lotes) indicam o CB e o CA e como seus perfiz de degradac¢do se comportam. Quando os dois
lotes possuem o mesmo ponto de partida e perfil de degradacdo, ambas as linhas sdo
substituidas por uma Unica linha preta.

Pensando na facilidade de transporte e armazenamento de uma amostra biolégica em um
papel absorvente seco, a estabilidade foi estudada visando em principal, a temperatura em
gue estas amostras normalmente sao submetidas desde sua coleta, até sua analise (MUKAI
et al., 2019).

Em suma, todos os analitos se mostraram estaveis dentro dos 32 dias do estudo. As
anfetaminas tiveram o perfil de degradacdo mais consistente entre os dois niveis estudados.
Os derivados de COC demonstraram melhor estabilidade no CA, e no CB uma interferéncia
maior das condicdes submetidas.

Conforme Figura 14, a anfetamina possui uma estabilidade muito mais consistente em
alta temperatura, refrigerada e baixa temperatura, onde as concentracdes avaliadas ndo
apresentaram uma angulacdo de reta perceptivel, o que leva a acreditar que nestas

condicOes, a anfetamina se mantém estavel por tempo maior que o tempo estudado. Em
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temperatura ambiente, as duas concentragdes apresentam um aumento de concentragao.
Possivelmente por conta da extragdo de outros compostos que aumentam o sinal analitico.

O femproporex apresenta um perfil de queda, indicando degradacdao ou extragdo de
interferentes supressores de sinal, em temperaturas extremas (40°C e -20°C). J& nas
temperaturas intermediarias do estudo (ambiente e refrigera¢do), o sinal analitico apresenta
um leve enriguecimento, como mostrado na Figura 15.

O sinal analitico proveniente da MDMA demonstrado na Figura 16, apresenta uma
tendéncia de elevacdo em temperaturas mais elevadas, que pode ser em decorréncia da
extracdo de componentes da matriz que enriquecem o sinal analitico. Temperaturas mais
baixas mantem melhor a concentracdo esperada, visto que quanto menor temperatura,
menor é a inclinacdo da degradacdo da MDMA.

A MDA ndo possui uma clara tendéncia de degradacdo ou enriquecimento entre as
temperaturas do estudo, como apresentado na Figura 17. Entretanto, é possivel ver a
probabilidade de aparecerem pontos fora do esperado (outlier), € maior em temperaturas
mais elevadas como 40°C.

Com a metanfetamina apresentada na Figura 18, os perfis encontrados nas quanto
temperaturas foi muito semelhante, apresentando uma leve elevacdao na linha de ajuste,
exceto no CB das amostras em temperatura ambiente. Devido a influéncia da matriz neste
analito, a acdo de supressdo de sinal no decorrer das andlises cromatograficas foi mais
impactante nestas amostras.

Comparadas a amostras reais de urina, CLAUWAERT et. al., 2001, constatou que amostras
de MDA e MDMA em urina sao estdveis em temperatura ambiente por aproximadamente 13
semanas, podendo chegar a 21 semanas em baixas temperaturas. A anfetamina tende a ser
estavel em urina por 6 meses em ambientes refrigerados, ndo sendo estavel por mais de 7
dias em temperaturas mais elevadas (JIMENEZ et al., 2006).

Em DUS, poucos trabalhos avaliaram a estabilidade em longo periodo de armazenamento.
No trabalho de LEE; LAI; SADRZADEH, 2013, foi conduzido um estudo com anfetamina, MDA,
MDMA, MDEA e metanfetamina na concentracdo de 100 ng/mL, ao longo de 30 dias, em
temperatura ambiente. Nestas condigdes, ndo foram encontradas variagdes na concentragao
superior a ¥15%, demonstrando estabilidade de transporte e armazenamento, mas ndo

avaliando concentragdes menores ou condi¢des adversas.
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As amostras de AEME (Figura 19) se mostraram estdveis no decorrer das andlises. As
amostras submetidas a temperaturas mais altas apresentaram menores variagdes entre as
medi¢Oes. A angulagdo da linha de ajuste das temperaturas mais altas também possui uma
inclinacdo mais suave. Em temperaturas mais baixas, o angulo das retas é maior, sendo que a
refrigeracdo apresenta condi¢cdes que elevam o sinal analitico. No freezer, é possivel
identificar a tendéncia a degradacdo do analito.

A BZE (Figura 20) apresentou seu pior resultado em temperas maiores, onde a queda da
concentracado foi mais evidente e, na temperatura ambiente, o CB utilizado ja era detectado
abaixo da concentracgdo inicial. Nas temperaturas mais baixas, a variacao entre as medigdes
ficou menos evidente e uma linha ajustada menos angulada, apesar nas amostras de CB
refrigerado possuirem uma queda extremamente acentuada.

As concentracdes de COC (Figura 21) foram estaveis no periodo de estudo, o pior cendrio
obtido foi da concentracdo baixa em temperatura elevada, por volta de 40°C. Nas
concentragdes mais baixas e ambiente, as angula¢des da linha de ajuste sao mais suaves e as
medigOes possuem uma variagdo menor entre os dias.

O cocaetileno foi a substancia que apresentou a maior estabilidade dentre todos os
compostos (Figura 22), nas quatro temperaturas analisadas. Devido aos outliers presentes nas
medicdes, as angula¢cdes encontradas sao diferentes. Mesmo assim, as retas permanecem
dentro dos limites inferior e superior de +20%, sendo necessarias mais medigdes para tem
uma ideia clara da degradac¢ao do analito.

Os derivados de COC sdo largamente relatados na literatura por sua instabilidade em
amostras bioldgicas aquosas. Na urina, valores de pH elevados (acima de 7) favorecem a
hidrdlise dos grupamentos ésteres da molécula de COC. Temperaturas elevadas favorecem
reacGes de hidrdlise, o que faz crucial a manutencdo de amostras de urina sob refrigeracao
constante (MOODY et al., 1999).

Alguns trabalhos como o de SADLER SIMOES; CASTANERA AJENJO; DIAS, 2018, destacam
gue assim que as amostras sdao colocadas em DBS, o periodo de estabilidade de COC e BZE é
elevado em temperatura ambiente, refrigeracdo e congelamento, entretanto, ndo impede
gue a conversao de COC em BZE seja menor que 15% apds 45 dias. As amostras de DUS
denotam um melhor ambiente de acondicionamento. Outras substancias como AEME e CET

nao foram vistas em trabalhos utilizados até o momento desde estudo.
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As amostras de THCCOOH e THCCOOH-glu ndo foram analisadas neste estudo. Foi visto
gue no decorrer da otimizagao do método, os valores recuperados eram muito pequenos e,
em concentragdes menores que 100 ng/mL, o sinal analitico era suprimido ou ndo detectavel.
Esta condicdo era agravada conforme passado o tempo de secagem de amostra, como
demonstrado também no trabalho de GAUGLER et al., 2019, onde o sinal do THOCOOH ndo

foi detectado apds 3h, mesmo em amostras na concentragdo de 2000 ng/mL.



Figura 14 - Grdfico 4 em 1 das condigbes de estabilidade da anfetamina.
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Figura 15 - Grdfico 4 em 1 das condicGes de estabilidade de femproporex.
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Figura 16 - Grdfico 4 em 1 das condigbes de estabilidade do MDMA.
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Figura 17 - Grdfico 4 em 1 das condicées de estabilidade do MDA.
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Figura 18 - Grdfico 4 em 1 das condigbes de estabilidade da metanfetamina.
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Figura 19 - Grdfico 4 em 1 das condigbes de estabilidade da AEME.
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Figura 20 - Grdfico 4 em 1 das condicbes de estabilidade da benzoilecgonina.
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Figura 21 - Grdfico 4 em 1 das condicbes de estabilidade da cocaina.
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5 Conclusdo

O aumento do consumo de substancias psicoativas no mundo e a crescente demanda de
analises toxicoldgicas, levam a necessidade de novas formas de coletar, transportar,
armazenar e analisar as diversas amostras com o menor tempo e custos. A utilizacdo de DUS
possibilita uma coleta facil e rapida, além de aumentar a estabilidade dos compostos contidos
nele. O método desenvolvido utiliza pouco solvente, atendeu as especificacdes de validacao
e manteve a estabilidade das anfetaminas, COC, BZE, AEME e CET, mesmo em temperaturas
altas, por pelo menos 32 dias. O THCCOOH e THCCOOH-glu sao moléculas nao muito
compativeis com a técnica, uma vez que estas substancias tendem a ficar agregadas no papel.
A utilizacdo do DUS é uma 6tima alternativa para o transporte de e armazenamento de

amostras toxicoldgicas, sendo barata, pratica e econ6mica para os passos das analises.
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ANEXO |

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido.

@

Universidade de S3o0 Faulo
Faculdade de Cl&éncias Farmac@ubicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO = TCLE

1. Infermagdes do Participante da Pesquisa

Mome:

Documento de Identidade (tipo): | M= Sexo:{ )M (WF
Local de Mascimento: Data de Nascimento: [/
Endereco: |
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Informagbes do Responsavel Legal

Mome:

Documento de Identidade (tipo): [ W= Sexo.( )M ( )F
Local de Mascimento: Data de Mascimento: [/
Endereco: Ne.:
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

3. Titulo do Projeto de Peasquisa

Estwdo de estabilidade de anfetaminas e produtos de biotransformacdo de cocaina e
fetraidrocanabinol em amostras de urina saca em papel (dried urine spots)

4. Duracio da Pesquisa

[ Diis anos

5. Nome do Pesquisador Responsdval

[ Prof. Dr. Mauricio ¥onamine

6. Instituigao/instituicbes

| Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP: Andlises Clinicas & Toxicologicas

Meu nome & Mauricio Yonamine & junio com o aluno de mestrado da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USSP, Felipe de Almeida Mendes, convido vocé a parlicipar do nosso
projeto de pesguisa intitulado “Estudo de estabilidade de anfetaminas e produtos de
biotransformagdo de cocaina e tetraidrocanabinol em amostras de uring seca em papel (dried whine
spots]”.

O objetivo de nosso trabalho & identificar quanio tempo a5 substdncias psicoativas podem
ser detectadas na wrina, apds ela secar no papel, visto gue atualmente, & necessdria uma grande
guantidade de wina na coleta, muito espago para guardar e refrigeragdo para manter as amostras,
o gue encarece 8 analise. Este estudo pode minimizar os custos agregados nas andlises, ja gque
utifizando uma gota de wrina j& & possivel efetuar a analise e, como a amostra esta seca em papel,
pode ocupar menor espaco e dispensar refrigeracio.

Portanto, estamos solicitando a sua permissdo para coletar cerca de 20 mL de urina. A
coleta sera realizada pelo proprio participante da pesguisa. Serdo ulilizados frascos identificados
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Universidade de 530 Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéubcas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

por nimercs 8, portanto, a identidade do participante ndo sard conhecida. Ao final da pesquisa as
amostras serdo descartadas. As amosiras serfio necessanas para que s8 comprove 3 eficiéncia do
novo feske desenvolvido para determinacio das subsincizs presentes na wrina. O risco da
pesquisa @ minimo, pois a coleta de wrina ndo @ invasiva. M3o havera beneficios direfos aos
participanies doadores de amosfira, mas os novos testes laboratoriais desenvolvidos podergo
guxiliar no desenvolvimenio de uma nova forma de amazenamento de amosiras gue facilitard o
transporte até o laboratdrio.

E garantido ao participante da pesquisa. a qualguer tempo, receber informagdes sobre
procedimenios, eventuais riscos e beneficios relacionados & pesquisa, inclusive para eliminar
alguma divida gue possa surgir. O participanie também possui a opgdo de recusar-se a participar
ou refirar seu consentimentc em gualguer fase da pesguisa. Tambeém esia segurada sua
confidencialidade ao participar do estedo, além de sigilo & privacidade, uma vez gue as amostras
serdo identificadas por cddigo numérico & sew nome ndo constard nas publicagbes e leses
resultantes do estudo. Eventuais despesas decorrentes da sua paricipacdo na pesquissa serdo
restituidas pelo pesguisador responsavel. Diante de eventeais danos decorrentes da pesguisa, os
participantes serdo ressarcidos.

Em caso de dividas, entrar em contato com: Felipe de Almeida Mendes (fone 3081-2184)
e e-mail: mendesfali@usp.br; com o Prof. Dr. Mauwricio Yonamine (fone 3091-2124) e e-mail:
yonamine@usp. br

Diuzs vias do termo de consentimento livre e esclarecido serdo assinadas pelo pesquisador
responsavel e o parficipante, sendo gue uma via ficard com o participante & a oufra via ficard com
o pesquisador responsavel desta pesquisa.

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro gue, apds ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presante Protocolo de Pesguisa.

5580 Paulo, de de
Assinatura do Participante de Pesquisa Prof. Or. Mauricio Yonamina
ou do Responsavel Legal

Para qualguer guesido, davida, esclarecimento ou reclamagao sobre aspecios éticos relativos a
este profocolo de pesquisa, favor entrar em contaio com o Comité de Etica em Pesguisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacauticas da Universidade de 530 Paula: Av. Prof. Lineu Presfes,
580, Bloco 13 A, Butants, 580 Paule, CEP 05508-000, Telefones 3091-3622 e 3091-3677, e-mail:

capfcfi@usp.br.
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ANEXO Il

Parecer emitido pelo comité de ética

USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS W
DA UNIVERSIDADE DE SAQ
PAULO - FCF/USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de estabilidade de anfetaminas e produtos de biotransformagéo de cocaina &
tefraidrocanabinol em amostras de wrina seca em papel (dried urine spots ).

Pesquisador: Mzurcio Yonamine

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 10%41319.1.0000.0067

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de 540 Paulo
Patrocinador Principal: FUND COORD DE AFERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE MIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 3.807 208

Apresentagdo do Projeto:

Um crescente nimers de pessoas utilizando drogas ilicitas de forma recreativa wem chamando a atengdo de
estudicsos em todo o mundo. Com isso, a demanda de exames toxicolégicos sendo exigidos para
trabalhadores, vitimas de crimes e esporfistas também tem crescido. & amostra bioldgica mais utilizada para
testes toxicolbgicos continua sendo a wrina, visto que sua obtengdo & menos invasiva, hi possibilidade de
colher grandes volumes de amostra e possibilita detecgdo de substancias até dias apds ter ocormrido a
exposigdo. Entretanto, as amostras necessitam de um grande volume fisico para serem armazenadas
transportadas até o laboratdrio, além de temperatura baia e controdada para conservagio, Sem contar no
grande nimero de problemas gquanto 8 quantidade de amostra insuficientemente coletada. ou
extravasamento do conteddo, contaminando cutras amostras. Uma alternativa recente para tais problemas
estd em wutiizar a técnica chamada de “dried urine spot® (DUS), onde 8 amostra de urina, no volume de
microlitros & colocada em um papel absorvente & posteriormente seca, preservando no papel os
componentes presentes na unna. Desta forma, o presente trabalho tem por finalidade objetivo, avaliar a
estabilidade de anfetaminas & produtos de biotransformacio de cocaine e tetraidrocanabinol em amostras
dried urine spof. Para tanto, métodos analiticos ser&o desenvolvidos & validados segundo guias
internacionais, utilizando a técnica de cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas (LC-MS)
para detecgéo dos compostos de interesse nesta nova matriz.

Endorego:  Av. Prod. Lineu Prestes, 580, Blooo 134, sala 112

Bairra: Butants CEP: (8 S0B-000
UF: & Municipio:  SA0 PRLLO
Tedofome: 1180913622 Fax: (1173021-B908 E-mail: cepfcifusp br
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USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS W
DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO - FCF/USP

Continuagdo o Parecaer, 3,807 208

Objetive da Pesquisa:

0 objetive deste projefo & testar a estabilidade de cocaina, benzoilecgonina, ecgonina metil éster,
cocastileno; anfetamina, metanfetamina, femproporex, MOMA & MDA, e acido-11-nor-THE carboxilico, em
dried urine spof. Para atingir esse objetivo, um método serd desenvolvido utlizando a cromatografia em fase
liguida, associada & espectrometria de massa (LC-MS) para detecg&0 das substancias de interesse. Para o
prepars da amostras, serfo avaliadas técnicas de secagem, ressuspensdo e extragdo em fase liquida. Para
obtencdo deste objetivo, o seguinte plano de trabalho sera seguido:

-Realizagéo de pesquisa bibliografica referente as técnicas de estabilidade, extragio e identificagéo
utiizadas para detectio das substncias psicoativas de interesse em amostras de uring em dried wrine
spots.

-Cimizagio dos parametros que influenciam a precisfo, recuperagao dos procedimentos analiicos.
-alidagio do método, avaliando-se parametros como limite de detecgdo (LOO), limite de quantificagdo
(LOG), linearidade, precisdo intra e interensaio e recuperagio.

-Aplicagio dos métodos desenvolvidos em amostras de uring, para verificar 8 presenga destes compostos
ac longo de 12 meses.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos minimos referentes & codeta de urina dos pacientes.

Beneficios: néo hé beneficios diretos aos pacientes, mas a kongo prazo, na aplicagdo dos resultados em
futuros procedimentos diagndsticos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta muito bem apresentado, claro e com tematica pertinemnts.

Todas ae alteragbes solicitadas foram realizadas, como a inclus&o de um nowvo TCLE para & coleta de
amostras negativas.

O projeto foi readequado de acordo com as recomendacies.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Todos os documentos necessarios foram apresentados.

Recomendagies:

sam recomendagies.

Endorego:  Av. Prod. Lineu Prestes, 580, Bloco 134, sala 112

Baimro: Bulants CEP: (& S08-000
UE: &= Municipdo:  SAD PALLO
Telefone: |[11)5081 3622 Fax: (1173031-B985 E-mail: oepicdiusp br
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USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS
DA UNIVERSIDADE DE SAQ

PAULO - FCF/USP

Conlinuagdo &> Parecer. 3.807 208

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
sem pendéncizs e inadequagies.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Qeran ™

Tipo Documento Arquivo Postagem Aurbor Situagio

Informagies Basicas PE_INFORMACOES ICAS DO P | 04112019 Acsitn

do Projeto | 16:12:49

Chutros Carta_resposta.pdf 04112019 | Mauricio Yonamine Acaito
16:12:09

TCLE ! Termos de | TCLE_mestrado_amostra_nmegativa.doc | 047112019 | Mauricio Yonamine Acsiin

Assentimento ! 16:11:21

Justificativa de

Auséncia _

Brochura Pesquisa  |Projeto_de_pesquisa_comigido.docx 041172019 | Mauricio Yonamine Acsiin
16:10:39

Dedaracio de CO_participacao_Felipe. pdf 23/08/2019 | Mauricio Yonaming Acsiin

Pesguisadoras _ 14:54:07

Declaragéo de C0O_anuencia_depio.pdf 231082019 | Mauricio Yonamine Acsaito

Instituigio & 14:53:10

infTaeciniurs —

TCLE ! Termos de | TCLE_mestrado.doc 23/08/2019 | Mauricio Yonaming Acsiin

Assentimento ! 14:38:19

Justificativa de

Auséncia _

Projete Detalhado ! | Projeto_de_pesquisa.docx 12/08/2019 | Mauricio Yonamine Acaito

Brochura 15:35:26

igador _ _

Dedaracio de CO_anuencia_clinica. pdf 12/08/2019 | Mauricio Yonamine Acsiin

Instituicio & 15:24:28

nfrasstuturs —

Declaragho de CO_paricipacao_Mauricio.pdf 12/08/2019 | Mauricio ¥onamine Acsito

| Pesquisadores — 152207

Folha de Rosto CE_folha_de_rosio pdf 12/08/2019 | Mauricio Yonamine Acsiin
15:02:47

Situacao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Endorogo:  Av. Prod Lineu Prestes, 580, Blooo 134, sala 112

Baimo: Butants
UF: &P
Tiaberfionaz:

CEP: (& S08-000

Municipio:  SA0 PALLD
11 3099 3622

Fax: (117/3031-B986

E:mail: cepiciusp br
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Assinado por:

Meuza Mariko Aymoto Hassimotto
(Coordenador(a))

Endorogo:  Av. Prod. Lineu Prestes, S80, Blooo 134, sala 112

Baimo: Butants CEP: & S08-000
UF: =& Municipio: SA0 PALLD
Tolofons: (11530813622 Fax: (11/3031-8988 E-mail: oepicifusp br

Paigins 08 de 04



87

ANEXO Il

Ficha do Aluno

Fanus - sstema Administrative da Pés-Graduagso
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g‘f i Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

9143 - 110986564/1 - Felipe de Almeida Mendes

Email: mendesfaigusp br

Data de Nascimenta: 14121

Cédula de Identidada: RG - 48.071.681-4 - 5P

Local de Hascimento: Eslado de S&1 Paulo

Macionalidade: Brasileira

Graduagio: Bacharel @am Farmaicia e Bioguimica - Universidade Maove de Julho - S8 Paulo - Brasil
- 2018

Curso: Mesirada

Programa: Famacia (Fisiopaiologia & Toxdoologia)

Arpa: Taxicelogia

Data de Matricula: 14401/ 2018

Inicia da Comagem de Prazo: 1440n/2018

Data Limite para o Depdsitoc 14072031

Orientadior: Praf{a). Dria). Mauricio Yoramine - 1480174019 abé o presants. Email:
yonaminsiEusp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, 140012018

Data de Aprosacio no Exame de

Qualificacia: Aprovada em 16032020

Data do Depdsito do Trabalho:

Titula do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacio da

Banca:

Data de Aprovacio da Banca:

Data Mixima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesac
Histdrico de Oooméncias: Prirmeira Matricula em 141012019

Aluro matriculado no Regmenio da Pos-Graduacka USP [Resolucho n® 6542 sm vigor de 2010472013 alé J80G0148).
Ukima acormbneia: Malricula da Aoompanhamenic am 1506031
Impresso em: 21/052021 13:14:14
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FICHA DO ALUNO
9143 - 11098884/1 - Felipe de Almeida Mendas
Sigla Nome da Disciplina Iricio TErming g Cred. Freg. Conc. Exé. Situacho
Horaria
FBCETS3- 1
147 dipicos em Fisiopaiologia & Toxicologia | 120320M% 24062019 15 1 100 A W Concluida
Far#?u_ Sinalzagso por GPCRs e descoberta denovs o n01e  sagazoe 30 2 100 A MW Concluida
Faﬁm F"'mmlﬁﬁgfh’““’ d‘ﬂ"g:“‘““ RIS oeumpns osmszoe 60 4 100 A M Concluida
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ANEXO IV
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ANEXO V

Participacdo de cursos de treinamento em cromatografia.

e CENTRO DE EXCELENCIA: AGILENT TECHNOLOGIES - BARUERI-SP

6 Horas.

e Treinamento Waters em LC-MS

18 horas

e Shimadzu — Excellence in Science: Fundamentos de LCMS - Médulo |

1h30min

e Agilent Technologies: Forense Experience Brasil

7,5 Horas

e |LSI Brasil : Cannabis: Propriedades e implicagées do uso como medicamento e em
alimentos

1,5 Horas

e 2020 TIAFT Education Symposium - Day 1-4

6 Horas.
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ANEXO VI
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