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RESUMO

O Brasil ocupa posicdo de destaque no consumo mundial de anfetaminas,
contrariamente a tendéncia mundial de retragdo. Devido aos efeitos colaterais e ao
alto potencial de abuso, a produgao e comercializagao de anfetaminas vém sendo
controladas no mundo inteiro. Com a restricdo de uso, houve um retorno a procura
pelos equivalentes naturais, especialmente as efedrinas presentes em diversas
especialidades farmacéuticas, utilizadas no tratamento de doengas respiratérias.
S&o componentes de varios compostos emagrecedores, suplementos alimentares e
dietéticos utilizados para perda de peso e ganho de massa muscular. Face ao uso
indiscriminado e a grande incidéncia de resultados falso-positivos nos testes de
triagem para anfetaminas por imunoensaio enzimatico homogéneo, fazem-se
necessarios testes confirmatérios. Neste sentido, este trabalho se propds a
desenvolver um método confirmatério simples e rapido para detecgao, identificagao
e quantificacdo de efedrinas (efedrina/pseudoefedrina) em amostras de urina por por
cromatografia a gas / espectrometria de massas-massas (CG/EM/EM), passivel de
ser adotado na rotina de laboratérios de analises toxicolégicas. Devido a
complexidade da matriz e as peculiaridades do analito, inicialmente procedeu-se o
estudo do tratamento da amostra, considerando as etapas de derivatizagao,
extracdo, pré-concentragao e purificagcdo, de modo a fornecer um extrato limpido,
livre de impurezas, interferentes e com melhor sensibilidade, linearidade e
seletividade analitica. Os métodos de extragao usados foram extracdo liquido-liquido
(ELL), extracdo em fase solida (SPE) e microextracdo em fase solida (SPME). Os
resultados indicaram que o reagente de derivatizagdo ciclohexanona foi o que
apresentou melhor desempenho, menor custo e promoveu maior seletividade dos
diasterébmeros EF/PEF em colunas normais de CG. Sendo que o método mais
apropriado para a deteccao e identificagdo de efedrinas/anfetamina por CG/EM é a
SPME levando em consideragao caracteristicas como simplicidade, rapidez, custo,
recuperacao e auséncia de interferentes. Entretanto, considera-se valido o uso de

SPE para a quantificagao, devido a possibilidade de pré-concentracdo do analito.

Palavras-chave: anfetamina, efedrina, pseudoefedrina, SPE, SPME, CG/EM






ABSTRACT

ANALYSIS OF EPHEDRINES AND AMPHETAMINE IN URINE USING SPE AND
SPME BY GC/MS/MS
Brazil is one of the biggest amphetamine consumers in the world, going against the
worldwide retraction tendency. Due to serious adverse effects and high abuse
potential, the production and commercialization of amphetamines has been
controlled around the world. With the restriction of its use, there was a return in the
search of natural equivalents, especially the ephedrines found in many medicines
utilized in the treatment of respiratory diseases. Furthermore, they are components of
dietary supplements used to lose weight and muscular mass gain. Because of the
indiscriminate use and the high incidence of false-positive results in the
amphetamines screening tests by enzyme immunoassay technique, it is necessary
confirmatory tests. In this way, the aim of this work is to develop a confirmatory
simple and quickly method for the detection and quantification of ephedrines
(ephedrine and pseudoephedrine) gas chromatography / mass-mass spectrometry
(GC/MS/MS), with possibility to be adopted in toxicological analyses laboratorial
routine. Due to the complexity of the matrix and analyte peculiarities, initially
proceeds the study of sample treatment, considering the derivatization, extraction,
pre-concentration and purification steps, obtaining a limpidous extract, free of
impurities, interferents and with better sensitivity, linearity and analytical selectivity.
The extraction method used were liquid-liquid extraction (LLE), solid-phase extraction
(SPE) and solid-phase microextraction (SPME). The results indicate that
cyclohexanone was the derivatization agent with the best performance, lower price
and good selectivity in diasteromers EF/PEF separation in normal GC columns. The
most appropriate method for detection and identification of ephedrines/amphetamine
by GC/MS is SPME, considering characteristics as simplicity, speed, cost, recovery
and absence of interferents. However, the use of SPE must be considered to

quantification, since it allowed analyte pre-concentration.

Keywords: amphetamine, ephedrine, pseudoephedrine, SPE, SPME, GC/MS






1. INTRODUCAO







A Toxicologia Social considera estimulante toda substancia utilizada
voluntariamente com a finalidade de obtencado de estados alterados de consciéncia,
caracterizados por euforia decorrente da estimulacdo do sistema nervoso central
(SNC). No Brasil, sado utilizadas para esse fim farmacos proscritos como a cocaina e

medicamentos como os compostos anfetaminicos (CHASIN e SILVA, 2003).

Segundo relatério do International Narcotic Control Board — INCB (2006), o
Brasil esta entre os paises onde o consumo de anfetaminas (ANFs) vem crescendo,
contrariamente a tendéncia mundial de retragdo, juntamente com paises como
Argentina, Australia, Corea e Singapura. Parte desse uso pode ser explicado pelo
grande apelo social a utilizacao desses farmacos para o controle da obesidade,

resultando no uso abusivo dos compostos anfetaminicos.

O uso de estimulantes apresenta nitido predominio do sexo feminino sobre o
masculino, sendo que, no total, as mulheres tiveram quase trés vezes mais uso na
vida do que os homens. A prevaléncia de respostas que afirmaram ser muito facil
obter compostos anfetaminicos gira em torno dos 40% subindo para 50% na faixa
etaria de 25 — 34 anos (CARLINI et al., 2002).

Pesquisa realizada, em 2004, com estudantes do ensino fundamental e médio
das redes municipal e estadual, demonstrou que o uso de compostos anfetaminicos
no Brasil € de 4,3% e em Porto Alegre de 5,5%, com diferenca estatistica
significativa entre os sexos (GALDUROZ et al., 2005). Em recente pesquisa
realizada com 915 estudantes do ensino médio de escolas da rede estadual da
cidade de Porto Alegre, houve maior consumo na vida de ANFs por alunos do sexo
feminino (9,2%) (VIANA, 2006).

No ultimo triénio (2004 a 2006), no Nucleo de Analise Laboratorial do Centro
de Informagdo Toxicolégica do Rio Grande do Sul da Fundagdo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude — NAL/CIT/FEPPS, foram realizadas 536 analises
para pesquisa de ANFs, sendo destas 15% com resultados positivos no teste de
triagem por imunoensaio enzimatico homogéneo (EMIT) ndo confirmados por outra

metodologia’, como cromatografia a gas / espectrometria de massas (CG/EM).

! Informacgdes obtidas do Nucleo de Analise Laboratorial do CIT/RS
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Em estudos conduzidos com ANFs utilizando sangue pos-mortem, Hino e col.
(2003) concluiram que os resultados dos testes por EMIT, quando comparados aos
obtidos por CG/EM no quesito especificidade, apresentaram apenas 54% de
concordancia (n=95) com 42 testes positivos e 53 negativos por CG/EM, e por EMIT
36 testes positivos, 6 falso negativos, 28 negativos, 24 falso positivos e 1 amostra
rejeitada. Segundo Melgar e Kelly (1993), de dez amostras de urina de pacientes
positivas para ANFS por EMIT todas foram negativas por imunofluorescéncia
polarizada e por CG/EM. Estes resultados demonstram a relevancia de estudos
comparativos, entre os métodos de triagem e o método confirmatério CG/EM,
especialmente para urina, por esta ser o fluido biolégico mais utilizado para pesquisa

de compostos anfetaminicos.

Desse modo, o estabelecimento de métodos mais especificos para analise de
compostos anfetaminicos como as ANFs em urina consiste em uma importante area
de investigacdo. Neste ambito, CG/EM combina um eficiente poder de separacao
deteccdo e identificacdo das substédncias com alta sensibilidade e especificidade;
sendo considerado padrdo-ouro em toxicologia analitica por ser um método
conclusivo e confirmatdrio, sobretudo para analise de farmacos na urina e outras
matrizes bioldgicas (NIDA, 1997; MOFFAT et al., 2004).

O objetivo dos procedimentos de confirmacao é certificar-se de que a
identificacdo e/ou quantificacdo do analito foi correta e excluir qualquer deficiéncia
da técnica utilizada no procedimento de screening. Ja que o objetivo dos testes
confirmatorios € de acumular informagao adicional com respeito a uma conclusao
adversa, o procedimento de confirmacao deve ser mais seletivo/discriminatorio que

os procedimentos de screening (WADA, 2004a).

Entretanto, para se alcancar capacidade analitica por CG/EM se faz
necessario o desenvolvimento de técnicas de purificagdo, pré-concentracdo e
remogao do analito de sua matriz biolégica. Como métodos alternativos e modernos
temos a extracdo em fase solida (SPE) e a microextracdo em fase solida (SPME),
que precisam ser otimizados, de forma a viabilizar o emprego destas metodologias

na rotina laboratorial.



Outro aspecto a ser considerado € a necessidade de se comprovar a
qualidade das analises bioanaliticas realizadas pelos laboratorios de ensaio, através
de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade dos resultados. A NBR
ISO/IEC 17025, norma especifica para laboratérios de ensaio, apresenta os
requisitos gerenciais e técnicos o qual aborda a “validagdo de métodos” como um
dos itens necessarios para a garantia da qualidade e define validagdo como a
“confirmacao por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos

especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos” (ABNT, 2001).

Atualmente, para mostrar competéncia técnica, os laboratérios que executam
as analises devem submeter-se ao credenciamento de um érgao vigente de ambito
nacional, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA e o Instituto Nacional
de Metrologia — INMETRO, ou internacional, a World Anti-Doping Agency — WADA.
Esta é uma fundacgao independente criada pelo Comité Olimpico Internacional — COI
que tem competéncia para credenciar laboratorios responsaveis pela analise de
amostras antidoping, preparar e revisar a Lista anual de substancias e métodos
proibidos, por intermédio do Cédigo da Agéncia Mundial Antidoping — AMA (WADA,
2004a; WADA, 2006).

No que tange a analise de compostos anfetaminicos, conforme o
Levantamento de Laboratérios Analiticos de Toxicologia Forense (BRASIL, 2004)
realizado pela ANVISA/REBLAS em marco de 2004, nenhum dos laboratérios da
regidao sul participante da pesquisa declarou realizar o teste presuntivo e a

confirmacao do estimulante EF.

Neste sentido, este trabalho se propés a desenvolver métodos analiticos
confirmatorios para identificagdo de EFs e ANF em amostras de urina utilizando
meétodos de extracdo por SPE e SPME, as quais foram submetidas previamente a
analises de triagem toxicoldgicas para ANFs. Devido a semelhanga estrutural das
ANFs, da maior complexidade e maior disponibilidade da EF, esta foi utilizada como
prototipo para estudos de otimizacido dos parametros envolvidos nas analises. O

melhor resultado obtido com EF foi extrapolado para ANF.



Para tanto, este trabalho esta dividido de forma a apresentar inicialmente uma
revisdo da literatura sobre compostos anfetaminicos e metodologias analiticas

associadas, seguido dos materiais e métodos, resultados e discussao e conclusoes.



2. OBJETIVOS







2.1 Objetivos Gerais

Estabelecer um método confirmatério simples e rapido para deteccéo,
identificacdo e quantificacdo de efedrinas (efedrina/pseudoefedrina) em amostras de
urina por cromatografia a gas / espectrometria de massas-massas (CG/EM/EM),
bem como extrapolar a metodologia proposta para analise de anfetamina em urina,

passivel de ser adotado na rotina de laboratérios de analises toxicoldgicas.

2.2 Objetivos Especificos
e Estudo do pré-tratamento de amostra de urina contendo efedrinas
o Avaliagéo do uso de diferentes reagentes de derivatizagéo;

o Otimizagao de protocolo analitico para extracado e pré-concentracido por
SPE e SPME;

¢ Determinar as condi¢des analiticas apropriadas para a detecgao, identificagao

e quantificacdo de efedrinas em urina por CG/EM/EM,;

e Extrapolar a metodologia proposta para amostra de urina de pacientes

(amostras reais) e amostras vegetais contendo efedrinas;

e Extrapolar a metodologia proposta para amostras de urina de pacientes

(amostras reais) contendo anfetamina;

e Comparar os resultados positivos obtidos com os testes de triagem de ANFs
por EMIT com os resultados obtidos por CG/EM/EM.






3. REVISAO DA LITERATURA







3.1 Compostos Anfetaminicos
3.1.1 Aspecto geral

O termo “anfetaminicos” refere-se ao grupo de substéncias composto pela
anfetamina e seus derivados. Quimicamente, apresentam o esqueleto basico da -
fenetilamina e farmacologicamente atuam como aminas simpatomiméticas (DIAS et
al., 2001; CHASIN e SILVA, 2003; SULZER et al., 2005).

Os compostos anfetaminicos sao derivados sintéticos das efedrinas (EFs),
protoalcaldides encontrados em espécies do género Ephedra (Ephedraceae) de
ocorréncia na Eurasia (TYLER, 1993). A efedrina (EF) foi isolada pela primeira vez
em 1887 e classificada farmacologicamente como adrenérgico (SIMOES et al., 2003;
SULZER et al., 2005). Devido a grande demanda e as limitagcbes da obtengao
comercial a partir de fontes naturais, muitos anfetaminicos sintéticos foram langados
no mercado, projetados de forma a aumentar seu espectro de acdo. Dentre os
derivados mais importantes estdo a ANF, a MA (metilanfetamina ou speed), a

metilenodixioanfetamina (MDA) e a metilenodioximetanfetamina (MDMA ou éxtase).

Ha séculos seu uso com fins terapéuticos ja era disseminado pela Medicina
Tradicional Chinesa (MTC), que preconizava o uso de extrato da planta desidratada
(chamada de Ma Huang) como estimulante e para o tratamento de afeccdes
respiratorias (TYLER et al., 1996; FOSTER e TYLER, 1999).

A anfetamina (ANF) foi sintetizada em 1887, sendo seus efeitos
farmacoldgicos estudados no final da década de 20, época em que foi largamente
utilizada no tratamento da obesidade, narcolepsia e hipotensdo (KARCH, 1998;
CHASIN e SILVA, 2003), e mais recentemente, o derivado metilfenidato tem sido
usado na sindrome de hiperatividade (déficit de atengédo). A MA, o MDA e o MDMA
entre outros derivados anfetaminicos sdo conhecidos como drogas de sintese
(designer drugs ou drogas projetadas) e sao largamente utilizadas com fins
recreativos. A MA foi sintetizada em 1919 e seu dextro isbmero é considerado o
derivado anfetaminico com maior potencial de abuso (KARCH, 1998; CHASIN e
SILVA, 2003).
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Atualmente, segundo a RDC n° 18, 2003, a ANF e MA sao controladas pela
Portaria n° 344 (1998) fazendo parte da Lista “A3” Lista das Substancias
Psicotropicas (Sujeitas a Notificacdo de Receita “A”). A anfepramona (dietilpropiona)
e femproporex fazem parte da Lista “B2” Lista das Substancias Psicotropicas
Anorexigenas (Sujeitas a Notificacdo de Receita “B”). Os compostos anfetaminicos:
DMA  ((%¥)-2,5-dimetoxi-alfa-metilfenetiiamina), ©~ DOM  (2,5-dimetoxi-alfa, 4-
dimetilfenetilamina), DOB (4-bromo-2,5dimetoxianfetamina); MDA (a-metil-3,4 -
(metilenodioxi)fenetilamina e MDMA (3,4 metilenodioximetanfetamina ou (%)-n,alfa-
dimetil-3,4-(metilenodioxi)-fenetilamina) fazem parte da Lista “F2” Lista das
Substancias de Uso Proscrito no Brasil - Substancias Psicotropicas. A efedrina (EF)
e pseudoefedrina (PEF) fazem parte da Lista "D1” Lista de Substancias Precursoras
de Entorpecentes e/ou Psicotrépicos (Sujeitas a Receita Médica sem Retengao)
devido a producado clandestina ou ilegal de MA a partir destas. Ficam também sob
controle seus sais, éteres, ésteres e isbmeros. Fenilefrina ndo faz parte desta
Portaria (BRASIL, 2003b).

3.1.2 Relagéo estrutura atividade

As ANFs apresentam a estrutura basica da B-fenetilamina sendo formada por
um anel benzénico e uma cadeia lateral de etilamina. Sua estrutura permite
substituicdes (R) no anel aromatico, nos carbonos alfa (o) e beta (B) e no grupo

amino terminal originando muitos derivados, vide Tabela 3.1.

As modificagbes na estrutura da fenetilamina sao dirigidas em dois sentidos:
no ambito terapéutico na busca de substancias com predominio do efeito
anorexigeno sobre o efeito estimulante do SNC e no ambito ilicito na busca de
estruturas com agao estimulante se transformarem em alucinbgenas com maior
poténcia (UTRILLA, 2000; UNITED NATIONS, 2006).

Segundo uma compilagdo de dados reportados por Korolkovas e Burckhalter
(1982), Solomons (1996), Karch (1998), Utrilla (2000), Goodman & Gilman’s (2001),
Silva (2002), Chasin e Silva (2003), United Nations (2006) as seguintes
caracteristicas estruturais relacionadas com a atividade farmacolégica de

fenetilaminas podem ser citadas:
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Tabela 3.1: Caracteristicas estruturais da B-fenetilamina e seus derivados.

B-fenetilamina - estrutura geral

Substancia R1 R Rs R4 Rs Re Ry
anfetamina H H CH, H H H H
anfepramona CH,CH; CH,CH;  CHj; =0 H H H
efedrina/pseudoefedrina H CHs; CHs; OH H H H
femproporex CH,CH,CN H CH, H H H H
fenfluramina CH,CHj3 H CH; H CF; H H
fenilefrina H CH; H OH OH H H
metanfetamina H CHs; CHs, H H H H
sinefrina H CHs; H OH H OH H
DMA H H CH; H OCHs; H OCH;
DOM H H CH; H OCH;, CH; OCHj,
DOB H H CH; H OCH;, Br OCHj,
MDA H H CH; H -O-CH,-O- H
MDMA CH3 H CH; H -O-CH,-O- H

Adaptada de Chasin e Silva (2003) e United Nations (2006).

e Substituicdo na cadeia lateral

A maior atividade simpatomimética ocorre quando dois atomos de carbono

separam o anel do grupo amino.
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e Substituicoes no grupo amino (R1 e R2)

Em geral, quanto menor for o volume do substituinte, maior sera a sua
seletividade o adrenérgica, porém quanto maior o volume do substituinte, maior a
atividade P adrenérgica, embora a N-metilagdo aumente a poténcia das aminas
primarias, a agao broncodilatadora e o efeito anorexigeno e anule a agao

vasopressora.

e Substituicdo no carbono a (R3)

Bloqueia a oxidacdo pela monoamino oxidase (MAO), o que prolonga a
duracao da acgao das nao catecolaminas (moléculas que nao possuem hidroxila nas
posicoes 3 e 4 do anel), cuja detoxificacdo depende muito da degradagéo através da
MAO.

e Substituicdo no carbono B (R4)

A substituicdo de um grupo OH, em geral, reduz a agao estimulante central,
em grande parte devido a diminuicdo da lipossolubilidade desse composto. Contudo,
tal substituicdo, aumenta a atividade agonista em ambos os receptores a e
adrenérgicos. Portanto, a efedrina € menos potente que a metanfetamina como
estimulante central, mas é mais potente na dilatacdo dos bronquiolos e no aumento

da pressao sanguinea e da frequéncia cardiaca.

e Substituicbes nos carbonos o e 3

As substituicdes nos carbonos o e [ fornecem isdmeros Opticos. As
anfetaminas podem ser encontradas sob ambas formas isoméricas d
(dextroanfetamina) e | (levoanfetamina) (Figura 3.1). O isébmero | € levemente mais
potente que o isbmero d nas suas acgdes periféricas, enquanto o isdbmero d é trés ou
quatro vezes mais potente na estimulacdo do SNC. E também importante notar que
d e | enantibmeros podem ter diferentes atividades farmacoldgicas, e também variar
caracteristicas farmacocinéticas. Na natureza ocorrem os isémeros d e | como é o
caso da l-efedrina e d-pseudoefedrina. A d-efedrina ndo s6 nao tem atividade

terapéutica, como impede a acdo do enantidmero I-efedrina.
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OH
NHCH,

CH,
(-) efedrina
[-efedrina
(1R, 2S) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol
C,oH;sNO MM 165

(+) efedrina

d-efedrina
(1S, 2R) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol
C,,H;sNO MM 165

OH OH
: NHCH, NHCH,
CH, CH,
(+) pseudoefedrina (-) pseudoefedrina

I-pseudoefedrina

d-pseudoefedrina
(1R, 2R) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol

(1S, 2S) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol

C,oH;sNO MM 165 C,oHsNO MM 165
NHCH, NHCH,
CH, CH,

(+) metanfetamina (-) metanfetamina

d-metanfetamina I-metanfetamina

(S) N,alfa-dimetilfenetilamina (R) N, alfa-dimetilfenetilamina
C,oHsN MM 149 C,oHsN MM 149
NH, _—NH,
CH, CH,
(+) anfetamina (-) anfetamina
d-anfetamina [-anfetamina
(S) alfa-metilfenetilamina (R) alfa-metilfenetilamina
CoH,;sN MM 135 CoH,sN MM 135

Figura 3.1: Forma isomérica de alguns compostos anfetaminicos. Fontes: The Merck Index (2001),
Martindale (2005), Bristish Pharmacopoeia (1999), USP 27 (2004), Ganzera e col. (2005) e Wang e

col. (2005).
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e Substituicdo no anel aromatico

No caso dos compostos anfetaminicos com substituicdo no anel, a adicdo dos
grupos metoxi, dimetoxi ou trimetoxi altera drasticamente o espectro de agao destas
substancias. A substituicdo destes grupos na posi¢cdo 3 ou 5 do anel aromatico
confere propriedades alucindgenas a esses compostos, exemplo DMA, MDA,
MDMA, DOM, DOB. Além disso, anfetaminas halogenadas na posigdo RG6

apresentam efeitos semelhantes a agentes liberadores de serotonina.

As substituigdes nas posigcdes 3 ou 5 e 4 do anel benzénico e no carbono 3
(R4) da cadeia lateral determinam se um farmaco simpatomimético tera agao direta
ou indireta. Para acao direta nos receptores adrenérgicos, um composto deve ter
substituicbes em pelo menos duas dessas posi¢des (fenilefrina e sinefrina). Aos
compostos que tem apenas uma ou nenhuma substituicdo nestas trés posi¢des da
molécula atribuem-se de acéao indireta (ANF, MA, EF, PEF). O mecanismo de agao
mais provavel das ANFs parece ser a liberagcdo dos neurotransmissores das
vesiculas sinapticas na auséncia de despolarizacdo da terminagao nervosa, bem
como inibicdo da recaptacdo dos mesmos, como consequente aumento da
concentragao sinaptica (RANG et al., 2001; SULZER et al., 2005).

Metoxilagdo progressiva do anel aromatico praticamente elimina a habilidade
desses compostos de inibir a recaptacdo de noradrenalina e de libera-la de seus

sitios de ligacdo. Sendo assim, esses farmacos atuam diretamente sobre o receptor.

As atividades o e 3 adrenérgicas maximas dependem da presencga simultanea
de grupos hidroxila nas posi¢cdes 3 e 4 do anel aromatico (R5 e R6). Quando um ou
ambos os grupos estao ausentes, sem outra substituicdo aromatica, a poténcia total
diminui, como € o caso da efedrina, que possui atividade o e f adrenérgica menor
que a sinefrina. As nao catecolaminas possuem maior atividade estimulante do SNC,
como é o caso da EF, ANF e MA. Somando-se a isso, a auséncia de grupo hidroxila

polar resulta em perda de atividade simpatomimética periférica direta.

A duracao da acao das catecolaminas, assim denominadas devido a hidroxila
substituida nas posicoes 3 e 4 do anel aromatico, é curta, sendo as mesmas
ineficazes apds administragao oral, porque sé&o rapidamente inativadas na mucosa

intestinal e no figado, antes de chegarem a circulagdo sistémica. Compostos sem
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um ou ambos substituintes OH nestas posigcdes nao sado transformados pela

catecol-o-metiltransferase (COMT), tendo eficacia oral e duragao da agéo maior.
3.1.3 Padrbes de uso

As ANFs sintéticas foram amplamente usadas no tratamento terapéutico da
obesidade devido ao efeito anorexigeno. Atualmente, em fung¢ao de seu potencial de
abuso, apenas anfepramona, femproporex e fenfluramina s&o usadas com esta
finalidade. Também, o metilfenidato (Ritalina®) tem sido muito utilizado para o
tratamento de narcolepsia e sindrome hipercinética (disfungcdo cerebral minima) —
doenca da infancia caracterizada por hiperatividade, déficit de atencao e alto grau de
comportamento impulsivo (DIAS et al., 2001; OLSON, 2004). Na Figura 3.2 estao

ilustradas algumas estruturas quimicas de ANFs.

Carereslavey

anfepramona fenfluramina

@zgﬁwm

met|Ifen|dato

senl @ﬁ“@@”S

femproporex MDMA

CH

Figura 3.2: Estruturas quimicas de algumas ANFs.

No Brasil, as ANFs sao importantes farmacos de abuso entre os motoristas,

que fazem uso dos chamados “rebites” para enfrentar as extenuantes jornadas de

19



trabalho. Para avaliar a gravidade do consumo de drogas por motoristas
profissionais durante a jornada de trabalho foi realizado um estudo por Yonamine
(2004) com motoristas das estradas de Pernambuco, Sdo Paulo, Espirito Santo e
Rio Grande do Sul. Os resultados obtidos podem ser considerados preocupantes:
4,14% das amostras (n=483) foram positivas para a presencga das drogas analisadas
(ANF, MA, femproporex, canabindides e cocaina). Dos resultados positivos, 85% foi
para ANF. Por aumentar o estado de alerta fisico e mental, também s&o muito
populares entre estudantes que necessitam de prolongada vigilia, sendo

femproporex o mais utilizado (SILVA, 2002).

Devido as propriedades estimulantes da atividade motora, as ANFs sao muito
utilizadas em competicbes esportivas, como agentes de dopagem, com vistas a
melhora de desempenho (CHASIN e SILVA, 2003). Segundo a Agéncia Anti-Doping
- WADA, no ano de 2007, foram incluidas na lista de substancia sujeitas a
monitoramento a cafeina, fenilefrina, fenilpropanolamina, pseudoefedrina, sinefrina,
entre outras, ndo sendo consideradas substancias proibidas. Ja a EF é proibida
quando a sua concentragdo na urina for maior que 10 pg/mL e os demais
estimulantes, como ANF, MA, MDMA, anfepramona e femproporex ndao possuem
limites de corte (cut-off), entretanto, o método analitico deve fornecer um valor
minimo requerido para limites de detecgdo de 500 ng/mL (WADA, 2004b; WADA,
2006).

Devido a sérios efeitos colaterais e ao alto potencial de abuso, a produgao e
comercializacdo de ANFs vém sendo controladas no mundo inteiro. Com a restricao
de uso, houve um retorno a procura pelos equivalentes naturais, especialmente as
EFs.

As EFs (efedrina, pseudoefedrina, norpseudoefedrina, metilpseudoefedrina
metilefedrina e norefedrina) sdo aminas simpatomiméticas presentes em diversas
especialidades farmacéuticas, utilizadas no tratamento de doencas respiratorias
como asma, resfriados e congestado nasal, devido a sua agado descongestionante,
broncodilatadora e hipertensora (OLSON, 2004; MARTINDALE, 2005). Sao
componentes de varios compostos emagrecedores, suplementos alimentares e

dietéticos utilizados para perda de peso e ganho de massa muscular (ANDRAWS et
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al., 2005, TSENG et al., 2006), normalmente na forma de extrato de efedra (Ma
Huang) padronizado em EF.

Os efeitos sobre o trato respiratério e como descongestionante nasal devem-
se a acao das EFs sobre os receptores B, e a1-adrenérgicos, que causa relaxamento
da musculatura lisa pulmonar e vasoconstricao periférica. Ja a utilizacdo da planta
para perda de peso deve-se a estimulagdo dos receptores Ps-adrenérgicos, a qual
provoca um aumento da lipdlise dos adipdcitos. A Figura 3.3 representa, de forma
sintética, as interacbes da EF com cada um dos receptores adrenérgicos e seus
respectivos efeitos farmacolégicos (FOSTER e TYLER, 1999; TAGLIARI, 2003;
BOFF, 2006).

Ameniza broncoespasmos

daasma
Nervosismo, insénia
irritabilidade T
Aumento da
T relaxamento / press&o sangliinea
Aumento da
estimulagéo freqUéncia cardiaca
T Receptores 13, T Aumento da
musculo liso do pulmao forga contratil
o- e 3-receptores Receptores 3, /
SNC T coragao
EFEDRINA
R;-receptores / l \ o,- e 3, -receptores
adipdcitos trato gastrointestinal
l o,-receptores l
estimulagéo L Diminui ténus, motilidade
l vasoconstricao e atividade secretdria
Aumento da Diminui Aumento da l
lipdlise congestdo nasal  presséo sanglinea Néauseas, vomito

Figura 3.3: Resumo da atividade adrenérgica ndo-especifica da efedrina. Fonte: Tagliari (2003) e Boff
(2006).

Em compostos anorexigenos e termogénicos, a EF geralmente encontra-se
associada a outros produtos de efeito sinérgico, como extratos a base de cafeina,
sendo utilizados como alternativas para derivados de ANFs (OLSON, 2004). Estas

associagdes, denominadas ECA (Efedrina + Cafeina + Aspirina), constituem um
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coquetel bastante conhecido entre fisioculturistas e pessoas que buscam emagrecer
e parecem ser mais eficazes na redugcédo de peso que placebo ou um dos agentes
isolados, entretanto, apresentam seus efeitos toxicos potencializados, a aspirina é
utilizada para prolongar o tempo de acgdo da efedrina. Evidéncias clinicas sobre o
uso e eficacia da EF em perda de peso e desempenho atlético demonstram
modestos, mas consistentes efeitos de perda de peso em curto prazo (FUCHS et al.,
2004).

A PEF possui menor agao sobre o SNC, quando comparada a EF, por isso é
mais utilizada em medicamentos para aliviar a congestdo da membrana nasal em
casos de resfriado comum, rinite alérgica, coriza aguda, sinusite, entre outros e atua
sobre os receptores a e B-adrenérgicos (KOROLKOVAS e FRANGCA, 2004).

O DOM, DMA, DOB, MDMA e MDA sao substancias ilicitamente produzidas
em laboratorios clandestinos, distribuidas e utilizadas como estimulantes e
alucinégenos (DIAS et al., 2001). A EF e PEF sao substancias usadas popularmente
para a obtencao clandestina ou ilicita da MA (UNITED NATIONS, 2006).

3.1.4 Toxicocinética

A toxicocinética é o estudo da relagédo entre a quantidade de um agente toxico
que atua sobre o organismo e a concentragcao dele no plasma, relacionando os
processos de absorgao, distribuicdo e eliminagao (biotransformagao e excre¢ao) do
agente, em funcdo do tempo (KLAASSEN et al., 1996; OGA, 2003). Com relagao

aos compostos anfetaminicos, de um modo geral, podemos considerar:

a) absorcédo: pelo trato gastrintestinal, efeitos em 30 min apés administragdo de 10
a 15 mg, concentragao plasmatica maxima de 1-2 h, absor¢do completa de 4-6 h
(KARCH, 1998; CHASIN e SILVA, 2003; SONI et al., 2004).

b) distribuicdo: cérebro, rins, pulmdes, figado, liga-se 16-20% as proteinas
plasmaticas. O restante fica na forma livre com alta afinidade tecidual atingindo

elevadas concentragées no SNC e no liquor (KARCH, 1998).

c) eliminacdo: de uma forma geral, durante as etapas de biotransformacao, as
ANFs sofrem hidroxilacao do anel aromatico, levando a formagao de p-OH-derivados

que sao excretados inalterados na urina ou conjugados com acido glicurénico.
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Também podem sofrer B-hidroxilagdo da cadeia lateral; n-desalquilagdo, com
formac&o de amina primaria e desaminagao oxidativa com formacao de fenilacetona
e acido benzdico, o qual é conjugado com glicina (formando acido hipurico) ou com
acido glicurdnico (LARINI e CARVALHO, 1993; KARCH, 1998). As EFs sofrem n-
demetilagdo a norefedrina, desaminacdo oxidativa resultando na formagao 1-
fenilpropano-1,2diol e oxidagcdo da cadeia lateral a acido benzdico e acido hipurico
(KARCH, 1998; SONI et. al., 2004).

A maioria dos derivados anfetaminicos pode ser convertida em ANF e /ou MA.
Quando as MAs s&o administradas, parte € biotransformada a ANF. O femproporex
sofre n-desalquilagcdo a ANF, a seleginina (anti-parkinsoniano) é biotransformada em
MA, que por sua vez é biotransformada em ANF (LARINI e CARVALHO, 1993).

A excregao dependente de varios fatores entre eles volume de urina, fatores
individuais e pH urinario. Os produtos hidroxilados sao normalmente excretados
conjugados com sulfato, sendo que 50% sao eliminados na forma inalterada. Como
os ANFs, de uma forma geral, sdo bases organicas fracas, em meio acido elas s&o
facilmente eliminados pois a ionizagdo evita a reabsorgcéo (SILVA, 2002). Em pH
acido (5,5-6,0) 90% da dose é excretada inalterada em 48 h, enquanto que em pH
basico (7,5-8,0) apenas 3-7% para o mesmo periodo. Portanto, a meia-vida de
excrecado varia de 7-8 h em urina acida e de 18-33 h em urina alcalina. A reducao da
quantidade inalterada excretada em pH basico se deve ao fato de que, ocorrendo
uma reabsorcao renal neste pH, os ANFs se tornam mais disponiveis para serem
biotransformados (CHASIN e SILVA, 2003).

A EF sofre biotransformagao hepatica, sendo grande parte excretada na
forma inalterada na urina (DIAS et al., 2001). A meia vida da EF/PEF é de 3-7 h
(OLSON, 2004). Segundo Tseng e col. (2006), 40,9% da EF é eliminada na forma
inalterada ap6s uma unica dose de 25 mg e 72,3% de PEF é eliminada na urina
apo6s uma unica dose de 30 mg conforme demonstrado na Figura 3.4. Ainda,
segundo este mesmo autor a EF e a PEF sdo excretadas na urina entre 2-24 h,

sendo a maior quantidade entre 2-6 h, apds a administragdo de uma Unica dose.
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Figura 3.4: Esquema parcial da biotransformagao e excrecéo de efedrinas. Quantidade total de EF e
PEF administradas e percentuais de recuperagado das mesmas em urina. Adaptado de Karch (1998) e
Tseng e col. (2006).

3.1.5 Toxicodinamica

A toxicodindmica € o estudo da natureza da acgao toxica exercida por
determinada substancia sobre o sistema biolégico, ou seja, 0 mecanismo de agao

téxico de xenobidticos, sob os pontos de vista bioquimico e molecular (OGA, 2003).

A ANF e seus analogos atuam como aminas simpatomiméticas em nivel de
receptores o e [ adrenérgicos e em poténcias variaveis, de acordo com as
diferentes substituicbes e estereoquimica (CHASIN e SILVA, 2003). O mecanismo
de acdo mais provavel parece ser a liberacdo direta dos neurotransmissores das
vesiculas sinapticas, bem como inibigdo da recaptagdo dos mesmos, como
consequente aumento da concentragao sinaptica (RANG et al., 2001; SULZER et al.,
2005).
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Além disso, os derivados anfetaminicos sdo inibidores da MAO, enzima
responsavel pela oxidagcdo dos neurotransmissores. Os efeitos comportamentais
gerados pelas ANFs estdo principalmente associados a liberagdo de dopamina
(RANG et al.,, 2001; SULZER et al., 2005), enquanto que a noradrenalina é
responsavel pela estimulagdo locomotora (CHASIN e SILVA, 2003). A EF aumenta a
liberagao de noradrenalina na fenda sinaptica (GOODMAN & GILMAN'’S, 2001).

3.1.6 Dependéncia e tolerancia

De uma forma geral, os compostos anfetaminicos apresentam um alto
potencial de abuso, o que propicia o desenvolvimento de farmacodependéncia, com
tolerancia acentuada (GOODMAN & GILMAN’S, 2001). Propriedades de reforgo
parecem estar relacionadas com o aumento extracelular de dopamina no nucleo
accumbens (area limbica) e nucleo caudado (area subcortical motora) (CHASIN e
SILVA, 2003)

A sindrome de abstinéncia chega a atingir cerca de 87% dos usuarios de
compostos anfetaminicos (CANTWELL e MCBRIDGE, 1998). Sintomas depressivos
e exaustdo podem suceder periodos prolongados de uso ou abuso (fissura intensa,
ansiedade, pesadelos, falta de energia, depressdo) (GOODMAN & GILMAN'’S,
2001).

3.1.7 Efeitos toxicos

Os ANFs em geral causam agitacdo psicomotora, euforia, tremor, nauseas,
vomitos, cefaléia, irritabilidade, insonia, hiperreflexia, midriase, rubor, hiperatividade,
confusdo, hipertensao, sudorese, taquipnéia, taquicardia, hipertermia, alucinagdes
auditivas, idéias delirantes persecutorias, delirios, mania, auto-escoriacdes, arritmias
ventriculares, faléncia renal, colapso circulatorio, convulsdo ou coma, colapso
cardiovascular, sendo essa a principal causa de morte além da hipertermia e
hemorragia intracraniana (GOODMAN & GILMAN'’S, 2001; OLSON, 2004; UNITED
NATIONS, 2006).

O maior efeito toxico causado pelas EFs é a hipertensao, além de taquicardia,
cefaléia, tremor, midriase, arritmia cardiaca, hemorragia intracraniana, infarto do

miocardio e até a morte (normalmente em casos de associagao com cafeina), sendo
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que os sintomas relacionados ao SNC sao menos pronunciados na intoxicagéo por
esse farmaco, overdoses sao raras (DIAS et al., 2001; OLSON, 2004; ANDRAWS et
al., 2005, TSENG et al., 2006). Estes efeitos podem ser intensificados durante
exercicios fisicos e quando associados a outros farmacos estimulantes do SNC,
como a cafeina (LIEBERMAN, 2001).

3.2 Metodologias Analiticas
3.2.1 Imunoensaio enzimatico homogéneo (EMIT)

O imunoensaio (radioimunoensaio, enzimaimunoensaio e imunoensaio de
fluorescéncia polarizada) tem sido rotineiramente usado na pesquisa de
medicamentos e drogas de abuso em matrizes biologicas por ser um método rapido
e de baixo custo operacional para analises de emergéncia e para monitoramento
terapéutico (KARCH, 1998; PELLEGRINI et al., 2002; MOFFAT et al., 2004).
Atualmente executa-se um numero elevado de pesquisa de ANFs em urina, sendo o

EMIT a metodologia mais utilizada como teste de triagem.

O EMIT consiste em um imunoensaio enzimatico homogéneo em que o
antigeno (analito) presente na amostra compete com o que esta marcado com a
enzima glicose 6-fosfato desidrogenase pelos sitios de ligagdo do anticorpo. Essa
enzima requer o co-fator NAD que é convertido em NADH quando esta na forma livre
para reagir com o substrato. A medida que ocorre a reagdo do anticorpo com o
antigeno proveniente da amostra, a atividade da enzima aumenta, provocando um
aumento na absorvancia que € proporcional a concentragdo do analito na amostra e
€ medido espectrofotometricamente (EMIT, 2002; HINO et al., 2003; LU e TAYLOR,
2005).

Entretanto, o EMIT, para pesquisa de ANFs em wurina, apresenta
interferéncias nos resultados na presenga de cloroquina, clorpromazina,
metoxifenamina, quinacrina, fentermina, ranitidina, isometeptina, benzfetamina,
procainamida e seu metabdlito N-acetilprocainamida, os quais causam resultado
falso positivo (EMIT, 2002). Por causa das semelhangas estruturais as EFs podem
levar a resultado falso positivos no EMIT para ANFs (EL-HAJ et al., 2003). A
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presenca de prometazina e difenidramina também pode levar a resultados falso
positivos para ANF por EMIT, devido a semelhanga estrutural de seus produtos de
biotransformac&o com a estrutura nitrogenada da ANF (DOMINGOS, 2006).

3.2.2 Cromatografia a gas/espectrometria de massas/massas (CG/EM/EM)

CG/EM/EM é uma metodologia normalmente usada como confirmatéria da
identificacdo de substancias e atualmente vem sendo utilizada também para
quantificacdo de substancias em amostras forense (UNITED NATIONS, 2006). O
maior fator limitante de seu uso, entretanto, € o elevado custo e complexidade de

operagao.

O sistema mais difundido é o do tipo ion trap (captura de ions por quadrupolos
tridimensionais), o qual apresenta uma série de vantagens em relagdo ao sistema
quadrupolo, entre elas facilidade de limpeza, robustez, massa sequencial de
estagios multiplos (EM") e melhor sensibilidade no modo full scan, pois os ions sdo
analisados no mesmo local em que sao originados. Além disto, o uso de EM/EM

confere aumento de seletividade para as analises.

Equipamentos como o Saturno 2000 opera no modo Impacto Eletrénico (IE)
para full scan e para Selected lon Monitoring (SIM) e no modo lonizagdo Quimica
(1Q) para EM/EM. A IQ é interna e automatizada com reagente liquido (acetonitrila
na forma deuterada). Fornece informagbes importantes como a determinagéo da
massa molecular, pela presenga do ion molecular protonizado (MH®), posi¢do de
ligas duplas, confirmagdo da estrutura quimica, cromatogramas com uma linha de
base plana, pico simétrico sem interferéncias espectrais e limites de detecgcao
menores (VARIAN, 1999).

A principal vantagem do uso CG/EM/EM neste trabalho foi a identificagdo
inequivoca de alguns derivados formados nas reag¢des de derivatizagédo, o qual nao

foi possivel ao utilizarmos apenas o CG/EM.
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3.3 Métodos de Preparo de Amostras

Devido a complexidade da matriz, a analise cromatografica de analitos
presentes na urina requer um pré-tratamento da amostra, que abrange as etapas de
extragdo, pré-concentracdo e purificacdo, com o objetivo de obter um extrato
limpido, livre de impurezas, interferentes e aumentar a sensibilidade e seletividade

analitica.

Os métodos convencionais, empregados em analises de rotina de ANFs e
EFs em urina, utilizam extracdo liquido-liquido (ELL). A extracdo em fase solida
(SPE) e micro extracédo em fase sélida (SPME) sédo importantes e promissoras

alternativas, melhorando a performance analitica e a detectabilidade.

Para analise de ANFs em urina, devido a excre¢cdo do metabdlito na forma
conjugada com o acido glicurénico, € necessario uma etapa inicial de hidrolise acida
ou enzimatica (KRAEMER et al., 2000).

Algumas caracteristicas destes métodos, segundo Ulrich (2000); Saito e Jinno
(2001); Queiroz e col. (2001); Gomes (2002); Huang e Zhang (2003) e Lancgas

(2004) estao descritas a seguir:
3.3.1 Extracdao liquido-liquido (ELL)

ELL & considerada um meétodo classico de preparo de amostras. Nesta
separagado ocorre a particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica e
aquosa). A eficiéncia depende da afinidade do soluto pelo solvente extrator, da
razdo das fases e do numero de extracdes. Além disso, a escolha adequada do
solvente organico e o ajuste de pH da amostra sdo necessarios para assegurar uma

boa recuperacao do analito.

Apresenta a vantagem de ser simples e poder usar varios tipos de solventes,
entretanto possui varias desvantagens, tais como, consumo de solventes organicos
de alta pureza, exposi¢cao do analista a compostos toxicos, varias etapas para sua
execugao e formagdo de emulsdo entre as fases, uso de grandes volumes de

amostras e de solventes, o que resulta na perda do analito.
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3.3.2 Extracdo em fase soélida (SPE)

SPE é um método de preparo de amostras que consiste na separagao sélido-
liquido, baseado nos mecanismos de cromatografia liquida de baixa pressdo que
consiste no condicionamento do leito cromatografico para reter seletivamente o
analito, eliminar os interferentes e promover a concentragcdo do mesmo para a
analise. Usa sorventes (fase estacionaria) contidos em uma pequena coluna aberta
(cartuchos de extragao) (Figura 3.5), formada de polipropileno, contendo cerca de 50
a 500 mg de sorvente, com 40-60 um de tamanho de particula, fixado no tubo

através de dois filtros.

Muito utilizada na industria farmacéutica, em laboratérios clinicos,
toxicoldgicos e de analises ambientais, a SPE apresenta uma grande variedade de
fases extratoras, resultando em diferentes tipos de interagbes com os analitos
favorecendo, desta forma, a seletividade e especificidade, remocgao de interferentes
e diminuicdo do consumo de solventes. Entretanto, tem apresentado algumas
limitagdes como o bloqueio dos poros da fase extratora (saturagdo do leito) pelos
componentes da matriz; problemas em relacdo a etapa de adsorgéo e dessorcao do
analito aprisionado no cartucho da SPE que pode ser resolvido aumentando a
quantidade do solvente e dividindo o volume em duas a trés eluicbes ou
empregando técnicas de dessorgao térmica, que requer equipamento especial de
elevado custo. Apresenta dificuldades na extracdo de analitos anféteros e altamente
polares, analitos soluveis em agua. Outro problema é a falta de uniformidade dos
cartuchos, mesmo sendo do mesmo tipo (ex. C1g), apenas com a mudanca de marca

do fabricante, reforcando a necessidade de validagao do método.

Algumas outras desvantagens da SPE frente a ELL sdo o alto custo e o maior
numero de etapas de operagdo, como condicionamento, lavagem, eluicdo e maior
tempo necessario para evaporagao do solvente, pois os utilizados na SPE, muito
comum metanol ou metanol + alcool isopropilico, apresentam uma pressao de vapor

menor que os usados em ELL, como por exemplo cloroféormio e hexano.
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Figura 3.5: Principio da técnica SPE. Fonte: Langas (2004).

Em geral, os procedimentos de SPE para aminas contém 4 etapas:

1)

Condicionamento:

a) Ativagado do sorvente com metanol, isopropanol ou outro solvente orgéanico
com polaridade intermediaria para deixar os sitios ativos disponiveis e manter

o sorvente Uumido evitando a formacgao de canais.

b) Condicionamento com solvente adequado para ajustar as forcas do solvente
de eluicdo com o solvente da amostra. Normalmente usam um solvente com
composi¢ao similar a matriz urina em termos de forca ibnica e pH, como por

exemplo solugado tampéao usada para diluir a amostra.

Adicao da amostra: quando ocorre a retencdo do analito e as vezes de alguns

interferentes. E aconselhado diluir a amostra e adicionar tampéo pH < 7.

Lavagem: remogdao dos interferentes menos retidos no sorvente que o analito. O
solvente de lavagem ideal remove todas as impurezas sem afetar no tempo de
retencdo e a recuperagdo do analito. O volume 6timo para esta etapa é

normalmente 1 mL por 100 mg de sorvente.

Eluicdo do analito por troca ibnica: solventes organicos polares podem ser
usados em combinacdo com bases fortes pH 12. Geralmente, volumes de
eluicdo maiores que 1 mL sdo necessarios para aumentar a recuperagdo do
analito, também se deve levar em conta que duas etapas de eluicdo com

pequenos volumes sao mais eficientes que apenas uma.
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Os principais mecanismos em uso em SPE sao particdo, adsor¢ao e troca

ibnica.

A particdo é empregada quando o sorvente € menos polar que o solvente de
eluicdo — fase reversa. No caso da fase reversa, quanto maior for a cadeia do radical
alquila, mais apolar sera a fase e, desta forma, apresentara maior potencial para
reter analitos apolares. Ex. de sorvente: C18 (octadecilsilano). Ex. de analitos:

farmacos e drogas de abuso em sangue e urina e agrotoxicos na agua.

A adsorcdo € empregada quando o solvente € menos polar que o sorvente -
fase normal. Ex. de sorventes: alumina ou polimetilsilano. Ex. de analitos: lipideos

em matrizes biologicas, toxinas polares em alimentos.

A troca ibnica é usada para o isolamento de analitos de carater acido ou
basico presentes nas solugbes aquosas. Por exemplo, analitos com carga positiva
como aminas sao retidas por cargas negativas (SCX = strong cation exchanger)
como acidos carboxilico ou sulfénico, consistindo em um trocador forte de cations

(SCX) do tipo [SO73], aprisionado a estrutura basica da silica.
3.3.3 Microextracdo em fase solida (SPME)

SPME é uma microtécnica, em que os processos de extragdo, pré-
concentracdo e derivatizagdo dos analitos ocorrem em uma unica etapa. O
dispositivo basico da SPME consiste de uma fibra 6tica, de silica fundida, recoberta
com um filme fino de um polimero (polidimetilsiloxano - PDMS, poliacrilato - PA ou
polietilenoglicol — carbowax, entre outros) acondicionada dentro da agulha de uma
microseringa (VALENTE e AUGUSTO, 2000).

Baseia-se em um processo de equilibrio entre fases. O sistema de extragao
consiste da fase aquosa (amostra homogénea), polimérica extratora (fibra) e gasosa.
Durante a extracdo em um sistema trifasico considerado ideal, os analitos migram
entre as trés fases até que o equilibrio de particdo ou sorgao seja atingido
(QUEIROZ e LANCAS, 2005).

A extracdo pode ser feita de duas maneiras: mergulhando a fibra diretamente

na amostra, conforme Figura 3.6, ou através da técnica de headspace, na qual a
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amostra é aquecida e os componentes volateis sdo adsorvidos na fibra, conforme
Figura 3.7 (ULRICH, 2000; QUEIROZ et al., 2001).

Apos o processo de extragdo, a fibra € inserida no injetor aquecido e os
analitos sao rapidamente dessorvidos termicamente para a coluna cromatografica;
desta forma, as analises realizadas por SPME-CG nao utilizam solventes organicos
(QUEIROZ e LANCAS, 2005).

Em SPME n&o ocorre extragdo exaustiva, mas sim, equilibrio entre a fase
aquosa e a fase organica estacionaria. Portanto, havera uma relagao linear entre a
quantidade sorvida na fase estacionaria e a concentragdo na amostra (LANCAS,
2004). A quantidade de substancia transferida € pequena, mas suficiente para
produzir um sinal analitico significante nos detectores de massas, na ordem de
nanogramas ou picogramas (STASHENKO e MARTINEZ, 2004).

i . T
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Figura 3.6: Principio da técnica SPME: 1= introdugéo da seringa no vial da amostra; 2= expor a fibra
para adsorgao dos analitos (D= embolo da seringa; F= fibra e S=analito); 3= mover a fibra para dentro
da agulha da seringa e retira-la do vial; 4= perfurar o septo do injetor do CG/EM com a agulha da
seringa; 5= expor a fibra para dessor¢ado (I= injetor, C= coluna); 6= mover a fibra para dentro da
agulha da seringa e retira-la. Fonte: Ulrich (2000).
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Figura 3.7: llustracdo esquematica do método SPME — Headspace. Adaptado de Queiroz e col.
(2001).

A SPME, desenvolvida por Pawliszyn em 1990, apresenta uma série de
vantagens em relagcdo aos métodos convencionais de extracédo, ou seja, nao requer
instrumentacdo analitica sofisticada, o processo operacional € rapido, permite
automagao das analises, concentragdo dos analitos, reutilizagdo das fibras
extratoras, simplicidade, menor numero de interferentes e a possibilidade de néao
usar solventes toxicos na extragdo, tornando-a mais segura para o operador e ao
meio ambiente (QUEIROZ e LANCAS, 2005). Em contrapartida, o analito precisa ser
volatil e termicamente estavel para ser dessorvido e determinado por CG (QUEIROZ
et al., 2001).

Apesar da simplicidade da técnica o numero de parametros experimentais a
serem otimizados e controlados em SPME € bastante superior aos da ELL e da
SPE, como tempo e temperatura de adsor¢do, com ou sem agitacdo da amostra,
tempo e temperatura de dessorg¢ao, tempo de equilibrio de particdo, extragéo direta
ou por headspace, selecao do tipo de fibra, pH da amostra, entre outros. Em geral, a
adicdo de cloreto de sodio aumenta a forga ibnica e provoca a reducdo na
solubilidade do analito na matriz facilitando sua extracao pela fibra, ampliando a sua

eficiéncia.

Para analise de compostos polares como os ANFs, a conversao do grupo
amino polar em um analogo menos polar aumenta seu coeficiente de partigdo com a
fibra, acentuando ou melhorando a extracdo do analito da amostra e assim,
aumentando a sensibilidade do método (UGLAND et al., 1999).
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3.4 Derivatizacao

Derivatizacdo é a transformacdo de um composto quimico em outro com a
finalidade de melhorar o perfil cromatografico, aumentar a estabilidade térmica e a
volatilidade do analito, melhorar a especificidade, precisdo e sensibilidade do
meétodo, diminuir a polaridade dos compostos e evitar a perda do analito por

adsorgédo a coluna ou por decomposicao térmica (LANCAS, 1993).

O aumento do peso molecular resultante do procedimento de derivatizagao
pode ser benéfico porque produz ions de massa maior, mais especificos para o
analito. Em se tratando de ANFs, os ions base da anfetamina, metanfetamina e
efedrina, no modo impacto de elétrons, sdo m/z 44, 58 e 58, respectivamente. Estes

ions sdo de baixo peso molecular, inespecificos € comuns a diversas aminas.

A derivatizagdo de um analito, consiste na substituicdo dos hidrogénios livres
ativos de grupamentos como carboxila (-COOH), hidroxila (-OH), tiol (-SH), amino
(-H2) e imino (=NH), por outros que impegam as ligacbes do tipo hidrogénio,
resultando em novos compostos, onde a estrutura quimica do analito € modificada e,
consequentemente, o seu padrdo de fragmentagdo (LANCAS, 1993; SUPELCO,
2007).

Embora compostos com grupamentos amino sado suficientemente volateis
para injegao direta no CG/EM, os grupos polares —NH podem adsorver na coluna
cromatografica e gerar picos ndo gausianos (com cauda), sendo que concentragdes
muito baixas dos analitos nas amostras podem ocasionar a perda do mesmo.
Métodos de derivatizagao podem ser empregados para reduzir a polaridade do
grupo amino e melhorar a performance analitica. Também podem ser usados para

separar compostos ou conferir detectabilidade aos mesmos (LANCAS, 1993).

Um grande numero de reagentes € usado para preparar derivados para
cromatografia a gas. Em se tratando de compostos ANFs, as principais reag¢des de

derivatizagdo empregadas s&o:

e Acetilagido: consiste na conversao de compostos que contém hidrogénios ativos
como os grupos polares (-NH3, -NH, -OH, -SH,) em ésteres, tioésteres e amidas,

geralmente por um acido carboxilico ou derivado, como anidrido acético, anidrido
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trifluoracético e anidrido pentafluorpropiénico. Bases como a piridina sao
utilizadas como catalisadores, entretanto, podem levar a formacao de produtos
secundarios e afetar a resolugdo do cromatograma (LANCAS, 1993; ENSSLIN et
al., 1996; SUPELCO, 2007).

e Sillagdo: é a introducdo de um grupo silli em um composto organico,
normalmente em substituicdo a um hidrogénio ativo presente nos grupos —OH, -
SH e —-NH. Sao exemplos de reagentes de sililagdo N,O-Bis(timetilsilil)acetamida
(BSA), Bis(trimetilsilil)trifluoracetamida (BSTFA), N-metil-N-trimetilsilil-trifluoro
acetamida (MSTFA) e N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida
(MTBSTFA). Derivados silili sequem ordem de reatividade, dependendo do
impedimento estérico, conforme grupo funcional: OH alcodlico 1°, 2°, 3°>0OH
fendlico>Carboxila>amina 1°, 2° >amida (LANCAS, 1993; ENSSLIN et al., 1996;
CASTILHO e SILVEIRA, 1998; SUPELCO, 2007).

e Condensacéao: consiste na adicdo dos grupamentos amina de compostos ANFs
ao grupo carbonila de reagentes como acetona e ciclohexanona (CH), com
formacéo de base de Schiff (KNAPP, 1979; EL-HAJ et al., 2003).

A eficiéncia do procedimento de derivatizagcao pode depender de inumeros
fatores, incluindo condi¢gdes de reacdo como tempo e temperatura, natureza dos
reagentes e dos solventes (SHAREEF et al., 2006), caracteristicas do meio e
secagem do extrato (por evaporagdo com corrente de nitrogénio). Contudo, a
concentracdo €& sempre uma operagao extremamente delicada, devendo ser
realizada lenta e cuidadosamente, evitando-se perdas da amostra por projegdes ou
acumulo nas paredes dos viais de reagcao (CASTILHO e SILVEIRA, 1998).

A selecao adequada do RD €& um fator critico no desenvolvimento do método
e na sua validagdo, deve ser baseada nos grupos funcionais presentes na molécula
e suas propriedades e na performance da reagdo de derivatizagdo. A estrutura
quimica e as propriedades do analito também influenciam na escolha do RD. Um
excesso molar deste é aconselhado para garantir um elevado rendimento da reagao,
ideal entre 95 — 100% (LANCAS, 1993).
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4. MATERIAIS E METODOS







4.1 Amostras

As amostras bioldgicas usadas neste projeto constituem: (a) urinas negativas,
obtidas de voluntarios do proprio laboratério que nao fizeram uso dos analitos em
questao durante o periodo do estudo, enriquecidas com os analitos de interesse; (b)
urinas de voluntarios que fizeram uso terapéutico de efedrina ou pseudoefedrina ou
femproporex previamente a coleta; (c) urinas de pacientes (amostras reais)
provenientes do banco de amostras do NAL/CIT/FEPPS, as quais sdo coletadas

ocasionalmente para as analises de rotina.

O emprego das amostras de pacientes foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacao Estadual de Produgcdo e Pesquisa em Saude do Estado do
Rio Grande do Sul PADCT: n°08/2005 de 11 de abril de 2006 (Anexo A).

4.2 Solucdes-padrao

As solugdes-padrao de dl-anfetamina e dl-metanfetamina foram obtidas da
Radian International (Austin, EUA), na concentragdo de 1 mg/mL, em metanol. A
partir dessas solugdes, foram preparadas solugdes de trabalho na concentragao de

10 pg/mL em metanol sendo estocadas a —18 °C.

Padrées de I-efedrina e d-pseudoefedrina foram adquiridos da SIGMA-
ALDRICH. Solugdes de trabalho foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em

metanol sendo estocadas a —18 °C.

4.3 Analises de Triagem por EMIT

As analises de triagem foram realizadas pela metodologia de EMIT, com o
reagente Emit® d.a.u. Monoclonal Amphetamine/Methamphetamine Assay; no
equipamento automatizado ETS PLUS SYVA - Dade Behring, consignado ao
NAL/CIT/RS, seguindo as recomendagbes do fabricante. Segundo NIDA (1997), o

valor de corte (cut-off) para teste de triagem de anfetaminas € 1000 ng/mL.
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4.4 Andlises Confirmatdrias por CG/EM

A metodologia de CG/EM utilizada foi adaptada de Centini e col. (1996);
Staerk e Kulpmann (2000); Pellegrini e col. (2002); El-Haj e col. (2003); Nishida e
col. (2004) e Wang (2005). Os valores de corte adotados foram os preconizados
pela NIDA (1997) e WADA (2006), de 500 ng/mL para ANF e MA e 10 pug/mL para
EF. Para MA, quando considerada a parcela excretada na forma de ANF, o valor de

corte aplicado € de 200 ng/mL.

As amostras foram injetadas no equipamento CG 3800 Varian®, com injetor
1079 split/splitless, amostrador automatico 8200 Varian®, e analisadas no detector
de massas — massas Saturno CG/EM/EM 2000 Varian®. A coluna capilar usada foi
CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5% polidimetilsiloxano) —
Varian®. O hélio (99,9999%) foi usado como gas de arraste com fluxo constante de
1 mL/min. A coluna do CG foi operada inicialmente a 80 °C (2 min), rampa 50 °C/min
até 250 °C (2 min), rampa de 100 °C/min até 280 °C (1 min). As temperaturas do
injetor e da interface foram mantidas a 220 °C e 260 °C, respectivamente. Volume
de injecdo 1 ulL, no modo split 1:10. As analises foram processadas no modo de |IE
com uma energia de ionizagado de 70 eV para CG/EM e IQ com acetonitrila, para
CG/EM/EM. O resultado foi registrado como um espectro de ions separados na base

da razdo massal/carga (m/z).

O pico do ion molecular (IM) de uma monoamina alifatica & impar e
usualmente pouco intenso usando-se o equipamento do tipo quadrupolo da
Shimadzu. No sistema ion trap do Saturno 2000 EM/EM utilizado para realizagao
deste trabalho, é possivel aumentar a abundéancia do IM de modo a torna-lo
evidente, através da formagéo de MH", por IQ. O MH" sofre a. clivagem levando a

formacgao dos picos base, como ilustrado na Figura 4.1 (SILVERSTEIN, 2000).

Para a analise qualitativa, inicialmente o detector de massas foi ajustado no
modo full scan com intervalo de m/z 40 a 400 u.m.a, sendo monitorados todos os
ions obtidos no analisador. Uma vez otimizada a metodologia analitica, ajustou-se o
detector para o0 modo SIM (Selected lon Monitoring), sendo entdo monitorados os
ions m/z 44 (pico base), m/z 91, m/z 77 (picos chave) e m/z 136 (pico do ion

molecular + H) para ANF; m/z 58 (pico base), m/z 91, m/z 77 (picos chave) e m/z
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150 (pico do ion molecular + H) para MA e m/z 58 (pico base), m/z 77, m/z 107
(picos chave) e m/z 166 (pico do ion molecular + H) para EF. A Figura 4.2 mostra a

formagao dos principais fragmentos de massas da ANF, MA e EF, sem nenhum

procedimento de derivatizagao.

OH —\, . OH
NHCH, (/NHCH3 \
CHS alfa clivagem CH3
EF m/z 58
C:OH N
D __NHCH, NHCH, |
Ifa cli | *
alfa clivagem
CH, 9™ CH,
EF m/z 107
+OH 10 +|O
©/[kH -H @H -H ©% -co ©+
m/z 107 m/z 106 m/z 105 m/z 77

Figura 4.1: Formacao dos principais ions m/z 58, 77 e 107 da EF em detalhes.

+ +
917 (20%) | 44 (100%) 91+(15%) 58+(100%) 107+(1%) 58 (100%)
MH* 136+ (3%) MH* 150+ (2%) MH* 166+ (3%)
ANF MM135 MA MM149 EF MM165

Figura 4.2: Padréo de fragmentacado de massas da ANF, MA e EF com as respectivas abundéancias
relativas.
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4.5 Estudo dos Reagentes de Derivatizagéo (RD)

Apesar da derivatizacdo ser uma etapa que pode viabilizar uma analise, é
também uma fonte potencial de erros se ndo realizada de forma adequada. Varios
aspectos sdo importantes, como a escolha do RD e do sistema de solventes (SS)
mais adequados, a determinacdo do tempo e da temperatura de reagdo e a

determinacao da estabilidade do derivado formado.

Devido a disponibilidade do padrdo analitico e maior complexidade da
molécula, a EF foi escolhida para etapas de otimizagdo da metodologia de

derivatizacdo. As condi¢des analiticas selecionadas foram testadas para ANF e MA.
4.5.1 Reagentes de derivatizagao (RD)

Os RD testados neste trabalho foram:

Anidrido Acético (AA) - Merck Germany;

e Anidrido Acético+Piridina (AA+P) - Merck Germany;

e Anidrido Trifluoroacético (ATFA) - Sigma - Aldrich Chemical;
e Ciclohexanona (CH) - Sigma - Aldrich Chemical;

e N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) — Sigma - Aldrich

Chemical;

e N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) - Sigma -
Aldrich Chemical.

4.5.2 Sistemas de solventes (SS)

A escolha do SS é outra etapa critica, que reflete direto na eficiéncia do
método, pois o0 SS empregado deve ser compativel com o empregado na etapa de
extragcdo. Devido ao carater predominantemente basico dos ANFs, geralmente
compreende compostos organicos de alta a média polaridade, em meio basico. Os

SS testados foram:
e A= metanol + alcool isopropilico + NH,OH (78:20:2),
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e B= acetato de etila + NH,OH (98:2),
e C= cloroférmio + alcool isopropilico + NH;OH (78:20:2),
e D= metanol.

4.5.3 Procedimentos empregados nos estudos de RD e SS

Para cada SS foram preparados 6 viais com 1 mL do respectivo SS
enriquecido com 20 uL de uma solugdo padrao de EF 1000 ug/mL em metanol,
adotando-se como identificacdo os numeros romanos. Estes 6 viais foram divididos

em dois grupos: um com 4 viais (1, Il, Il e IV) e outro com 2 viais (V e VI).

Os primeiros 4 viais foram submetidos a secura a 40 °C sob N, Ao extrato
seco foram adicionados 50 uL do RD em 2 viais (I e II) e 100 uL do RD nos outros 2
(Il e 1V). Aos 2 ultimos viais, sem evaporar o SS, foi adicionado 50 uL do RD no
primeiro (V) e 100 uL no segundo (VI). Todos os 6 viais foram colocados em um
bloco de aquecimento a 60 °C durante 60 min para derivatizagao, sendo que este
tempo e temperatura variaram conforme o tipo de reagente utilizado e em acordo
com dados da literatura. Os viais I, IV, V e VI foram levados a secura a 40 °C sob N>
e reconstituido com 100 pL de metanol, sendo os denominados | e Ill mantidos
intactos. Uma aliquota de 1 uL foi injetada no CG/EM. Este procedimento esta

sumarizado na Figura 4.3.
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6 viais

(1 mL sistema solvente

+

20 L Sol. Padrao EF 1000 pyg/mL)

4 viais

Levar a extrato seco

a 40 °C/N2
[
I
2 viais 2 viais
50 uL RD 100 uL RD
60 °C/60 min

2 viais

Nao secar

1 viais 1 vias
50 uL RD 100 uL RD
60 °C/60 min

Um vial de cada grupo

Levar a extrato seco
40 °C/N2

Reconstituir com
100 pL metanol

Um vial de cada

grupo
injetar diretamente

Levar a extrato seco
a 40 °C/N2

Reconstituir com
100 yL metanol

Injetar 1 yL no CG/EM

Figura 4.3: Fluxograma do procedimento de derivatizagao.

60 min.

4.5.5 Tempo de estabilidade do derivado formado

Apds a escolha do melhor RD e SS, foi determinado o intervalo de tempo

mais adequado para injecdo no CG/EM apds a derivatizagdo considerando-se a
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4.5.4 Determinacao das condi¢cOes de tempo e temperatura de derivatizacéo.

Uma vez definidos o RD e o SS apropriados, procedeu-se a determinagao do
tempo e da temperatura de reagédo visando melhor performance analitica e maior
recuperacao dos analitos de interesse. Foram preparados 16 viais com 1 mL do SS
e 0 RD escolhidos, e 20 uL de uma solug¢ao padrdo de EF 1000 pg/mL em metanol.
Foram divididos em 4 grupos, cada grupo foi submetido a uma das temperaturas de

40, 60, 80 e 100 °C e cada vial do grupo submetido a um dos tempos de 15, 30, 45 e




estabilidade do derivado formado. Foram testados quatro tempos de injecéo
distintos, sendo TO = 12 inje¢cdo no CG/EM logo apds a derivatizagéo, T1 = 1 h apos
T0, T2=2hapos TO e T3 = 3 h apds TO e quatro diferentes proporgdes entre a EF e
o RD (1:1; 1:2,5; 1:5; 1:10 (ng/mL: plL)).

4.6 Métodos de Extracéao
4.6.1 Extracao liquido-liquido (ELL)

As amostras de urina que apresentaram resultado positivo para ANF/MA nas
analises de triagem (EMIT) foram submetidas a ELL. Uma aliquota de 5 mL de urina
foi adicionada de 1,5 mL de acido cloridrico fumegante e homogeneizada por 15
min. Em seguida, foi ajustado o pH da amostra entre 9-10 com NH,OH 30% e
acrescentado 10 mL de cloroférmio:alcool isopropilico (80:20), agitagcao em mixer
por 1 min e centrifugacdo a 6000 rpm por 5 min. A fase organica foi separada por
filtracdo sobre sulfato de sddio anidro e evaporada sob fluxo de nitrogénio a 40 °C. O

extrato foi submetido a derivatizagédo e 1 L foi injetado no CG/EM.
4.6.2 Extracdo em fase solida (SPE)

Os procedimentos empregados para SPE foram adaptados de Huang e
Zhang (2003), Forsdahl e Gmeiner (2004) e bula do kit Bond Elut Certify Varian®.

Amostras de urina, enriquecidas com uma solu¢do padrao de EF 1000 ug/mL
em metanol na concentracdo de 20 pg/mL, foram eluidas em cartuchos do tipo
Bond-Elut Certify Varian® (mistura C8 e SAX 300mg, capacidade 3 mL) a 1-2
mL/min com vacuo de 5 polegadas de Hg. Foram testados diferentes procedimentos,
com variagbes no condicionamento, pH e volumes de amostra. Para selecdo da
faixa de pH empregado, foram levados em consideragao os valores de pKa da ANF
(pKa 9,9) e EF (pKa 9,6), sendo mantido pH acido na etapa de retengdo dos analitos
e pH basico para eluicado (THE MERCK INDEX, 2001, MARTINDALE, 2005;
MOFFAT et al., 2004). Para o procedimento mais adequado, foram determinados o
volume de capacidade do sorvente (volume de quebra) e a influéncia da forga ibnica
através da adicao de cloreto de sodio. Os procedimentos testados estdo descritos na
Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Procedimentos testados para extracdo de ANFs por SPE.

SPE

12

@ Cartuchos Bond Elut Certifie Varian ®. Apds condicionar o cartucho e antes de adicionar a amostra, n&o deixar a coluna secar. bTFpHG = tampao fosfato pH6 0,1M. ° TACpH4,8 = tamp&o acetato de sddio pH4,8. dvolume de

CONDICIONAMENTO?

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpH6"

(1) 2,0 mL metanol
(2) 2,0 mL TFpHB"

(1) 2,0 mL metanol
(2)2,0 mLHCI 0,1 M

(1) 1,0 mL metanol
(2) 1,0 mL TFpH6°

(1) 5,0 mL metanol

(2) 2,0 mL agua purificada

(3) 2,0 mL TFpHB"

eluigdo 2x2 mL.

ADICAO AMOSTRA

(3) 5,0 mL urina + 2,0 mL TFpH6" (pH 6,0-7,0)

(3) 5,0 mL urina + 2,0 mL TFpH6" (pH 6,0-7,0)

5,0 mL urina + 2,0 mL TFpH6” (pH 6,0-7,
(3)5,0 2,0 6° (pH 6,0-7,0)

(3) 2,0 mL urina (pH 6,0-7,0)

(3) 2,5 mL urina + 2,5 mL agua purificada + 1,5 mL
TFpHeE"
(pH 6,0-7,0)

(3) 2,5 mL urina + 2,5 mL agua purificada + 1,5 mL
TFpHE®
(pH 6,0-7,0)

(3) 2,5 mL urina + 2,5 mL agua purificada + 1,5 mL
TFpH6®
(pH 6,0-7,0)

(3) 2,5 mL urina + 2,5 mL agua purificada + 1,5 mL
TFpHE"
(pH 6,0-7,0)

(3) 2,5 mL urina + 2,5 mL agua purificada + 1,5 mL
TFpH6° + 0,4 g NaCl.
(pH 6,0-7,0)

(3) 1,0 mL urina + 1,0 mL TACpH4,8°

(3) 2,0 mL urina + 6,0 mL TFpH6" (pH 6,0-7,0)

(4) 5,0 mL urina (pH6)

ETAPAS

REMOGAO INTERFERENTES

(4) 5,0 mL agua purificada + vacuo 5 min

(4) 1,0 mL Acido Acético 1,0 M + véacuo por 5 min
(5) 6,0 mL metanol

(4) 1,0 mL Acido Acético 1,0 M + vacuo por 5 min
(5) 6,0 mL metanol

(4) 2,0 mL agua purificada
(5) 5,0 mL HCI 0,1 M
(6) 3,0 mL metanol + vacuo por 5 min

(4) 6,0 mL agua purificada
(5) 3,0 mL HCI 0,1 M + vacuo por 5 min
(6) 9,0 mL metanol

(4) 6,0 mL agua purificada
(5) 3,0 mL HCI 0,1 M + vacuo por 5 min
(6) 9,0 mL metanol

(4) 6,0 mL agua purificada
(5) 3,0 mL HCI 0,1 M + vacuo por 5 min
(6) 9,0 mL metanol

(4) 6,0 mL agua purificada
(5) 3,0 mL HCI 0,1 M + vacuo por 5 min
(6) 9,0 mL metanol

(4) 6,0 mL agua purificada
(5) 3,0 mL HCI 0,1 M + vacuo por 5 min
(6) 9,0 mL metanol

(4)2,0mLHCI0,1 M
(5) 2,0 mL metanol

(4) 0,5 mL metanol + vacuo por 5 min.

(5) 2,0 mL agua purificada
(6) 5,0 mL HCI 0,1 M
(7) 3,0 mL metanol +vacuo por 5 min
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ELUICAQ®

(5) 2,0 mL acetato de etila:NH,OH 2%

(6) 2,0 mL acetato de etila: NH,OH 2%

(6) 2,0 mL metanol:alcool isopropilico:NH,OH
(78:202)

(7) 2,0 mL acetato de etila:NH,OH 2%

(7) 2,0 mL metanol:alcool isopropilico:NH,OH
(78:20:2)

(7) 2,0 mL acetato de etila:NH,OH 2%

(7) 2,0 mL metanol

(7) 2,0 mL cloroférmio: alcool isopropilico:NH,OH
(78:20:2)

(7) 2,0 mL metanol:alcool isopropilico:NH,OH
(78:20:2)

(6) 4,0 mL cloroférmio: alcool isopropilico:NH,OH
(78:20:2)

(5) 2,0 mL de acetato de etila:NH,OH 2%

(8) 2,0 mL metanol:alcool isopropilico:NH,OH
(78:20:2)



Considerando a presencga de clorpromazina (CLP) e difenidramina na maioria
das amostras positivas para ANFs na etapa de triagem (EMIT) e negativas em
analises confirmatdrias por CG/EM, todas amostras analisadas foram submetidas a
2 extragdes por SPE. Uma das extragbes seguiu o protocolo para EF, descrito
anteriormente e para a deteccdo de CLP adotamos o procedimento descrito por
Domingos (2006), onde as amostras de urina foram submetidas a extracéo e pré-
concentragdo em fase sélida (SPE), utilizando cartuchos Bond Elut (Varian®) Certify
II (mistura C8 e SAX 200 mg, capacidade 3 mL), para analise por CG/EM. As
condicbes adotadas foram: ativacdo do sorvente com 2 mL de metanol,
condicionamento com 2 mL de tampao acetato de sédio 0,1 M pH 7,0; adigao da
amostra (2 mL de urina) em 1 mL de tampéo acetato de sédio 0,1 M pH 7,0 (pH final
entre 5,0 e 7,0) a baixo vacuo (~5 polegadas Hg e fluxo de 1 mL/min); remoc¢éo dos
interferentes com 1 mL de tampao acetato de sdédio 0,1 M pH 7,0; vacuo por 5
minutos; 2mL de hexano:acetato de etila (95:5, v/v); eluicdo do analito através da
passagem de 2 vezes de 5 mL de cloroférmio:alcool isopropilico:NHsOH (78:20:2,
vivlv) e eluicdo em baixo vacuo (~5 polegadas Hg) sob fluxo de 1 mL/min. Apds a
eluicdo, as amostras foram levadas a secura sob corrente de N, a 40 °C. Os eluatos
foram ressuspendidos em 100 uL de metanol, do qual 1 uL foi injetado no

cromatoégrafo.

A analise de CLP por CG/EM foi realizada em equipamento CG 3800
VARIAN® detector massa-massa, injetor 1079 split/splitess com amostrador
automatico 8200 VARIAN® (SATURNO CG/MS/MS 2000), equipado com coluna
capilar CP-SIL 8CB LOW BLEED/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O gas de arraste
usado foi hélio 99,9999% (White Martins S/A®), com fluxo constante de 1 mL/min. A
temperatura do forno foi programada a 80 °C/2 min, 40 °C/min até 250 °C/3 min, 40
°C/min até 280 °C/3 min. As temperaturas do injetor e da linha de transferéncia para
o detector de massas foram programadas a 220 °C e 260 °C, respectivamente. As
analises foram processadas no modo de impacto de elétrons com energia de

ionizagao de 70 eV, sendo injetados 1 uL, no modo split (1:10).

Para a analise qualitativa, inicialmente o detector de massas foi ajustado no
modo FULL-SCAN com intervalo de 40 a 600 u.m.a., sendo monitorados todos os

ions obtidos no analisador. Uma vez ajustada a metodologia analitica, o detector foi
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programado para o modo SIM (Selected lon Monitoring), sendo entdo monitorados
0s ions m/z 58 (pico base), m/z 86 e 272 (picos chave) e m/z 318 (pico do ion

molecular), no intuito de aumentar a sensibilidade do método.
4.6.3 Microextracdo em fase solida (SPME)

Os procedimentos empregados para SPME foram adaptados de Centini e col.
(1996), Ugland e col. (1999), Staerk e Kulpmann (2000) e Pericas e col. (2005).

Em um frasco de vidro com capacidade para 30,0 mL foram colocados 3,0 mL
de urina e 0,6 g de NaCl e ajustado o pH entre 9-10 com NH4OH 30%. Apds, foi
adicionado 20 uL CH, derivatizado a 100 °C/30 min sob agitagdo com barra
magnética. Em seguida, a fibora de 100 um PDMS - polidimetilsiloxano (Supelco
Bellefonte, USA) foi exposta ao headspace por 15 min para adsorgao do analito (as
condi¢oes de tempo, temperatura e agitagao foram mantidas) e introduzida no injetor
do CG/EM, onde permaneceu por 2 min para completa dessor¢dao. O uso de NacCl
aumenta a forga ibnica reduzindo a solubilidade dos compostos hidrofébicos na fase
aquosa. Para a pesquisa de CLP e outros possiveis interferentes procedeu-se ao

mesmo método descrito acima, com a diferenga que nao foi adicionado o RD.

Segundo Pericas e col. (2005), o RD deve ser colocado diretamente na
amostra, para posterior exposicédo a fibora de SPME, pois quando a fibra é exposta
primeiro a amostra e apds ao RD ou invertendo-se a ordem, primeiro ao RD e apés

a amostra, a eficiéncia da SPME é menor.

4.7 Validacao do Método Analitico

No que diz respeito a validacdo de metodologias, a legislagdo vigente tem
varias nuances e diferentes interpretacdes. Parte desta caracteristica é intencional,
pois permite a adaptacao para cada tipo de uso pretendido. Em nivel Nacional, as
resolucbes e recomendacdes do INMETRO (2003) e ANVISA (BRASIL, 2002;
BRASIL, 2003a) seguem as diretrizes da ICH (1996) e do grupo EURACHEM (1998).

A escolha dos parametros relevantes para o desempenho do processo

analitico e o desenvolvimento de protocolos préprios de validacdo sido de
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responsabilidade do analista (ERMER, 2001). Neste trabalho, seguimos o
preconizado pela ANVISA para validacado de métodos bioanaliticos, considerando os
parametros linearidade, precisao, limite de detecgao, limite de quantificagao,
recuperagao, robustez e estabilidade (BRASIL, 2002; BRASIL, 2003a). Os
resultados obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico de analise de
variancia (ANOVA).

Cabe salientar que a revalidagdo do método analitico deve ser feita sempre
que houver qualquer modificagdo do método, mudangas nas condigdes do

equipamento para as quais foi validado ou extrapolacéo para outros laboratorios.

49






5 RESULTADOS E DISCUSSAO







Os resultados apresentados neste trabalho foram ordenados de maneira a
demonstrar a sequéncia em que os experimentos foram realizados, iniciando com a
escolha do reagente de derivatizagdo e as melhores condi¢gdes de reacdo, seguida
pelos métodos de extracdo, aplicagdo da metodologia em amostras reais e

finalizando com uma compilagcédo dos resultados obtidos.
5.1 Escolha do Reagente de Derivatizagdo (RD)

Quando compostos anfetaminicos sdo analisados sem derivatizar, picos nao
gaussianos (com cauda) e problemas de linearidade e sensibilidade sé&o
encontrados. Outro problema a ser considerado € a dificuldade de separar
diasterbmeros (seletividade), especialmente EF e PEF (Figura 5.1), os quais
apresentam diferentes agbes farmacoldgicas sobre o SNC e, consequentemente,

grande importancia analitica.

A derivatizacdo de EFs é uma etapa critica na analise (FORSDAHL e
GMEINER, 2004), pois permite a resolu¢ao entre os diasterémeros EF e PEF. Para
a separagao cromatografica dos enantibmeros d-EFs e |-EFs é necessario a
utilizacdo de colunas quirais ou reagentes especiais de derivatizacdo quiral ndo
sendo o objetivo deste trabalho. O objetivo foi buscar um procedimento de
derivatizagao rapido, com bons rendimentos e com formagao de derivados estaveis,
reprodutiveis e sem produtos paralelos. Adicionalmente, foram avaliadas a

viabilidade econémica e a seguranga de aplicacdo do RD em analises de rotina.
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0.00 _I DA
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Figura 5.1: Cromatogramas sobrepostos de EF e PEF (20 ug/mL em metanol) sem derivatizar; tempo
de retencado (TR) 5,13 min. Equipamento CG 3800 / Saturno 2000 EM/EM Varian®. Coluna capilar
CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5% polidimetilsiloxano)-Varian®.
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A formagdo de um unico derivado € essencial para se obter maior
sensibilidade e condigdes adequadas para quantificagdo. Assim, na etapa de
otimizacdo das condigdes de derivatizagado foram testados: anidrido acético (AA),
anidrido acético + piridina (AA+P), anidrido trifluoracético (ATFA), N-metil-N-trimetil-
sililtrifluoroacetamida (MSTFA), anidrido acético + N-metil-N-trimetilsililtrifluoro-
acetamida (AA+MSTFA), ciclohexanona (CH) e N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoro
acetamida (MTBSTFA).

Os RD avaliados neste trabalho também podem ser usados para a protecao
de grupos reativos, como os grupos amino ou hidroxila, quando a finalidade for de
seletividade por um dos grupos. Conseqlientemente, na escolha destes é essencial
saber qual o grupo que se deve proteger e qual devera estar livre para uma
determinada reacdo especifica, como no caso se uma sequéncia de sintese
(CAREY e SUNDBERG, 1990). Entretanto, nossa preocupacdo nao foi com a
seletividade do grupo que deveria ser protegido, mas sim com a formacao de
derivados estaveis, que fornegam picos gaussianos que aprimorem a linearidade e
sensibilidade, e com fragmentos de massas caracteristicos que permitam a

diferenciagcao de diasterOmeros.
5.1.1 Anidrido acético (AA)

A derivatizagcdo da EF com AA (acetilagdo) seguiu o descrito no item 4.5.3.,
onde os resultados obtidos nas diferentes condigdes estdo ilustrados na Figura 5.2 e
descritos na Tabela 5.1 (Anexo B). Todas as amostras, apds a derivatizagdo, foram
levadas a secura a 40 °C sob N; e reconstituidas com 100 uL de metanol para
injetar 1 uL no CG/EM. Inje¢des diretas com AA néo foram realizadas a fim de
proteger a integridade da coluna cromatografica do meio fortemente acido, devido a

formacgao de acido acético e ao excesso do reagente de derivatizacao.

O tempo de retengcdo médio (TR) da EF acetilada foi de 6,25 min para todos
os sistemas solventes (SS) e, além deste, mais dois outros picos de EF derivatizada
foram observados (TR 5,97 min e 6,35 min) para os SS “A e C” e para o “D" foi

observada EF nao-derivatizada (TR 5,13 min).

De acordo com a Figura 5.2 o melhor SS foi o “B”, onde observamos apenas

um pico para EF derivatizada (TR 6,25 min) e ndo observamos EF sem derivatizar,
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sendo os melhores resultados obtidos nas amostras VII e VIII, as quais foram

acrescentados, respectivamente, 50 uL e 100 uL de AA diretamente no SS.

x1.000.000 BEF1 OEF2 BEF3 OEF 4

1]

Area do Pico de EF

Figura 5.2: Grafico do desempenho do AA como reagente de derivatizagéo frente a EF. 20 uL de uma
solugcao de 1000 ug/mL de EF em metanol foram adicionados a 1,0 mL dos respectivos SS: (A)
metanol + alcool isopropilico + NH,OH (78:20:2), (B) acetato de etila + NH,OH (98:2), (C) cloroférmio
+ alcool isopropilico + NH,OH (78:20:2), (D) metanol. Nas amostras de numero 1111,V VII, IX, XI, Xlll e
XV foram acrescentados 50 puL de AA e nas amostras Il, IV, VI, VIII, X, XllI, XIV e XVI foram
acrescentados 100 uL de AA. Condigbes de reagado 60 °C/60 min. (EF1) efedrina derivatizada TR
5,97 min, (EF2) efedrina derivatizada TR 6,25 min, (EF3) efedrina derivatizada TR 6,35 min, (EF4)
efedrina ndo-derivatizada TR 5,13 min.

Os cromatogramas das amostras VII (A) e XV (B) sdao mostrados na Figura
5.3, onde podemos visualizar EF ndo-derivatizada (EF4) e EF derivatizada (EF2) na
amostra B e apenas e EF derivatizada (EF2) na amostra A. As amostras preparadas
utiizando o SS “C” (cloroférmio + alcool isopropilico + NH4OH - 78:20:2)
apresentaram um perfil cromatografico mais complexo, sendo observados 3
derivados, EF1, EF2 e EF3 (Figura 5.4).

Os principais fragmentos de massas para EF acetilada no TR 6,25 min estao
apresentados na Figura 5.5 e sdo os ions m/z 58 (pico base), decorrente da perda
de 149 u.m.a. a partir do ion molecular (IM), m/z 100 (43%) indica a substituicdo do
H do grupo amino por -COCH3; m/z 77 (18%) referente ao ion benzilico, m/z 207 (IM)
(<1%) e m/z 208 (MH") (20%).
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Figura 5.3: Cromatogramas das amostras VII (A) e XV (B) derivatizadas com AA; com os respectivos
espectros de massas (EF2) efedrina derivatizada TR 6,25 min e (EF4) efedrina ndo-derivatizada TR

5,13 min.
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Figura 5.4: Cromatogramas das amostras IX derivatizadas com AA; com os respectivos espectros de
massas das EFs derivatizadas TR 5,97 min (EF1), TR 6,25 min (EF2) e TR 6,35 min (EF3).
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Ao contrario do que poderia se esperar que somente o grupo amino da EF
fosse acetilado, devido a maior reatividade do grupo -NH em relagdo ao —OH, em
nossos estudos, além de confirmamos esta acetilagdo, também observamos a
reacdo com o grupo —OH, caracterizado pela presenca do ion m/z 250 (MH"),
indicando que a acetilagdo ocorre no grupo -OH dependendo das condigdes de
reacdo adotadas para a derivatizagdo, neste caso 100 °C/60 min. Porém, os
derivados N-acetil sdo mais estaveis que os O-acetil. Na Figura 5.5 podemos
observar a formacdo dos derivados N-acetilefedrina, O-acetilefedrina e N-O-

diacetilefedrina.

R H
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- R H,C.__O CH
N\H/ \( < 3
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C,oHisNO MM 165 (<1%) 100t (43%)
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Figura 5.5: Esquema da reacédo de acetilagdo da EF com AA e os fragmentos de massas observados
para EF, N-O-diacetilefedrina (EF3), N-acetilefedrina (EF2) e O-acetilefedrina (EF1) com as
respectivas abundancias relativas (%).
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Os compostos EF2 (MM 207; TR 6,25 min) e EF3 (MM 249; TR 6,35 min)
foram submetidos a experimentos mutiacoplados (EM"). A partir destes ions
precursores foram obtidos os ions (MH') m/z 208 e m/z 250, os quais foram
refragmentados, gerando ions secundarios m/z 190 (EM?) para ambos os compostos
e a partir destes, o ion m/z 148 (EM?), caracterizando a formac&o dos derivados N-
acetilefedrina (EF2; TR 6,25 min) e N-O-diacetilefedrina (EF3; TR 6,35 min). Estes
dados demonstram que o grupo acetil é incorporado tanto ao grupo -NH quanto ao —

OH dependendo das condi¢des de reagdo, como demonstrado na Figura 5.6.

kCounts

1.251

1.004

0.751 EFz EF=
i TR B35 min
050 TR 6,23 min .

w O

IE IT" minutes
Fized |[B,2595 min. Fizzed  |6,350 min.
Fange Range
100 % 4 180 100 %1 180
208
TE% TE%
50%- 50% 1
25 % 25 % 1 250
148
145
fala] J
0% u#u.lu.b.ujr (a1 VRNV FRUT I B e
0 oo Ao oo ‘zan 0 oo so oo es0
miz miz

Figura 5.6: Cromatograma e espectros de massas (EMs) das EFs derivatizadas N-acetilefedrina (EF2;
TR 6,25 min) e N-O-diacetilefedrina (EF3; TR 6,35 min).

Para o composto com TR 5,97 min (EF1) ndo foi possivel identificagao
precisa, devido a pequena quantidade formada ao ser submetido ao EM/EM (baixa
energia de ativagdo), entretanto parece se tratar do derivado O-acetilefedrina (EF1).

Os compostos com MM 165 (EF4; TR 5,13 min) foram caracterizados pela presenga
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dos ions secundarios m/z 148 (EM?). A formagdo destes ions e as respectivas

intensidades relativas (%) a partir dos compostos EF, N-acetilefedrina, O-

acetilefedrina e N-O-diacetilefedrina podem ser visualizados na Figura 5.7.
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Figura 5.7: Esquemas de protonizagdo da EF (A) adaptado de BRAZZAROLA, et al., 2003, da O-
acetilefedrina (B), da N-acetilefedrina (C) e da N-O-diacetilefedrina (D) com os principais fragmentos

observados no EM e no EM/EM.
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Os resultados claramente demonstram que o AA é um RD possivel de ser
usado, mas nao o mais adequado, pois nao forma ions caracteristicos. Os principais
ions obtidos (m/z 58 e m/z 100) sdo pouco especificos e facilmente encontrados em
varios compostos quimicos. Nao foi alcangada a separagao dos diasterdbmeros e
ocorreu a formagao de multiplos picos indicando a formacgao de varios derivados da
EF dificultando sua identificacdo e quantificagcdo. Alteracbes nas condicbes de
reacao como: aumento da temperatura e do tempo de reag¢ao, nao melhorou o perfil
da derivatizagéo. Outro fator a ser considerado é que ao se reagir AA com EF e PEF
simultaneamente, ndo houve a separagédo dos picos dos diasterbmeros através da
analise por CG/EM (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Cromatogramas sobrepostos de EF e PEF (20 pg/mL em metanol) e EF + PEF (20 pg/mL
de cada em metanol) derivatizadas com AA (TR 6,25 min). Equipamento CG 3800 / Saturno 2000
EM/EM Varian®. Coluna capilar CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5%
polidimetilsiloxano) — Varian®.

5.1.2 Anidrido acético+piridina (AA+P; 3:1, v/v)

A derivatizagdo da EF com AA+P (acetilagado em presenga de um catalisador
basico) seguiu o descrito no item 4.5.3, onde os resultados obtidos nas diferentes
condigdes estao ilustrados na Figura 5.7 e descritos na Tabela 5.2 (Anexo B). Todas
as amostras, apos a derivatizagao, foram levadas a secura a 40 °C sob N; e
reconstituidas com 100 uL de metanol para injetar 1 uL no CG/EM. As injecbes
diretas com AA+P nao foram realizadas a fim de proteger a integridade da coluna

cromatografica, como ja descrito na reacdo com AA (Figura 5.5).
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O TR da EF acetilada foi de 6,35 min para todos os SS e, além deste, mais
dois outros picos de EF derivatizada foram observados nos TR 5,97 min (EF1) e
6,25 min (EF2) para o SS “A”, para o “B” foi observado apenas um pico de EF
derivatizada TR 6,25 min (EF2), para o “C” foram observados dois picos de EF
derivatizada nos TR 5,97 min (EF1) e 6,25 min (EF2) e para o “D” foi observada EF
derivatizada no TR 6,25 min (EF2) e EF ndo-derivatizada no TR 5,13 min (EF4).

De acordo com a Figura 5.9 o melhor SS foi o “D” (metanol), onde
observamos apenas um pico da EF derivatizada e nado observamos EF sem
derivatizar nas amostras Xlll e XIV obtidas sem evaporar o SS e acrescentando 50 e
100 puL do RD. As amostras | e |l ndo foram consideradas, pois nos cromatogramas
observamos a presencga de um pico no TR 4,35 min com pico base de m/z 58, nao

caracteristico de EF.

x1.000.000 MEF1 OEF2 WMEF3 OEF4

Area do Pico de EF

XIE | XHE|XIV | XV | XVI

Figura 5.9: Grafico do desempenho do AA+P como reagente de derivatizagéo frente a EF. 20 uL de
uma solugdo de 1000 pg/mL de EF em metanol foram adicionados a 1,0 mL dos respectivos SS
(descritos na Figura 5.2). Nas amostras de namero LIILV,VII, IX, XI, Xlll e XV foram acrescentados 50
pL de AA+P e nas amostras I, IV, VI, VIII, X, XII, XIV e XVI foram acrescentados 100 pL de AA+P.
Condi¢des de reagdo 60 °C/60 min. (EF1) efedrina derivatizada TR 5,97 min, (EF2) efedrina
derivatizada TR 6,25 min, (EF3) efedrina derivatizada TR 6,35 min, (EF4) efedrina ndo-derivatizada
TR 5,13 min.

Conforme descrito na Tabela 5.2, os principais fragmentos de massas para
EF acetilada no TR 6,25 min (EF2; N-acetilefedrina) e no TR 6,35 min (EF3; N-O-
diacetilefedrina) sao equivalentes aos encontrados com AA (Figura 5.4), porém com

abundancias relativas diferentes.
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Quando comparamos o AA+P com AA ndo observamos vantagens nos
resultados, pois ambos os sistemas apresentaram o mesmo comportamento, com
mais de um pico de EF derivatizada para os SS “A”, “B” e “C”, no SS “D” com AA+P
observamos a presenca de EF sem derivatizar para as amostras XV e XVI (Tabela
5.2). A analise conjunta das Figuras 5.2 e 5.9 permitem observar que para AA
obtivemos uma maior formacdo da N-acetilefedrina (EF2; TR 6,25 min), enquanto
que para AA+P uma maior formagdo de N-O-diacetilefedrina (EF3; TR 6,35 min),
corroborando que a piridina facilita, ou promove a reacdo do AA com os

grupamentos —OH e —NH.
5.1.3 Anidrido trifluoroacético (ATFA)

A derivatizagao da EF com ATFA (acetilagao) seguiu o descrito no item 4.5.3,
sendo que todas as amostras, apos a derivatizagao, foram levadas a secura a 40 °C
sob Ny e reconstituidas com 100 uL de metanol para injetar 1 uL no CG/EM. As
injecoes diretas com ATFA n&o foram realizadas a fim de proteger a integridade da

coluna do meio fortemente acido.

Algumas limitagées foram encontradas: os septos de teflon das tampas dos
viais se desintegraram apos a derivatizagdo das amostras com ATFA sem a
presenca do SS. Também ocorreu a formagao de um precipitado branco o qual foi
insoluvel em metanol e em acetato de etila, ndo sendo possivel a analise no CG/EM.
Das poucas amostras injetadas no CG/EM, nenhuma apresentou os ions esperados
m/z 154, m/z 203 ou 357 (Figura 5.10). Este procedimento foi repetido varias vezes
com algumas variagdes, como o uso do ATFA com 50% acetato de etila (evitou o
dano ao teflon) e ATFA com 1% trimetilclorosilano, mas os resultados continuaram

insatisfatorios.

Tseng e col. (2006), ao usarem 100 uL de ATFA para derivatizar EFs a partir
de um extrato obtido de uma ELL de urina com terbutilmetil-éter:alcool isopropilico
(9:1 v/v), comentaram que quando o CG/EM foi usado para analisar EFs dois
problemas ocorreram: (1) uma insatisfatéria qualidade cromatografica na analise da
metilefedrina e (2) co-eluigdo dos diasterdbmeros EF e PEF e da fenilpropanolamina

e catina, consequentemente na rotina laboratorial os autores recomendam CG/NPD
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(cromatografia a gas com detector fosforo/nitrogénio) para deteccéo, quantificacéo e

separagao cromatografica da EF e PEF.
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N d N— + CF,COOH
+ 0] —_— .
l_\ A 0 Acido TFA
CH A
3 H o CF, CH,
107 (19) |58 (100%) ATFA 203 st
EE C,F,0, MM 210 "
C,oHisNO MM 165 N-O-ditrifluoracetilefedrina

C,,H.sNO,F, MM 357

Figura 5.10: Esquema da reagéo de acetilagdo da EF com ATFA e os fragmentos de massas que
deveriam ter sido observados para N-O-ditrifluoracetilefedrina.

5.1.4 N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA)

A derivatizagdo da EF com MSTFA (sililagéo) seguiu o descrito no item 4.5.3,
onde os resultados obtidos nas diferentes condigdes estdo ilustrados na Figura 5.11
e descritos na Tabela 5.3 (Anexo B). Os SS de todas as amostras foram evaporados
antes da adicdo do MSTFA, apds a derivatizacdo, metade das amostras foram
levadas a secura a 40 °C sob N; e reconstituidas com 100 uL de metanol para
injecao de 1 uL no CG/EM.

De acordo com a Figura 5.11 os melhores SS foram o “A” (metanol + alcool
isopropilico + NH4OH - 78:20:2), sendo os melhores resultados obtidos nas amostras
| e lll, acrescentando-se 50 uL e 100 uL de MSTFA, e “B” (acetato de etila + NH,OH
- 98:2) na amostra VI, acrescentando-se 100 uL de MSTFA.

O cromatograma da amostra | (injecdo imediata) € demonstrado na Figura
5.12(A), com o respectivo espectro de massas do derivado O-trimetilefedrina (TR
5,10). O cromatograma da mesma amostra |, apos 24 h de repouso, € demonstrado
na Figura 5.12(B), com os respectivos espectros de massas dos derivados O-
trimetilsililefedrina (TR 5,10) e N-O-ditrimetilsililefedrina (TR 5,55 min).
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Figura 5.11: Grafico do desempenho do MSTFA como reagente de derivatizagado frente a EF. 20 uL
de uma solugédo de 1000 ug/mL de EF em metanol foram adicionados a 1,0 mL dos respectivos SS
(descritos na Figura 5.2). Nas amostras de nimero 1,11,V VI, IX, X, XIIl e XIV foram acrescentados 50
pL de MSTFA e nas amostras Ill, IV, VII, VIII, XlI, XIl, XV e XVI foram acrescentados 100 uL de
MSTFA. Condig¢des de reagéo 60 °C por 60 min. (EF1) O-trimetilsililefedrina TR 5,10 min.
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Figura 5.12: (A) Cromatograma e espectro de massas da amostra | derivatizada com MSTFA;
correspondente ao derivado O-trimetilsililefedrina TR 5,10 min. (B) Cromatograma e espectro de
massas da amostra | derivatizada com MSTFA e inje¢cdo apds 24 h de repouso, correspondente aos
derivados O-trimetilsililefedrina (C) TR 5,10 min e N-O-ditrimetilsililefedrina (D) (TR 5,55 min).
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Os principais fragmentos de massas obtidos para EF derivatizada com
MSTFA foram os ions m/z 58 (pico base), decorrente da perda de 179 u.m.a. a partir
do IM, m/z 73 (9%); m/z 179 (3%), m/z 77 (3%) e m/z 237 (IM, 1%), também foi
observado o ion m/z 238 (MH") (28%) (Figura 5.13).

T
H,C—5I—CH, 75+ (9%)
! H
77 3%) | O CH, ‘
- /
N, , N—oH,
SIS
R H CH, CF,
+ C\)T'|/ CH3 179t (3%) 58 (100%) N-Metil-TFA
% CH .
SRR /7 R H,C—Si~CH, O-trimetilsililefedrina
N’H/ ‘ / C,,H,,NOSi MM 237(1%)
AN + N—CH, 7 A
CH 3
CH,
+ + 0 CF3 |
107" (1%) | 58" (100%) H,C— Si—CH, 75+ (50%)
MSTFA i y
y 0 C.H,,NOSIiF, MM 199 7% %) |9 CH, CH, |
C10H15NO MM 165(<1A)) 6' 112 3 | |
N_SI_CH3 + N_CH3
Y o=\
CH, O CF,
N-Metil-TFA
179" (30 | 130" (100%)

N-O-ditrimetilsililefedrina
C16H31NOSi2 MM 309 (<1%)

Figura 5.13: Esquema da reagdo de sillacdo da EF com MSTFA e os fragmentos de massas
observados para EF, O-trimetilsililefedrina e N-O-ditrimetilsililefedrina com as respectivas
abundéancias relativas (%).

As amostras I, IV, VI, VIII, X, Xll, XIV e XVI apresentaram resultados
inferiores aqueles obtidos com as amostras que foram injetadas diretamente no
CG/EM, apés a derivatizagdo, confirmando a perda do analito pela evaporagao.
Estas amostras também apresentaram diferenga na abundancia relativa do ion m/z
238 (M+1) de 3%.

Segundo Forsdahl e Gmeiner (2004) ambos os grupos amino e hidroxila
sofrem sililagdo com MSTFA. A metodologia utilizada pelos autores foi ELL com

cloroférmio + alcool isopropilico + NH4sOH (80:20:2) e derivatizagdo com 100 uL de
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MSTFA a 60 °C por 30 min. Em nosso estudo repetimos a metodologia empregada
(amostra Xll), apenas alterando o tempo de derivatizagdo para 60 min. Nao foi
observada a reacao de sillagdo com o grupo amino, apenas com a hidroxila,
formando o derivado O-trimetilsililefedrina. O fragmento de massas m/z 130
(caracteristico da substituicdo do H da amina pelo grupo TMS) aparece em igual
abundancia (1%) em ambas EF derivatizada e n&o-derivatizada. Entretanto, quando
a amostra foi mantida 24 h em repouso, e novamente injetada no CG/EM,
observamos o pico base m/z 130 para o derivado N-O-ditrimetilsililefedrina,
indicando que a sililagdo pode ocorrer tanto no grupamento amino quanto na
hidroxila (Figura 5.13). A desvantagem desta técnica € a presenga simultanea dos

derivados N-O-ditrimetilsililefedrina e O-trimetilsililefedrina.

O TR da EF derivatizada com MSTFA foi de 5,10 min para todos os SS. Nao
se observou a presenga de EF sem derivatizar (TR 5,13 min). Como os TR foram
muito préximos, realizou-se co-injegdo de EF derivatizada e n&o-derivatizada,
demonstrando que o sistema cromatografico ndo separa as duas efedrinas (Figura
5.14).

MCaounts
S B

7

D_:‘ !_ =0 55

minutes

Figura 5.14: Cromatogramas sobrepostos de A = EF (20 yg/mL em metanol) derivatizada com
MSTFA e B = amostra A fortificada com EF (20 uyg/mL em metanol) sem derivatizadar. Equipamento
CG 3800 / Saturno 2000 EM/EM Varian®. Coluna capilar CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25

mm x 0,25 um) (5% polidimetilsiloxano) — Varian®.

Ainda quando a EF e PEF foram analisadas simultaneamente, ndo houve a
separacao dos derivados O-trimetilsililefedrina e O-trimetilsililpseudoefedrina, nem

dos derivados N-O-ditrimetilsililefedrina e N-O-ditrimetilsililpseudoefedrina.
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Os resultados demonstram que o MSTFA seria um bom RD pois forma ions
caracteristicos como m/z 58 e m/z 238. Entretanto, dependendo das condi¢des
utilizadas podem formar multiplos derivados de efedrina e, principalmente, pode
ocorrer co-eluicdo do derivado O-trimetilsililefedrina com a EF sem derivatizar por
CG/EM. Outra desvantagem é o alto custo e a instabilidade do reagente, e a

facilidade de perda do derivado por evaporacéo.
5.1.5 N-(tert-butildimetilsilil)- N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA)

A derivatizacdo da EF com MTBSTFA (sililacdo) seguiu o descrito no item
4.5.3. Os resultados obtidos nas diferentes condigdes estéo ilustrados na Figura
5.15 e descritos na Tabela 5.4 (Anexo B). Os SS de todas as amostras foram
evaporados antes da adicdo do MTBSTFA, apds a derivatizacdo, metade das
amostras foram levadas a secura a 40 °C sob N, e reconstituidas com 100 uL de

metanol. Uma aliquota de 1 pL, de todas as amostras, foi injetada no CG/EM.
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Figura 5.15: Grafico do desempenho do MTBSTFA como reagente de derivatizagao frente a EF. 20
uL de uma solugéo de 1000 ug/mL de EF em metanol foram adicionados a 1,0 mL dos respectivos SS
(descritos na Figura 5.2). Nas amostras de namero 1,11V, VI, IX, X, XIlll e XIV foram acrescentados 50
uL de MTBSTFA e nas amostras lll, 1V, VII, VIII, XI, XIl, XV e XVI foram acrescentados 100 uL de
MSTFA. Condigdes de reagdo 60 °C/60 min. (EF1) efedrina derivatizada TR 5,74 min, (EF2) efedrina
derivatizada TR 7,33 min, (EF4) efedrina ndo-derivatizada TR 5,15 min.

O TR da EF derivatizada com MTBSTFA foi de 5,74 min (EF1) para todos os
SS e, além deste, mais um pico de EF derivatizada foi observado no TR 7,33 (EF2)
para os SS “B e C” e para o “D” foi observada EF nao-derivatizada no TR 5,15 min
(EF4).
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O cromatograma da amostra |, derivatizada com MTBSTFA, e o respectivo

espectro de massas séo ilustrados na Figura 5.16.
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Figura 5.16: Cromatograma da amostra | derivatizada com MTBSTFA e o respectivo espectro de
massas da efedrina derivatizada (EF1) TR 5,74 min.

De acordo com a Figura 5.15 o melhor SS foi o “A” (metanol + alcool
isopropilico + NH;OH (78:20:2)), onde observamos apenas um pico da EF
derivatizada TR 5,74 min (EF1) e ndo observamos EF sem derivatizar. Os melhores
resultados foram obtidos acrescentando-se 50 uL e 100 ubL de MTBSTFA com

injecao direta no CG/EM como podemos observar nas amostras | e lll.

Os principais fragmentos de massas para EF derivatizada com MTBSTFA no
TR 5,74 min (EF1) sdo os ions m/z 58 (pico base), decorrente da perda de 221
u.m.a. a partir do IM, m/z 77 (3%) e m/z 221 (5%). Os ions IM e MH*, m/z 279 e 280,
respectivamente, ndo foram observados. Para a EF derivatizada no TR 7,33 (EF2)
os principais fragmentos de massas s&o os ions m/z 172 (pico base), decorrente da
perda de 221 u.m.a. a partir do IM, m/z 77 (3%) e m/z 221 (5%). Os ions IM e MH",

m/z 393 e 394 respectivamente, ndo foram observados (Figura 5.17).

Os compostos com MM 279 (TR 5,74 min) e MM 393 (TR 7,33 min) foram
submetidos ao EM/EM e formaram ions majoritarios (MH") m/z 280 e m/z 394. Por
sua vez, estes jons foram refragmentados gerando ions secundarios m/z 148 (EM?)
e m/z 393, 280 e 148 (EM?), respectivamente caracterizando os derivados O-
terbutiltrimetilsililefedrina (EF1; TR 5,74 min) e N-O-diterbutiltrimetilsililefedrina (EF2;
TR 7,33 min).
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Figura 5.17: Esquema da reacao de sillagdo da EF com MTBSTFA e os fragmentos de massas
observados para EF, O-terbutiltrimetilsililefedrina (EF1) e N-O-diterbutiltrimetilsililefedrina (EF2) com

as respectivas abundancias relativas (%).

Quando a EF e PEF foram analisadas simultaneamente, houve a separagao
dos derivados O-terbutiltrimetilsililefedrina (EF1; TR 5,74 min) e O-terbutiltrimetilsilil-

N-O-diterbutiltrimetilsililefedrina
C,,H,sNOSi, MM 393

pseudoefedrina (TR 5,70 min), e N-O-diterbutiltrimetilsililefedrina (EF2; TR 7,33 min)

e N-O-diterbutiltrimetilsililpseudoefedrina (TR 7,38 min), entretanto os N-O-derivados

formaram picos pouco intensos e de dificil visualizagdo no cromatograma abaixo.

Como as diferencas nos TR dos derivados da EF e PEF foram muito pequenas, em

torno de 0,05 min, ndo é adequado o uso do MTBSTFA como RD para diferenciar

EF de PEF.
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Figura 5.18: Cromatogramas sobrepostos das amostras EF derivatizada (TR 5,74 min) e PEF
derivatizada (TR 5,70 min) com MTBSTFA. Equipamento CG 3800 / Saturno 2000 EM/EM Varian®.
Coluna capilar CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5% polidimetilsiloxano) —
Varian®.

5.1.6 Anidrido acético (AA) + N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA)

No intuito de associar especificidade e seletividade na derivatizagao da EF e
PEF, foi testada a reagcao duas etapas: (1) acetilagdo com AA e (2) sillagdo com
MSTFA. Para tanto, foram preparados oito viais divididos em 4 grupos iguais. Em
cada grupo foi colocado 1 mL de um dos SS: A (metanol + alcool isopropilico +
NH4OH (78:20:2)), B (acetato de etila + NH4,OH (98:2)), C (cloroférmio + alcool
isopropilico + NH4OH (78:20:2)) e D (metanol). Nos viais I, lll, V e VIl foram
adicionados 20 pL de uma solugcédo padrdo de EF 1000 ug/mL em metanol e nos
viais Il, IV, VI e VIII, 20 uL de uma solugao padrao de PEF 1000 ug/mL em metanol.
Foram adicionados 50 uL do AA a todos os viais e colocados em bloco de
aquecimento a 60 °C/60 min para acetilacdo. Apods resfriamento, foram levados a
secura a 40 °C sob Nj reconstituidos com 50 uL de MSTFA e novamente
submetidos 60 °C/60 min para sililagdo. Uma aliquota de 1 ulL, de todas as
amostras, foi injetada no CG/EM. Os resultados obtidos estéo ilustrados na Figura
5.19 e descritos na Tabela 5.5 (Anexo B).
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Figura 5.19: Grafico do desempenho do AA e MSTFA como reagentes de derivatizagao frente a EF e
PEF. 20 uL de uma solugdo de 1000 ug/mL de EF e PEF em foram adicionados a 1,0 mL dos
respectivos SS (descritos na Figura 5.2). Derivatizados com 50 uL de AA e, apés com 50 uL MSTFA.
Condigdes de reagao 60 °C/60 min. (EF1) N-acetil-N,O-ditrimetilsililefedrina TR 6,10 min, (EF2) O-
trimetilsililefedrina TR 5,10 min, (PEF1) N-acetil-N,O-ditrimetilsiliipseudoefedrina TR 6,15 min, (PEF2)
O-trimetilsililpseudoefedrina TR 5,08 min.

De acordo com a Figura 5.19 os melhores SS foram o “B” (acetato de etila +
NH4OH - 98:2) para a EF derivatizada TR 6,10 min da amostra Ill e o “C”
(cloroférmio + alcool isopropilico + NH,OH - 78:20:2) para a PEF derivatizada TR

6,15 min da amostra VI.

Os TR da EF e da PEF derivatizadas foram 6,10 min (EF) e 6,15 min (PEF),
respectivamente para ambos os SS. Os cromatogramas e os espectros de massas
foram muito semelhantes conforme Figura 5.20, sendo encontrado apenas um

derivado e ndo observamos EF sem derivatizar como demonstrado na Figura 5.19.

As condi¢bes de derivatizagao e os principais fragmentos de massas obtidos
estdo resumidos na Tabela 5.5. Conforme apresentado na tabela, os fragmentos de
massas caracteristicos para EF e PEF derivatizadas com AA+MSTFA sao os ions
m/z 352 (pico base), m/z 280 (68%); m/z 58 (45%), m/z 100 (45%), m/z 179 (4%) e
m/z 351 (IM) (<1%) (Figura 5.21), reiterando a preferéncia do RD pela hidroxila.

O composto N-acetil-N,O-ditrimetilsililefedrina (MM 351; TR 6,10 min) foi
submetidos a experimentos mutiacoplados (EM"). A partir deste ion precursor foi
obtido o ion (MH") m/z 352, o qual foi refragmentado, gerando ions secundarios m/z
262 (EM?) e a partir deste, os ions m/z 190 (EM®) e m/z 148 (EM*) (Figura 5.22).
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Figura 5.20: Cromatogramas sobrepostos das amostras | e lll (efedrina derivatizada), Il e IV
(pseudoefedrina derivatizada) com AA + MSTFA; com os respectivos espectros de massas
correspondentes a  N-acetil-N,O-ditrimetilsiliefedrina TR 6,10 min e  N-acetil-N,O-

ditrimetilsililpseudoefedrina TR 6,15 min.
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Figura 5.21: Esquema da reagao de sililagdo da N-acetilefedrina com MSTFA e os fragmentos de
massas observados para N-acetil-N,O-ditrimetilsililefedrina (N-Acetil-DiTMS-EF) com as respectivas
abundancias relativas (%).
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Segundo citacdo de Brazzarola (2003) os diasterémeros EF e PEF podem ser
caracterizados por CG/EM por IQ e IE, utilizando derivados N-acetil-O-trimetilsilil. Em
nossos experimentos também ocorre a separacdo da EF e PEF, entretanto nao
detectamos derivados N-acetil-O-trimetilsilil, pois ocorreu uma dupla sililagdo na
estrutura das efedrinas obtendo-se derivados N-acetil-N,O-ditrimetilsilil, fato
semelhante citado por Spyridaki (2001) onde a reagcdo da norefedrina e nor-
pseudoefedrina com MSTFA/MBTFA geraram dois derivados N-trifluoracetil-O-
trimetilsilil e N-trifluoracetil-N,O-ditrimetilsilil, entretanto na reagcdo com EF e PEF
apenas um derivado foi formado N-trifluoracetil-O-trimetilsilil, ndo observado por nés
o derivado correspondente N-acetil-O-trimetilsilil, provavelmente devido ao SS e as

condi¢cdes de reacao diferentes.
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Figura 5.22: Esquema de protonizagcao da N-acetil-N-O-ditrimetilsililefedrina com os principais
fragmentos observados no EM*.
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5.1.7 N-(tert-butildimetilsilil)- N-metiltrifluoroacetamida) (MTBSTFA) + N-metil-
N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA)

O procedimento de derivatizacdo da EF e PEF com dois diferentes RD de
sililagdo em ordens inversas de adi¢ao junto a amostra: (1) MSTFA + MTBSTFA; (2)
MTBSTFA + MSTFA, foram avaliados, com a finalidade de tentar melhorar a

resolucéo dos picos da EF e PEF.

Foram preparados 4 viais, | e Il com 1,0 mL do SS “A” (metanol + alcool
isopropilico + NH4sOH 78:20:2), em duplicata, e Ill e IV com 1,0 mL do SS “C”
(cloroférmio + alcool isopropilico + NH,OH 78:20:2), em duplicata. Nos viais | e I
foram adicionados 20 uL de uma solugédo padrdao de EF 1000 ug/mL em metanol e
nos viais Il e IV 20 uL de uma solugdo padrédo de PEF 1000 ug/mL em metanol,

estes foram levados a secura a 40 °C sob N

A quatro viais (I, Il, lll e IV) foram adicionados 50 puL do MSTFA, colocados
em bloco de aquecimento a 60 °C/60 min, apos resfriamento foram adicionados 50
uL de MTBSTFA e submetidos 100 °C/30 min, 1 uL destes foi injetado no CG/EM. A
outros quatro viais (duplicatas) foram adicionados 50 uL do MTBSTFA, colocados
em bloco de aquecimento a 120 °C/30 min. Apds resfriamento foram adicionados 50
uL de MSTFA e submetidos 60 °C/4 h. Uma aliquota de 1 uL, de todas as amostras,
foi injetada no CG/EM.

Para o primeiro procedimento os TR da EF e da PEF derivatizadas foram 5,10
e 5,08 min (derivados O-trimetilsilil) e 5,56 e 5,55 min (derivados N-O-ditrimetilsilil),
respectivamente para ambos os SS. Os cromatogramas e os espectros de massas
foram muito semelhantes, ndo sendo possivel separacdo cromatografica da EF e
PEF, foram encontrados dois derivados e nado observada EF sem derivatizar (Figura
5.23).
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Para o segundo procedimento os TR da EF e da PEF derivatizadas foram
5,73 e 5,70 min (derivados O-terbutiltrimetilsilil) e 6,21 e 6,20 min (derivados N-
trimetilsilil-O-terbutiltrimetilsilil), respectivamente para ambos os SS. Os
cromatogramas e o0s espectros de massas foram muito semelhantes, ndo sendo
possivel separacao cromatografica da EF e PEF, foram encontrados dois derivados

e ndo observada EF sem derivatizar (Figura 5.24).
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Figura 5.23: Cromatogramas sobrepostos das amostras de PEF e da EF derivatizadas com
MSTFA+MTBSTFA. Derivados O-trimetilsiliipseudoefedrina (TR 5,08 min) e O-trimetilsililefedrina (TR
5,10 min)(A), N-O-ditrimetilsiliipseudoefedrina (TR 5,55 min) e N-O-ditrimetilsililefedrina (TR 5,56 min)
(B). Equipamento CG 3800 / Saturno 2000 EM/EM Varian®. Coluna capilar CP-SIL 8CB Low
Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5% polidimetilsiloxano) — Varian®.

Com estes resultados sugerimos que ha uma competigcdo entre os reagentes
de sililagao pelo grupamento —NH, sendo que o MSTFA reage mais facilmente com
este grupamento. Entretanto, este procedimento de derivatizagdo ndo é adequado,
pois forma mais de um derivado nas condi¢des testadas e a separagao de EF e PEF

nao é eficiente.
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Os fragmentos de massas caracteristicos de EF e PEF para os derivados O-
trimetilsilil s&o os ions m/z 58 (pico base), m/z 179 (3%) e m/z 238 (MH") (20%); para
o N-O-ditrimetilsilil sdo os ions m/z 130 (pico base), m/z 179 (3%) e m/z 310 (MH")
(<1%); para o O-terbutiltrimetilsilil sdo os ions m/z 58 (pico base), m/z 221 (2%) e
m/z 280 (MH") (<1%) e para o N-trimetilsilil-O-terbutiltrimetilsilil sdo os ions m/z 130
(pico base), m/z 221 (3%) e m/z 352 (MH") (3%).
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Figura 5.24: Cromatogramas sobrepostos das amostras de PEF e da EF derivatizadas com
MTBSTFA+MSTFA. Derivados O-terbutiltrimetilsiliipseudoefedrina (TR 5,70 min) e O-
terbutiltrimetilsililefedrina (TR 5,73 min) (A), N-trimetilsilil-O-terbutiltrimetilsiliipseudoefedrina (TR 6,20
min) e N-trimetilsilil-O-terbutiltrimetilsililefedrina (TR 6,21 min) (B). Equipamento CG 3800 / Saturno
2000 EM/EM Varian®. Coluna capilar CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) (5%
polidimetilsiloxano) — Varian®.

5.1.8 Ciclohexanona (CH)

A derivatizagao da EF com CH (adi¢cao de carbonila) seguiu o descrito no item
4.5.3, com alteragao no tempo e temperatura de derivatizagcao para 70 °C/30 min. Os
resultados obtidos nas diferentes condigdes estdo ilustrados na Figura 5.25 e

descritos na Tabela 5.6 (Anexo B).
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O TR da EF derivatizada com CH foi de 6,50 min (EF1) para todos os SS,
também se observou a presenca de EF sem derivatizar para os SS “B e D” no TR
5,13 min (EF4).

De acordo com a Figura 5.25 o melhor SS foi o “A” (metanol + alcool
isopropilico + NH4OH - 78:20:2), onde observamos apenas um pico da EF
derivatizada TR 6,50 min (EF1) e ndo observamos EF sem derivatizar (EF4). Os
melhores resultados obtidos foram acrescentando-se 50 uL de CH, apds evaporar o
SS para a amostra | e 100 uL de CH adicionados diretamente no SS para a amostra
VI e apds a derivatizacdo a amostra foi levada a secura sob N, e reconstituida com

100 pL de metanol.

x1.000.000 CIEF1 OEF4
25

20+

Area do Pico

Figura 5.25: Grafico do desempenho da CH como reagente de derivatizagéo frente a EF. 20 uL de
uma solucado de 1000 pug/mL de EF em metanol foram adicionados a 1,0 mL dos respectivos SS:
descritos na Figura 5.2. Nas amostras de namero LILV,VII, VIII, XI, X, XIV, XVII, XIX, XX e XXIII
foram acrescentados 50 uL de AA e nas amostras Ill, IV, VI, IX, X, XII, XV, XVI, XVIII, XXI, XXII E
XXIV foram acrescentados 100 uL de AA. Condigbes de reacao 70 °C/30 min. (EF1) efedrina
derivatizada TR 6,50 min e (EF4) efedrina ndo-derivatizada TR 5,13 min.

O cromatograma da amostra | derivatizada com CH e o respectivo espectro
de massas séo ilustrados na Figura 5.26.

Os principais fragmentos de massas para EF derivatizada com CH no TR 6,50
min (EF1) sdo os ions m/z 202 (pico base) decorrente da perda de 43 u.m.a. a partir
do IM, m/z 148 (53%), m/z 203 (18%); m/z 118 (14%) e m/z 245 (IM) (20%), também
foi observado o ion m/z 246 (MH") (14%) (Figura 5.27).
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Figura 5.26: Cromatograma da amostra | derivatizada com CH e o respectivo espectro de massas da
efedrina derivatizada (EF1) TR 6,50 min.
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Figura 5.27: Esquema da reacao de adicdo da EF com CH e os fragmentos de massas observados
para EF e o derivado oxazolidina com as respectivas abundancias relativas (%).
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Considerando as afirmagdes de El-Haj (2003) uma continua remogéo da agua
do sistema de reagdo é necessaria para aumentar o rendimento do produto, e é
condigdo para altas temperaturas no injetor e na coluna do CG e que a temperatura
inicial da coluna deve ser igual ou maior a 100 °C para evitar reversdo de EF
derivatizada em EF n&o-derivatizada, devido a baixas temperaturas e a presenga de

umidade, sendo eliminada a 100 °C.

Durante a realizagdo deste trabalho, a coluna do CG, que inicialmente foi
operada a 80 °C/2 min, passou a ser ajustada a 100 °C/2 min, onde nao observamos
mudangas nas amostras que apresentaram tanto a EF derivatizada (EF1) quanto a
EF nao-derivatizada (EF4) para o SS (A) metanol + alcool isopropilico + NH,OH
(78:20:2), a unica diferenca observada foi na antecipagdo do TR em 0,4 min em
cada TR individual (EF1, TR 6,10 min; EF4, TR 4,73 min). Estes dados estdo de
acordo com as condi¢gbes cromatograficas usadas por Walker e col. (1989) para a
detecg¢ao, no CG/EM, de oxazolidinas derivadas da reacao entre EF e CH, onde a
programacgao do forno inicia a 70 °C até 250 °C com rampa de aquecimento de 25

°C/min.

Este mesmo autor afirma, ainda, ndo ser necessario submeter a amostra ao
aquecimento, pode-se simplesmente misturar a EF com CH e injetar direto no
CG/EM sendo a temperatura do injetor e tempo de permanéncia no mesmo
suficientes para completar a reacdo. Nossos estudos apontam que esta nao é a
melhor maneira de se proceder a derivatizagdo, uma vez que testamos o método de
El-Haj (2003) e observamos que a EF ndo é completamente derivatizada naquelas
condi¢cdes do experimento, sendo necessario no minimo 15 min de aquecimento a

altas temperaturas para completa derivatizagao.

A reacédo da CH com EFs gera derivados oxazolidinas que sdo formadas pela
reacao de adi¢cao entre 3-amino alcool e aldeidos ou cetonas. A reagao é reversivel,
sendo as oxazolidinas facilmente hidrolisadas em meio aquoso. Quando dissolvido o
derivado oxazolidina em meio aquoso e pH basico ou neutro, o composto é
rapidamente hidrolisado a EF e formaldeido. Contudo, estudos de RMN indicam que

a hidrdlise nao ocorre por completo ocorrendo um equilibrio (WALKER et al., 2001).
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Quando a PEF e EF foram analisadas simultaneamente, houve separagao

satisfatéria dos derivados oxazolidinas PEF (TR 6,43 min) e EF (TR 6,51 min), como

pode ser visualizado na Figura 5.28.
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Figura 5.28: Cromatogramas sobrepostos das amostras EF derivatizada (TR 6,51 min) e PEF
derivatizada (TR 6,43 min) com CH. Equipamento CG 3800 / Saturno 2000 EM/EM Varian®. Coluna
capilar CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5% polidimetilsiloxano) — Varian®.

5.1.9 Desempenho dos reagentes de derivatizagéo (RD)

O principal problema encontrado nos procedimentos de derivatizagao foi a
formagao de multiplos derivados. Este fendmeno ocorreu com todos os RD testados
(AA, AA+P, MTBSTFA, AA+MSTFA e MTBSTFA+MSTFA), exceto com MSTFA e
CH. Os principais reagentes utilizados na derivatizacdo de EF e os respectivos

derivados formados estdo sumarizados na Tabela 5.7.

A adicao na estrutura da EF de um anel confere rigidez a molécula e aumenta
as chances de detecg¢ao do ion molecular na analise por CG/EM. O uso da CH como

RD apresenta algumas vantagens, destacando-se a formagdo de fragmentos
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caracteristicos, com massas maiores como o pico base (m/z 202) e o ion molecular
(m/z 245). Além disto, os picos referentes a EF derivatizada (TR 6,50 min) e sem
derivatizar (TR 5,13 min) aparecem bem separados no cromatograma. A
derivatizagdo da EF com CH permitiu a separacao dos diasterdbmeros EF e PEF (TR
6,42 min), sendo obtidos picos bem resolvidos em colunas normais de CG. Os RD
de acetilacdo ndo foram capazes de separar estes diasterdbmeros e os de sililagao

separaram, entretanto com baixa resolugéo.

Quanto aos SS empregados, apdés compararmos o desempenho dos RD
testados (AA; AA+P; ATFA, MSTFA, MTBSTFA, AA+MSTFA, MTBSTFA+MSTFA e
CH) com os SS, frente a EF, concluimos que para o AA e AA+MSTFA o melhor SS é
o “B” (acetato de etila + NH;OH - 98:2), para AA+P é o “D” (metanol), para MSTFA,
MTBSTFA, MTBSTFA+MSTFA e CH e é o SS “A” (metanol + alcool isopropilico +
NH4OH - 78:20:2).

Os RD de sililagao (MSTFA e MTBSTFA) séo considerados os mais versateis
para a derivatizagdo de compostos organicos contendo atomos de hidrogénio ativos,
resultando em produtos com reduzida polaridade, com aumento da volatilidade e
estabilidade térmica, bem como com formacédo de derivados com fragmentos de
massa elevados, condicbes necessarias para se obter maior sensibilidade e
resolugéo nas analises de varias substancias em mistura por CG/EM (SHAREEF et
al. 2006). Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam que uso destes
reativos como RD de EFs apresenta algumas desvantagens como o alto custo e a
co-eluicdo de EF derivatizada (TR 5,10 min) e EF nao-derivatizada (TR 5,13 min),
sendo a diferenciagcdo entre ambas EFs determinada apenas pelo ion molecular.
Além disto, o estabelecimento de metodologias envolvendo reagbes de sililacdo de
aminas deve ser bastante cuidadoso, sobretudo no que tange as condi¢des de
reacao, para se evitar a presenca do analito ndo-derivatizado e de ambas as formas
derivatizadas N-trimetilsili e O-trimetilsilil, inviabilizando analises quantitativas
(KNAPP, 1979).

A analise conjunta dos resultados nos permite definir que o melhor RD para a
EF é a CH. Desta maneira concluimos que a aplicagcédo da CH como RD para analise

de ANFs por CG/EM é promissora e reune vantagens como baixo custo,
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simplicidade, rapidez, seletividade e eficacia, além de permitir a separacao

satisfatoria de diasterbmeros.

5.2 Otimizacao das Condi¢cdes de Derivatizacdo com CH

Considerando os resultados promissores obtidos nos testes de derivatizagao
com CH, esta foi escolhida como RD a ser aplicado na validagdo de procedimentos
analiticos para EFs e ANF. O SS selecionado foi o “A” (metanol + alcool isopropilico
+ NH4OH - 78:20:2).

Com base nestes resultados procedeu-se a otimizagdo das condigbes de
reacao, sendo trabalhados parametros como tempo e temperatura de reagao, tempo
entre a reagao e a injegdo no CG/EM e o comportamento da CH com diferentes
concentracdes de PEF e EF. Devido a alta volatilidade das EFs, a evaporacao é
uma etapa critica pois ha risco de perda de amostra. Recuperagdes mais eficientes
foram obtidas na adicdo do RD diretamente no SS, com posterior evaporagcao da

amostra (60 °C/N;) e reconstituicdo com metanol.
5.2.1 Tempo e temperatura

O procedimento para avaliagao do tempo e temperatura para a derivatizagao
da EF com CH seguiu o descrito no item 4.5.4. Os resultados obtidos com 100 uL de
CH para 0 SS “A” (metanol + alcool isopropilico + NH4OH - 78:20:2) estao ilustrados
na Figura 5.29 e descritos na Tabela 5.8 (Anexo B). De acordo com o grafico

apresentado os melhores resultados foram alcangados a 100 °C/30 min.

Considerando que a derivatizagao pode ocorrer no injetor devido a altas
temperaturas, acima 200 °C (EL-HAJ et al., 2003), testamos a injegdo direta no
CG/EM de amostras sem o processo de aquecimento das mesmas, ou seja foi
adicionado a 1,0 mL do SS “A” 20 uL de uma solug¢ao padrao de EF 1000 ug/mL.
Apds as amostras foram submetidas a secura a 40 °C sob N; reconstituidas com
100 uL de CH e 1 uL foi injetado no CG/EM. Os resultados obtidos demonstram que
este procedimento néo é o mais adequado, pois detectamos EF derivatizada e nao-

derivatizada nas amostras, ou seja a temperatura do injetor e o tempo em que
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amostra e a CH ficaram em contato ndo foram suficientes para derivatizar os 20

ug/mL de EF, contrariando os achados de El-Haj e col. (2003).
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Figura 5.29 Grafico da temperatura x tempo para EF derivatizada com CH no SS A (metanol + alcool
isopropilico + NH,OH - 78:20:2). * Diferenga significativa (p<0,01; ANOVA, seguida do teste de
Bonferroni), para o grupo de temperatura 100 °C, dentro deste grupo nos diferentes tempos nao
houve diferencga estatistica significante, sendo adotado neste trabalho 30 min.

5.2.2 Tempos entre areacgédo e a injecdo no CG/EM

Considerando que alguns derivados decompdem-se pela agao da luz, do
calor, da umidade, entre outros fatores, ndo sendo possivel a espera prolongada
entre a sua obtengcdo e a analise cromatografica, foi analisada a estabilidade das
amostras de EF derivatizadas com CH frente ao tempo de espera para analise. O
procedimento utilizado seguiu o descrito no item 4.5.5. Os resultados obtidos para o
uso de 100 puL de CH no SS “A” (metanol + alcool isopropilico + NH,OH - 78:20:2)

descritos na Tabela 5.9 (Anexo B).

Foi observada a presenca de EF sem derivatizar apenas quando usamos a
proporgao de 1:1 (ug/uL) de EF e CH. Para este SS o melhor tempo de injegao € de
até 2 h com o uso de 50 uL de CH. Entretanto, optamos por adotar a quantidade de
100 uL de CH, pois esta apresentou menor variagado entre todos os tempos, além de

ser suficiente para as injecées no CG/EM, quando do uso do amostrador automatico.
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5.2.3 Comportamento da CH com diferentes concentracdes de PEF e EF

O estudo do comportamento da CH com diferentes concentragbes de PEF e
EF foi realizado no intuito de avaliar possiveis inconvenientes na aplicacdo desta
metodologia em amostras de pacientes que chegam aos laboratérios para analise,

onde as concentragdes sao desconhecidas e variadas.

Ao testarmos a derivatizagdo de algumas concentracdes de EF e PEF frente a
100 uL de CH, observamos que em concentragdao acima de 60 ug/mL de EF e 40
ug/mL de PEF o pico base passa a ser m/z 246 (MH"), ion correspondente ao IM
(Tabela 5.10). Este fato é atribuido ao equipamento utilizado (do tipo ion trap), pois
as mesmas amostras foram testadas em equipamento com sistema quadrupolo
(Shimadzu, GC/MS CLASS 5A/QP5000) e ndo foi observada a inversdo do pico
base (Figura 5.30).
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Figura 5.30: Cromatogramas de EF nao-derivatizada (TR 6.22) e derivatizada com CH (TR 8,72 min)
e respectivos espectros de massas, adquiridos em equipamento GC/MS CLASS 5A QP5000
Shimadzu, equipado com quadrupolo cilindrico / IE 70 eV, operando em condigbes equivalentes
aquelas apresentadas no item 4.4.

A inversdo do pico base, observada com altas concentragbes de analito em

equipamentos do tipo ion trap € um fenébmeno conhecido e esperado, o qual dificulta
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a construcao de um grafico de calibragdo baseado na quantificacdo do ion base e a
identificacéo dos analitos baseada nos ions diagnostico (Tabela 5.11), bem como o
uso de espectrotecas de aquisicdo. Este fenbmeno pode ser contornado através da
diluicdo da amostra ou do emprego de equipamentos do tipo quadrupolo cilindrico,
entretanto, com perda de sensibilidade, uma vez que o limite de detecg¢ao alcangado

com ion trap foi de 1 uyg/mL e com quadrupolo cilindrico, 10 ug/mL
5.2.4 Confirmacéao da identificagdo das substancias

Na etapa de identificagdo dos analitos e/ou derivados por CG/EM, seguiu-se o
preconizado pela World Anti-Doping Agency (WADA, 2004b), a qual estabelece os
critérios de identificagdo para testes qualitativos de analitos por separacao
cromatografica capilar cujo tempo de retencédo (TR) ndo deve diferir mais que 1%
entre o analito desconhecido em uma amostra de urina e o correspondente analito

em uma amostra de referéncia conhecida (controle) ou do material de referéncia.

Ainda segundo WADA (2004b), para detecgcao por espectrometria de massas
no modo full scan, todos os ions diagndsticos com abundancia relativa >10% obtidos
do espectro de referéncia de uma urina controle positivo ou do material de referéncia
devem estar presentes no espectro do pico desconhecido. Além disso, a abundancia
relativa dos trés ions diagndsticos ndo deve diferir mais que a quantidade
estabelecida pela urina controle positivo ou pelo material de referéncia, podendo ser
obtida de um unico ou de varios espectros ou da integragdo da area dos picos. Os
ions diagnostico podem ser o IM ou fragmentos de massa de quem a presenca e

abundancia sao caracteristicas do analito de interesse para a sua identificacao.

Para CG/EM por impacto de elétrons a tolerdncia maxima permitida pela
WADA para a abundancia relativa dos ions diagnéstico para valores >50% (em
relacdo ao pico base 100%) é de +10% (absoluto), entre 25-50% €& de +20%
(relativo) e para valores <25% € de +5% (absoluto). No caso do modo SIM, além dos
limites acima determinados para os trés ions diagndsticos, a relagéo sinal/ruido deve
ser maior que trés para um (3:1). A detecgdo por EM" segue a mesma regra do
modo SIM, porém no caso de haver apenas um ion produto do ion precursor, este

podera ser suficiente para garantir a identificagdo do analito (WADA, 2004Db).
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Na Tabela 5.11 sdo mostrados trés exemplos de amostras reais de urina, as

quais foram consideradas positivas para ANF, EF e PEF.

Tabela 5.11: Comparagao do tempo de retencéo e da abundancia relativa de trés ions diagndstico em
trés amostras de urina contendo ANF (anfetamina), EF (efedrina) e PEF (pseudoefedrina).

m/z Abuqdéngia Limite§ _Méxirpos TR Limite_s_ Méxim.os Urina Real
relativa (%) Permitidos (./f)) (min)  Permitidos (min) Abuqdéncia TR (min)
Controle Positivo de ANF relativa (%)
44 17 12-22 18
91 27 22 -32 5,92 5,86 - 5,98 30 5,90
124 100 90 - 110 100
Controle Positivo de EF
118 11 6-16 9
148 50 40 - 60 6,50 6,44 - 6,56 52 6,52
203 18 13-23 16
Controle Positivo de PEF
118 11 6-16 13
148 50 40 - 60 6,42 6,36 - 6,48 52 6,46
203 18 13-23 19

5.2.5 Extrapolagdo dos parametros analiticos para anfetamina

No intuito de avaliar a aplicagdo do método, as melhores condi¢des
determinadas nas etapas anteriores de trabalho (extragdo com SS ‘A’ e
derivatizacdo com 100 uL de CH a 100 °C por 30 min) foram testadas com amostras

de urina enriquecidas e de pacientes (amostras reais) contendo ANF.

Os resultados mostraram um comportamento semelhante entre a ANF e as
EFs frente a derivatizagdo por CH. Como ilustrado na Figura 5.31, foi observada a
formagdo de derivado oxazolidina-ANF (TR 5,92 min), caracterizado pelos
fragmentos de massas caracteristicos, ions m/z 124 (pico base), m/z 91 (24%) e m/z
216 (MH+) (11%), demonstrando a viabilidade de aplicagdo da metodologia

proposta, para deteccido de ANF em urina.
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Figura 5.31: Cromatograma, espectro e fragmentos de massas observados para ANF+CH (TR 5,92
min), com as respectivas abundancias relativas (%). Equipamento CG 3800 / Saturno 2000 EM/EM
Varian®. Coluna capilar CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5%
polidimetilsiloxano) — Varian®.

5.3 Métodos de Extracao

Apesar do surgimento de técnicas modernas de separagdo, onde se pode
obter alta seletividade e sensibilidade, em termos de detecg¢do, para um dado analito
(ou classe), presente em matrizes complexas, o preparo de amostra ainda é

necessario e geralmente € a etapa critica da analise.

Para assegurar os resultados obtidos, mais de um tipo de técnica de
purificagéo (clean up), extragdo e/ou concentragdo pode ser empregada para uma
mesma amostra. A escolha da metodologia mais adequada deve levar em conta,
entre outras caracteristicas, simplicidade, rapidez, custo, presenca de interferentes,

taxas de recuperacao, exatidao e precisao, para o(s) analito(s) de interesse.

De uma forma geral, as técnicas mais utilizadas em analises de compostos
anfetaminicos e avaliadas neste trabalho, sdo a extracdo liquido-liquido (ELL),

extragcdo em fase sélida (SPE) e microextragao em fase sélida (SPME).
5.3.1 Extracéo liquido-liquido (ELL)

O primeiro inconveniente da ELL é o procedimento inicial de hidrélise acida
que deve ser realizado nas amostras de urina reais para viabilizar a deteccdo de
ANFs por CG/EM. Outro inconveniente € o uso de grandes volumes de reagentes
como de HCI para hidrolise acida, NHsOH 30% para neutralizagédo e ajuste de pH 9-

10 e solventes da extragdo, geralmente solventes clorados. Ainda, o procedimento
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de ELL geralmente é demorado, trabalhoso e fornece extratos impuros,
inapropriados para injegdo no CG/EM. Entretanto, a principal vantagem é o baixo
custo e a facilidade de operacdo, sem a necessidade de equipamentos sofisticados
e profissionais especializados. Os extratos obtidos na ELL foram submetidos a
derivatizacdo com 100 uL de CH, 100 °C/30 min e 1 yL injetado no CG/EM.

5.3.2 Extrac&o em fase so6lida (SPE)

Para permitir a comparacédo dos dados, a todos os eluatos dos sistemas de
SPE testados foram adicionados 100 yL de CH e submetidos a derivatizagédo 100
°C/30 min, com posterior evaporagédo (60 °C/N;) e reconstituicdo com 100 uL de
metanol, sendo 1 pL injetado no CG/EM. Os sistemas que forneceram recuperagao
significativa estdao apresentados na Figura 5.29, sendo no eixo das abscissas o
numero das SPE (descritos na Tabela 4.1) e no eixo das ordenadas o valor da
recuperacdo em porcentagem. Para o calculo da recuperagéo levou-se em conta a
quantidade de urina utilizada na etapa de adicao da amostra (20 ug/mL), uma vez

que utilizamos diferentes volumes.

Dos 12 processos de extracao testados por SPE (Tabela 4.1) apenas em 7
obtivemos recuperagao da EF (SPE 3, 5, 6, 7, 9, 11 e 12), nos outros 5 ou a EF n&o

foi detectada ou o valor de recuperacao ficou abaixo de 1% (SPE 1, 2, 4, 8 e 10).

Analisando-se os resultados apresentados na Figura 5.32, observamos que
os melhores resultados foram obtidos com o SS “A” (metanol + alcool isopropilico +
NH4OH - 78:20:2) nas SPE 3 (92%) e SPE 5 (85%), sendo que podemos considerar
estes 2 sistemas igualmente adequados. As principais diferengas entre eles sao a
etapa de remocéao dos interferentes, onde a SPE 3 utiliza acido acético e a SPE 5
acido cloridrico e o volume total de solventes passado no cartucho, na etapa de
remocao dos interferentes, que foi de 7 mL para SPE 3 e de 18 mL para SPE 5. Os
demais SS mostraram-se ineficientes na extracdo da EF com recuperacdes

inferiores a 30%.
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Figura 5.32: Grafico da recuperagdo da EF (20 ug/mL) em urina, apds varios processos de extragao
por SPE.

Devido aos resultados promissores obtidos nos procedimentos descritos na
SPE 3 e SPE 5 e na tentativa de melhorarmos a recuperacdo da EF, foram
observados alguns aspectos como:
- Vazao de extragao: para carregar o cartucho de SPE com amostra e eluir o analito
foi usado um fluxo de 1-2 mL/min, com baixo vacuo (~5 polegadas Hg),
considerando que o aumento no fluxo diminuiu a recuperacao da EF.
- Influéncia do volume do SS utilizado na eluigdo: foram testados 3 diferentes
volumes do SS para SPE 5 1x2, 2x2 e 3x2 mL, sendo que para a primeira eluicdo
com 2 mL do SS a recuperacgdo da EF foi de 55%, na segunda eluigdo com mais 2
mL a recuperagao foi de 27% e para os ultimos 2 mL a recuperagéao foi nula (0%),
portanto a melhor recuperagao (cerca de 82% (55+27%)) foram alcangcadas com 2x2
mL do SS.
- Influéncia da forga ibnica: o procedimento para a SPE 9 foi semelhante a SPE 5
com exceg¢ao da adicdo de cloreto de sddio na amostra para aumentar a forga
idbnica. Os resultados mostraram que a adicdo de sal, na concentracéo de 16%, foi
prejudicial na recuperacéo da EF (28% para SPE 9 e 85% para SPE 5).
- pH da amostra: foram testadas amostras de urina ajustadas para pH 4, 5, 6 e 7,
sendo as melhores recuperagdes obtidas em pH 6 e 7 (Figura 5.33).
- Volume de quebra (breakthrough volume): o volume de quebra & determinado
através do aumento do volume da amostra contendo a mesma quantidade do
analito, considerando que os analitos sdo quantitativamente retidos até o ponto em
que o proprio solvente da amostra comeca a remover o analito no adsorvente
(lixiviagdo). Em amostras bioldgicas, como urina, esta ndo consiste em uma etapa

critica, devido aos pequenos volumes aplicados (geralmente menor que 5 mL),
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entretanto, a propria passagem da amostra pode prejudicar a retengcdo do analito,
devido a complexidade da matriz. Foram testados os volumes de amostra de urina
de 1; 2; 2,5 e 5 mL com concentracéo fixa de EF de 20 pg/amostra, sendo que néo
foi observada diferenga significativa nas recuperagbes de EF com os volumes
testados, sendo selecionado o volume de 5 mL como volume padrao de amostra a

ser submetido a SPE.
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Figura 5.33: Grafico da influéncia do pH da amostra na recuperagéo da EF (20 ug/mL) por SPE.

Os dois melhores sistemas (SPE 3 e 5) foram testados com amostras de urina
reais contendo ANF. O mesmo inconveniente observado para ELL, hidrdlise acida,
também ocorre na SPE. Os resultados estdo de acordo com os encontrados com as
EFs.

A SPE 3 foi o sistema adotado neste trabalho para as amostras de urina reais,
seguindo o descrito no Tabela 4.1, adotando-se os parametros: fluxo de 1-2 mL/min
com baixo vacuo (~5 polegadas Hg) para carregar o cartucho com amostra e eluir o
analito, volume do eluente de 2x2 mL, sem adicdo de cloreto de sddio, pH da

amostra entre 6 e 7 e volume de urina 5 mL.
5.3.3 Microextracdo em fase solida (SPME)

Foi aplicada a SPME via headspace com inje¢cdo manual (off line) para
amostras de urina reais contendo EFs e ANF. A fibra de SPME foi condicionada a
250 °C/30 min antes do primeiro uso e entre as injegbes, principalmente com
amostras positivas. Para a derivatizagéo, foram usados 20 e 5 uL de CH para
amostras de EFs e ANF, respectivamente. Quantidade muito menor quando

comparada com a utilizada para derivatizacdo por SPE, pois no uso da mesma
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proporcao (EF/CH — 1:2; pg/uL) foi prejudicial na SPME, pois o equilibrio de parti¢gao
exigido nao foi alcangado satisfatoriamente, prejudicando a detecgéo da EF.

Os métodos de extracédo ELL, SPE e SPME foram aplicados em amostras de
urina reais contendo PEF e ANF como podemos visualizar na Figura 5.34. Os
cromatogramas da ELL possuem inumeros interferentes e os da SPME estdo mais
limpos. A SPE mostrou-se mais eficiente para quantificacdo das amostras, pois ha

uma pré-concentracio do analito.
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Figura 5.34: Cromatogramas de amostras de urina contendo PEF (A) e ANF (B) obtidos nos trés tipos
de extragao ELL, SPE e SPME.

Os resultados indicaram que a SPME, sob as condi¢des de analise testadas,
foi eficiente na extracdo de EFs e ANF de amostras enriquecidas e amostras reais
de urina. Entretanto, alguns cuidados na montagem da fibra na seringa (holder) e no
manuseio desta sdo recomendados, como a altura da fibra, evitando a imersao na
amostra (para prolongar a vida util), a homogeneizagdo e o aquecimento
homogéneo do sistema e a insergao/remocao no injetor do CG. Entre as vantagens
da SPME sobre outras técnicas de extragdo como ELL ou SPE, destacam-se a
simplicidade, facilidade de manipulagdo, menor tempo de analise, favoravel relacao
custo x beneficio e a extragdo sem necessidade de solventes organicos
(ambientalmente aceita), obtencdo de extratos muito limpos, possibilidade de

reutilizagdo da fibra e realizacdo de extracao e derivatizacdo em uma unica etapa o
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que diminui a possibilidade de perda do analito. SPME serve tanto para screening de
drogas ilicitas como para testes confirmatério dos mesmos (STAERK e KULPMANN,
2000).

5.4 Validacdo da metodologia

O método escolhido para a quantificacdo das amostras foi padronizagao
externa, com a construgdo de um grafico de calibragéo, a partir de solu¢des-padréao
com concentragdes conhecidas. Para todas as curvas os valores obtidos para r*
foram superiores a 0,99 e a analise de variancia apresentou diferengas significativas
(p<0,01) entre as concentragbes e para a regressao linear, enquanto o desvio da

linearidade nao foi significativo em acordo com BRASIL (2003a) (Tabela 5.12).

Nao foi adotado o método de padronizacao interna devido a dificuldade de
obtencdo de analitos deuterados, comumente relatados na literatura. Alguns
candidatos a padrao interno foram testados, como timol, isobutilmetilcetona (MEC) e

m-dinitrobenzeno, sendo que nenhum destes apresentou boa resposta.

Tabela 5.12: Parametros da validag&o analitica da EF e PEF.

Parametros Analiticos

Tempo de retencao Grafico de Calibragao
(min)/DP/CV(%) Equacéo da reta r Lmjg/rrffde (pglj_/%L) (ng/IanL) Recuperagéo (%)
SPE y =1768727x - 9652747 0,999 5-100 5 1 80 -89
EF 6,510/0,018/0,28%
SPME y = 85335x + 40127 0,991 5-20 5 0,5 88 - 102
SPE y =727424x - 11276884 0,992 10 - 300 10 1 82-99
PEF 6,438 /0,015/0,23%
SPME y =56161x - 915756 0,994 20 - 400 20 0,5 84 - 102

Para a SPE foram determinados os parametros de repetibilidade e precisao
intermediaria. Repetibilidade foi expressa como o desvio padrao relativo (DPR) ou
coeficiente de variagéo (CV%). Os resultados para EF e PEF apresentaram valores
inferiores a 5% para a repetibilidade e 10% para precisdo intermediaria, de acordo
com o preconizado pela BRASIL (2003a), indicando baixa variabilidade dos valores

obtidos para cada concentracgao.

De uma forma geral, o problema com CG/EM na determinacdo de ANFs é
baixa reprodutibilidade e repetibilidade. A metodologia proposta neste trabalho

mostrou-se promissora, pois aspectos como mudancas de fornecedores/marcas de
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materiais e reagentes, diferentes analistas ou equipamentos ndo comprometeram a
etapa de validacdo do procedimento analitico, pois ndo promoveram alteragao
significativa nos resultados. Assim, pode-se dizer que o método possui uma robustez

intrinseca, pois manteve sua resposta em meio a mudangas de ambiente de analise.

As amostras de urina mostraram-se estaveis para ANF para todos os
procedimentos realizados, ou seja, podem permanecer a temperatura ambiente 20-
25 °C/72 h ou mantidas a temperatura de 37°C/2 horas ou armazenadas a 4 °C/30
dias ou congeladas a —18 °C/360 dias (SEBBEN et al., 2007). Os dados da EF foram
reportados por Jiménez e col. (2006) os quais consideram que a EF e a PEF sao

estaveis em urina a 4 °C por 6 meses e —20 °C por 24 meses.
5.5. Aplicacéo Préatica do Método Proposto por SPME

Primeiramente as amostras foram submetidas ao screening toxicolégico por
imunoensaio enzimatico homogéneo (EMIT). As amostras com resultados positivo

para ANFs foram usadas neste trabalho.

Foram utilizadas 23 amostras de urina de trés voluntarios adultos (2 mulheres
e 1 homem). Os voluntarios ingeriram 400 mg de Ma-Huang (EF/PEF), 60-120 mg
de PEF (Dimetapp® ou Claritin D®) e 25 mg de femproporex (ANF) em intervalos
superiores a 7 dias entre cada substancia. Amostras de urina foram coletadas
aleatoriamente no intervalo de 2-48h apds administragdo oral de uma unica dose

terapéutica.

As concentragdes médias urinarias (2-8 h) encontradas para o uso de 400 mg
de Ma-Huang (PEF) foram de 21,5 pg/mL, para 60 mg PEF (Dimetapp®), 162,1
Mg/mL, sendo a maior concentragdo obtida com 6 h (284,7 ug/mL), para 120 mg de
PEF (Claritin D®), 235 pg/mL, com o pico em 6 h (246,25 ug/mL). Os nossos
resultados estdo de acordo com Tseng et al. (2006), o qual descreve que EF e PEF
sao excretadas em até 24 h apos a administragao oral de uma unica dose de 25 mg
(EF) e 30 mg (PEF) sendo a maior quantidade excretada nas primeiras 6 h, com
concentragbes medias de 24,5 uyg/mL para EF e 81 pg/mL para PEF. Em todas as
amostras de urina dos voluntarios que fizeram uso de 25 mg de femproporex (ANF),

foi detectada ANF e femproporex.
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Nas amostras de urina dos voluntarios detectamos apenas PEF. Devido a
dificuldade de amostras de urina contendo simultaneamente EF e PEF, este método
foi aplicado em algumas amostras comerciais de diferentes espécies de Ephedra,
obtendo-se boa separagao cromatografica da EF e PEF com CH, com TR distintos
6,42 min para PEF e 6,50 min para EF, com espectros de massas idénticos (Figura
5.35).
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Figura 5.35: Cromatograma de uma amostra comercial de Ephedra sinica com PEF e EF (A)
derivatizada com CH. PEF+CH TR 6,42 min e EF+CH TR 6,50 min com os respectivos espectros de
massas PEF(B) e EF(C). Equipamento CG 3800 / SATURNO 2000 EM/EM VARIAN®. Coluna capilar
CP-SIL 8CB LOW BLEED/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (5% polidimetilsiloxano) — VARIAN®.
Fonte: BOFF, 2006.

Amostras de urina de pacientes suspeitos do uso de ANFs foram submetidas
ao screening toxicoloégico por EMIT, vinte e oito amostras positivas foram testadas
em CG/EM. Em nenhuma destas foi detectada a ANF, porém 4 amostras foram
positivas para PEF, 1 para EF e PEF, 2 para amitriptilina, 1 para amitriptilina +
prometazina, 1 para clorpromazina + difenidramina, 8 para clorpromazina, 3 para

lidocaina e em 8 amostras nao foi possivel identificar os farmacos acima citados.

Quando comparamos os resultados positivos para ANFs nos testes de
triagem por EMIT, 100% das amostras reais foram negativas para ANF e maioria

positiva para algum dos interferentes. Estes dados devem ser criteriosamente
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analisados levando-se em conta a origem das amostras. Neste caso sado de
pacientes internados em clinicas ou hospitais para desintoxicagdo quimica, onde séao

utilizados para o tratamento antipsicéticos fenotiazinicos, antidepressivos ftriciclicos,

anticonvulsivantes, entre outros.
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6. CONCLUSAO







O emprego de métodos de derivatizacdo para analise de compostos
anfetaminicos é de extrema importancia, pois permite ganho de sensibilidade e
linearidade, além de prevenir perdas de ANFs volateis, melhorar a performance
cromatografica e aumentando a especificidade dos fragmentos, gerando espectros
de massas mais caracteristicos. A escolha do reagente de derivatizagcdo € de
extrema importancia para diferenciarmos os diasterémeros EF/PEF, pois segundo o
COl apenas a EF faz parte da lista de substancias proibidas sujeitas ao controle.
Entre todos os reagentes testados a ciclohexanona (CH) foi a que apresentou
melhor desempenho, pois consiste num reagente menos oneroso que os sililadores

e promove maior seletividade dos diasterdbmeros em colunas normais de CG.

Levando em consideracao caracteristicas como simplicidade, rapidez, custo,
recuperacao e auséncia de interferentes, concluimos que a SPME é o método de
escolha para a deteccao e identificagcdo de EFs e ANF, devido ao tempo de pré-
analise ser menor, sendo este requisito de extrema importancia em casos de
emergéncia toxicoldgica. Entretanto, consideramos valido o uso de SPE para a

quantificacao, devido a possibilidade de pré-concentragao do analito.

Ao extrapolar a metodologia proposta para amostras de urina de pacientes
(amostras reais), contendo EF/PEF/ANF e amostras vegetais (EFs) obtivemos
resultados satisfatérios e de acordo com a literatura, para metodologias empregando

outros RDs, confirmando a aplicabilidade do método proposto.

De forma geral, apesar das inumeras metodologias descritas na literatura
para analise de compostos anfetaminicos, observamos a dificuldade de aplicagao
destas em rotina laboratorial. Além disto, a comparacéo dos resultados dos ensaios
confirmatorios com as técnicas de triagem, torna evidente a necessidade da
confirmacdo da presenca de ANFs para evitar a liberagdo de resultados falsos-
positivos por EMIT. Mesmo este apresentando inumeros interferentes ainda é
considerado uma metodologia adequada para screening toxicologico devido ao
baixo custo e a possibilidade de realizagdo de um grande numero de testes em um

reduzido periodo de tempo.
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AVALIACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
2° PARECER DO PROJETO n°09/2005 — CEP-FEPPS/RS | PADCT: n°08/2005

TITULO DO PROJETO: ) _ ,
ANFETAMINAS SINTETICAS E NATURAIS: VALIDACAO DE METODO ANALITICO
POR CROMATOGRAFTA GASOSA/ESPECTROMETRIA DE MASSAS.

NOME DO PESQUISADOR PRINCIPAL:

| Viviane Cristina Sebben

X APROVADO

APROVADO COM RECOMENDAGOES
COM PENDENCIAS
NAO APROVADO

PARECER DO COMITE

O Comité de Etica em Pesquisa da FEPPS/RS deliberou em reunisio do dia 14/12/2005,
Ata n® 18/2005, que o presente projeto esta adequado ética e metodologicamente de
acordo com as Diretrizes € Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres
Humanos (Res.196/96/CNS) e portanto, aprovado este CEP.

Esclarecemos ainda, que por se tratar de projeto do Grupo |, ¢ mesmo esta sendo
encaminhado para apreciagdo da CONEP e o inicio de sua execuciio esti na
dependéncia do parecer da mesma.

Porto Alegre, 15 de dezembro de 2005.

L / ‘Loﬁlc
Selir Maria Straliotto
Coordenadora CEP-FEPPS/RS

Fundagio Estadual de Produgfo e Pesquisa em Saide/FEPPS
Comité de Etica em Pesquisa da FEPPS

Av. Ipiranga, 5400 — Bairro Jardim Botanico — Porto Alegre/RS
Fones diretos: (51) 32684020/32884096

e-mail: cep_fepos@fepps.rs.gov.br
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ANEXO - B
Tabelas do Capitulo 5







Tabela 5.1: Resultados do desempenho AA como RD frente a EF.

SS (1,0 mL) Fragmentos de Massas Monitorados (m/z) e

Ma: nrtorac
. AA TR Area do Abundancias Relativas (%)
Viais* Extrato N3 (uL) (min)  Pico
seco Seigr *x 77 100 101 107 149 208 250
40 °C ¢/N,

6,00 241923 100% 20% 50% 3% 0% 0% 1% 0%
| A 50 6,28 1167886 100% 19% 38% 28% 2% 0% 3% 0%
6,40 416747  100%  13% 42% 13% 2% 9% 1% 3%

597 204730 100% 21% 52% 3% 1% 0% 0% 0%
I A 100 6,25 743665 100% 20% 38% 29% 3% 0% 3% 0%
6,35 253838 100%  16% 41% 16% 3% 1% 1% 2%

5,97 79283 100% 20% 56% 1% 1% 1% 1% 0%

11 A 50
6,27 809446 100%  20% 35% 26% 2% 1% 3% 0%
IV A 100 597 397962 100% 19% 52% 4% 0% 0% 0% 0%
6,25 4956329 100%  14% 42% 29% 2% 1% 17% 0%
Vv B 50 6,25 465871 100% 20% 38% 28% 2% 1% 3% 0%
6,35 144723 100%  17% 39% 16% 1% 3% 0% 2%
VI B 100 6,25 409133 100% 20% 38% 27% 2% 1% 2% 0%
6,35 87541 100% 16% 44% 16% 2% 1% 2% 1%
Vi B 50 6,25 3299833 100%  16% 39% 30% 2% 1% 8% 0%
VI B 100 6,25 3167944 100%  18% 39% 29% 2% 1% 7% 0%
597 230794 100% 20% 53% 3% 0% 0% 0% 0%
IX C 50 6,25 916983 100% 19% 39% 29% 2% 0% 4% 0%

6,35 238971 100%  14% 47% 12% 2% 1% 1% 3%

597 151387 100% 21% 53% 3% 0% 0% 0% 0%
X C 100 6,25 932912 100% 20% 37% 28% 2% 1% 4% 0%
6,35 214836 100%  13% 46% 12% 2% 3% 0% 2%

597 708603 100% 20% 57% 3% 0% 0% 0% 0%

X! ¢ 0 6,25 3743896  100%  18% 41% 30% 2% 1% 6% 0%
Xl cC 100 597 312357 100% 19% 52% 3% 0% 0% 0% 0%

6,25 2332144 100%  18% 38% 29% 2% 1% 6% 0%
XI| D 50 515 141528 100% 25% 1% 0% 2% 0% x 0%

6,25 1061582 100%  19% 37% 28% 2% 1% 3% 0%

XV D 100 6,25 3287352 100%  17% 39% 28% 3% 0% 8% 0%

513 423075 100% 18% 0% 0% 1% 0% x 0%
6,27 1522553 100%  20% 36% 28% 2% 1% 9% 0%

XV D 50

513 164254 100% 16% 0% 1% 2% 0% x 0%
6,25 4403288 100%  17% 39% 28% 3% 0% 3% 0%

XVI D 100

LEGENDA: (*) Uso de EF 20ug/mL; (**) derivatizacao a 60 °C/60 min; apds os viais foram levados a
secura a 40 °C sob N, e reconstituido com 100 puL de metanol; (A) metanol+alcool
isopropilico+NH,OH (78:20:2); (B) acetato de etila+NH,OH (98:2); (C) cloroférmio + alcool isopropilico
+ NH,4OH (78:20:2); (D) metanol; (x) fragmento de massas nao encontrado.
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Tabela 5.2: Resultados do desempenho AA+P como RD frente a EF.

SS Fragmentos de Massas Monitorados (m/z) e
(1,0 mL) ) Abundancias Relativas (%)
Viais* Extrato AA+P TR Areado
seco Nao (uL)** (min)  Pico
40 °C secar 58 77 100 101 107 149 208 250
C/N2
I A 50 6,40 3471505 100% 7% 49% 4% 2% 1% 0% 0%
Il A 100 6,37 2652570 100% 7% 48% 3% 2% 1% 0% 0%
m A 50 5,97 199112 100% 19% 51% 4% 1% 51% x X
6,25 1195910 100% 20% 35% 25% 2% 1% 3% X
Y, A 100 5,97 90256 100% 14% 50% 0% -2% 2% x X
6,25 2350441 100% 20% 35% 25% 2% 0% 3% X
\ B 50 6,35 855626 100% 8% 49% 4% 2% 1% 0% 0%
VI B 100 6,35 571944 100% 8% 47% 3% 2% 3% 0% 0%
VI B 50 6,25 3198655 100% 18% 39% 28% 2% 0% 6% X
6,35 1283827 100% 11% 45% 9% 2% 1% 1% 1%
VI B 100 6,25 2412598 100% 17% 37% 28% 2% 0% 4% X
6,35 1501193 100% 9% 49% 6% 2% 1% 1% 0%
IX C 50 6,35 2264908 100% 8% 49% 3% 2% 1% 0% 1%
X C 100 6,35 2305058 100% 7% 48% 3% 2% 3% 0% 1%
X c 50 5,97 129417 100% 20% 51% 4% 0% 0% x X
6,25 6691787 100% 18% 35% 26% 2% 7% 10% x
5,97 215707 100% 21% 50% 2% 0% 0% x X
Xl c 100 6,25 3513938 100% 17% 37% 28% 2% 1% 7% X
6,35 905027 100% 17% 37% 10% 2% 2% 1% 0%
XII D 50 6,35 3951770 100% 7% 51% 3% 2% 2% 0% 1%
XV D 100 6,35 3342020 100% 6% 50% 3% 2% 1% 0% 1%
XV D 50 5,13 945835 100% 18% x x 1% 0% x X
6,25 2216871 100% 21% 34% 24% 2% 72% 4% X
XV D 100 514 1321119 100% 18% x x 1% 0% x X

6,27 801501 100% 20% 37% 28% 2% 1% 2% X

LEGENDA: (*) Uso de EF 20pug/mL; (**) derivatizagdo a 60 °C/60 min; apds os viais foram levados a
secura a 40 °C sob N, e reconstituido com 100 pL de metanol; (A) metanol+alcool
isopropilico+NH,OH (78:20:2); (B) acetato de etila+NH,OH (98:2); (C) cloroférmio + alcool isopropilico
+ NH,OH (78:20:2); (D) metanol; (x) fragmento de massas ndo encontrado.
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Tabela 5.3: Resultados do desempenho MSTFA como RD frente a EF.

Inje¢cao no CG/EM Fragmentos de Massas Monitorados (m/z)
1 (uL) e Abundancias Relativas (%)

Viais MSTFA Evaporar o SS Area

* o (ub) ™ l?;r:r:]a a 4% °C ¢/N, (;ﬁ) do Pico
evaporar reconstituir c/ 58 73 77 130 179 237 238

0 SS) 100 pL de
metanol

I 50 A 5,12 17030636 100% 8% 2% 1% 3% 2% 67%
Il 50 A 510 2465719 100% 9% 3% 1% 2% 0% 8%
1 100 A 5,12 3307726 100% 9% 3% 1% 3% 1% 19%
IV 100 A 510 2168734 100% 10% 3% 1% 2% 0% 5%
\Y 50 B 5,10 1009989 100% 10% 3% 1% 2% 0% 9%
VI 50 B 5,10 153004 100% 9% 3% 1% 2% 0% 2%
Vil 100 B 512 5441156 100% 9% 3% 1% 2% 1% 18%
VIl 100 B 5,12 148427 100% 9% 3% 1% 2% 0% 1%
IX 50 C 510 2299997 100% 9% 3% 1% 3% 1% 44%
X 50 C 5,10 267610 100% 10% 3% 1% 2% 0% 4%
Xl 100 C 510 3067817 100% 8% 3% 1% 2% 1% 29%
Xl 100 C 5,10 1186893 100% 12% 3% 1% 2% 0% 4%
Xl 50 D 5,12 1202040 100% 9% 3% 1% 2% 0% 12%
XIV 50 D 5,11 227454 100% 10% 7% 1% 1% 0% 1%
XV 100 D 510 2433031 100% 8% 2% 1% 3% 1% 26%
XVl 100 D 5,11 252262 100% 9% 7% 1% 1% 0% 1%

LEGENDA: (*) Uso de EF 20ug/mL + 1,0 mL dos sistemas de solventes (A) metanol+alcool
isopropilico+NH,OH (78:20:2); (B) acetato de etila+NH,OH (98:2); (C) cloroférmio + alcool isopropilico
+ NH4OH (78:20:2); (D) metanol. (**) derivatizagdo a 60 °C/60 min.
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Tabela 5.4: Resultados do desempenho MTBSTFA como RD frente a EF.

Injegcdo no CG/EM Fragmentos de Massas Monitorados
1 (uL) (m/z) e Abundancias Relativas (%)
Vigis + MTBSTFA Evaporaro - TR Area do
(ML) % Direta SS a40°C (mln) Pico
(sem c/N,

evaporar reconstituir 58 73 107 172 221 222

0SS) ¢/ 100 puL

de metanol
I 50 A 577 30629604 100% 5% 0% 0% 2% 4%
Il 50 A 573 14738447 100% 8% 1% 0% 1% 6%
11 100 A 5,73 16088667 100% 8% 1% 0% 2% 4%
v 100 A 5,75 14370807 100% 9% 11% 0% 1% 5%

5,75 20505004 100% 7% 1% x 3% 4%
7,33 1819399 2% 42% 3% 100% 3% 0%

\Y 50 B

VI 50 B 575 11137506 100% 8% 0% x 2% 4%

i 100 B 575 12374596 100% 7% 0% x 2% 5%
7,33 861374 6% 13% 0% 100% x X

VI 100 B 575 12535035 100% 9% 4% x 2% 5%

575 15755828 100% 5% 1% x 2% 4%

IX 50 Cc

7,33 1478930 2% 31% 0% 100% 1% 1%
X 50 C 5,73 11533065 100% 7% 1% X 1% 4%
Xl 100 Cc 573 7373988 100% 12% 1% x 3% 6%
Xll 100 C 575 11995105 100% 7% 8% x 2% 5%
Xl 50 D 5,73 25874536 100% 5% 0% x 2% 3%
XIV 50 D 515 2110260 100% 4% 2% 1% X X

573 11171176 100% 7% 0% x 1% 5%
XV 100 D 573 11010440 100% 7% 0% x 2% 6%
XVI 100 D 573 6459079 100% 9% 0% x 1% 6%

LEGENDA: (*) Uso de EF 20ug/mL + 1,0 mL dos sistemas de solventes (A) metanol+alcool
isopropilico+NH,OH (78:20:2); (B) acetato de etila+NH,OH (98:2); (C) cloroférmio + alcool isopropilico
+ NH4OH (78:20:2); (D) metanol; (**) derivatizagdo a 60 °C/60 min; (x) fragmento de massas nao
encontrado.
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Tabela 5.5: Resultados do desempenho do AA+MSTFA como RD frente a EF.

SS

Fragmentos de Massas Monitorados (m/z)

Viais * (1,0 mL) (rTﬂF:\) Area do Pico e Abundancias Relativas (%)
(**)

58 73 100 190 237 238 279 280 351 352
I A 6,10 30617188 50% 6% 44% 69% x X 8% 55% 3% 100%
Il A 6,15 23509152 38% 5% 34% 31% x X 7% 77% 3% 100%
1 B 6,12 34690580 100% 7% 70% 79% X X 8% 63% 3% 83%
v B 6,13 17096782 100% 12% 70% 35% x X 7% 83% 3% 85%
\Y C 6,10 21761520 53% 5% 46% 71% x X 8% 62% 3% 100%
\ C 6,15 25973948 48% 5% 43% 39% X X 7% 81% 4% 100%
Vil D 5,10 11432267 100% 7% 1% 0% 1% 40% 0% 0% 0% 0%
6,08 14360352 100% 19% 59% 26% x X 2% 19% 0% 20%
VI D 5,08 7262596 100% 7% 1% 0% 1% 15% 0% 0% 0% 0%
6,13 17758834 100% 20% 55% 15% x X 2% 26% 1% 21%

LEGENDA: (*) Uso de EF 20pg/mL nos viais I, lll, V e VII; e de PEF 20ug/mL nos viais Il, 1V, VI e VIII;
(A) metanol+alcool isopropilico+NH,OH (78:20:2); (B) acetato de etila+NH,OH (98:2); (C) cloroférmio
+ alcool isopropilico + NH,OH (78:20:2); (D) metanol; (x) fragmento de massas ndo encontrado; (**)
50 uL AA (derivatizagdo a 60 °C/60 min), apos levar a secura 40 °C/N,; adicionar 50 uL MSTFA
(derivatizagdo a 60 °C/60 min).
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Tabela 5.6: Resultados do desempenho CH como RD frente a EF.

SS (1,0 mL) Injegdo no Fragmentos de Massas Monitorados (m/z) e
’ CH CG/EM 1(pL) TR Aread Abundéancias Relativas (%)
Viais®™ - secar  Nao (L) APSS  (min) Eiioo
40°C o/N, secar **  Direta evaporar a 58 77 118 148 202 203 245 246
CH***

| A 50 X 6,50 11908762 3% 5% 12% 52% 100% 17% 27% 20%

Il A 50 X 6,50 2312213 3% 7% 15% 56% 100% 18% 16% 5%
11} A 100 X 6,50 8826237 3% 6% 14% 54% 100% 18% 20% 12%
\Y A 100 X 6,50 3412247 3% 7% 14% 54% 100% 17% 18% 6%
Vv A 50 X 6,50 3903807 3% 5% 13% 53% 100% 18% 23% 14%
VI A 100 6,50 11465206 2% 3% 11% 48% 100% 17% 31% 27%
Vi B 50 X 6,50 3981137 3% 6% 13% 52% 100% 17% 20% 12%

Vil B 50 « 513 1219237100 16%% x x x x x «x
6,50 457673 3% 6% 14% 52% 100% 16% 16% 4%

IX B 100 X 6,50 2206944 3% 6% 14% 54% 100% 18% 18% 7%
X B 100 X 6,50 604539 3% 8% 16% 56% 100% 19% 15% 3%

X B 50 N 513 1961380100% 17% X X X X X X
6,50 640961 3% 7% 14% 54% 100% 18% 17% 5%

Xl B 100 x 5,13 3755072100% 16% x X X X X X
6,50 1236817 3% 6% 14% 54% 100% 19% 18% 7%
Xl C 50 X 6,50 8488962 3% 5% 13% 51% 100% 17% 23% 14%
XIV C 50 X 6,50 431149 2% 7% 14% 52% 100% 17% 15% 4%
XV C 100 X 6,50 5306703 3% 6% 14% 53% 100% 17% 20% 10%
XVI C 100 6,50 331023 2% 6% 14% 51% 100% 17% 19% 9%
XVII C 50 6,50 1979949 3% 7% 15% 57% 100% 18% 19% 8%
XVII C 100 6,50 2573496 3% 6% 13% 53% 100% 17% 20% 8%

XIX D 50 X 517 12475813100% 9% x x X X X X
6,50 8043578 2% 4% 12% 51% 100% 18% 28% 23%

D 50 N 5,15 2083836 100% 22% x X X X X X

XX 6,50 1119397 3% 7% 14% 52% 100% 18% 18% 7%
XXI D 100 X 6,50 4138848 3% 6% 13% 53% 100% 17% 21% 11%

XXII D 100 X 6,26 141960100% 23% x  x X X X X
6,50 1724874 3% 6% 14% 52% 100% 18% 17% 7%

XXIII D 50 X 5,13 946969 100% 16%  x X X X X X
6,50 481307 3% 6% 15% 55% 100% 17% 16% 5%

XXIV D 100 N 513 2179620100% 15% x X X X X X
6,50 766484 4% 8% 15% 57% 100% 18% 17% 5%

LEGENDA: (*) Uso de EF 20ug/mL; (**) derivatizagcdo a 70 °C/30 min; (A) metanol+alcool
isopropilico+NH,OH (78:20:2); (B) acetato de etila+NH,OH (98:2); (C) cloroférmio + alcool isopropilico

+ NH,OH (78:20:2); (D) metanol; (***) evaporar a CH a 40°C c/N,  reconstituir ¢/100uL de metanol.
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Tabela 5.7: Principais reagentes utilizados na derivatizagédo de EF e os respectivos derivados formados.

R1
/
? R
N\ Estrutura quimica dos derivados de EF.
CH,
CH,
Reagentes Grupo substituinte Derivado formado TR Observacées
(min)
R1 R2
- COCH; -H O-acetilefedrina 597 Derivados N-acetil sdo mais estaveis
. i : _ : que os O-acetil e N-O-acetil.
§S|dr|do Acetico - H - COCH, N-acetilefedrina 6,25  presenca de miiltiplos derivados e
Anidrido Acético + o de EF som dervatizar ]
Piridina - COCHjs - COCHs N-O-diacetilefedrina 6,35 /\reagao com AA na presenga de
piridina facilita uma maior formagéo
de derivados N-O-acetil.
Anidrido Cromatograma muito sujo, dificil de
Trifluoracé - COCF; - COCF; Nao detectado visualizar os picos.
tico
L " - Si(CH3);3 -H O-trimetilsililefedrina 5,90 Formagé&o de multiplos derivados.
Anidrido Acético + N : Elevado custo
: . -acetil-N,O- '
MSTFA - Si(CHa)3 - COCH,Si(CHs3)3 ditrirr;etilsililefedrina 6,10  Derivado sensivel & umidade.
. . e . Derivado sensivel a umidade.
MSTFA - Si(CH3)3 - Si(CH3)3 N-O-Ditrimetilsililefedrina 5,55 Elevado custo.
- Si(CH3)s -H O-Trimetilsililefedrina 5,10 _ Os derivados O-TMS s&o mais
- Si(CHs),C(CHs)s - Si(CH3),C(CHa)s N-O- estaveis que os N-TMS
MTBSTFA ?ilr’:(;rbutlltrlmetllaI|Iefed 7,33
- Si(CH3),C(CH3); -H O-terbutiltrimetilsililefedrina 5,74
. N Baixo custo.
Ciclohexanona - CgH1o 2,2-Pentametileno-3,4-dimetil-5- 6,50 Excelente rendimento.

fenil-cis-oxazolidina

Forma apenas um derivado.
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Tabela 5.8: Resultados do desempenho CH em diferentes tempos e temperaturas no SS “A”.

Viais Temperatura Tempo TR Area do Fragmentos de Massas Monitorados
* (°C) (min) (min) Pico (m/z) e Abundancias Relativas (%)
40 60 80 100 15 30 45 60 118 148 202 203 245 246

| X X 6,53 18421816 8% 45% 100% 18% 38% 43%
I x X 6,52 14783386 10% 50% 100% 17% 40% 35%
- x X 6,5 14359622 10% 50% 100% 18% 37% 35%
IV x X 6,5 21393499 9% 50% 100% 18% 35% 38%
V X X 6,53 20115342 9% 48% 100% 18% 42% 46%
VI X X 6,5 21408665 8% 47% 100% 18% 42% 43%
VI X X 6,5 19985086 10% 50% 100% 18% 38% 43%
VI X x 6,5 17153541 10% 49% 100% 18% 36% 36%
IX X X 6,53 22269725 9% 49% 100% 18% 42% 49%
X X X 6,5 23001246 8% 47% 100% 17% 40% 49%
XI X X 6,5 30073127 8% 46% 100% 16% 43% 50%
Xl X X 6,5 34962248 8% 44% 100% 18% 48% 54%
XIll X X 6,53 53393825 6% 44% 100% 18% 50% 61%
XIV X X 6,5 56018619 5% 40% 100% 19% 50% 63%
XV X X 6,5 46046005 5% 41% 100% 17% 52% 57%
XVI X X 6,5 36959356 5% 40% 100% 17% 52% 57%

LEGENDA: (*) Uso de EF 20ug/mL + 1,0 mL do SS “A” (metanol+alcool isopropilico+NH,OH -
78:20:2) + 100 uL de CH. Apods derivatizagdo as amostras foram levadas a secura 40 °C/N;
reconstituir ¢/100 uL de metanol.
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Tabela 5.9: Resultados para diferentes tempos de injecado da EF derivatizada com CH no SS “A”.

Fragmentos de Massas Monitorados (m/z) e
EF* CH Tempo TR Area do Abundancias Relativas (%)

Viais 1y L) (min) Pico

58 77 118 148 202 203 245 246

I 20 50 TO 6,55 14191408 2% 1% 6% 38% 100% 20% 88% 99%

Il 20 100 TO 6,50 3319917 2% 4% 11% 50% 100% 19% 37% 34%

Il 20 200 TO 6,50 2847998 2% 4% 11% 50% 100% 18% 36% 30%
N 50 50 TO 5,15 22006590 100% 5%

6,52 28149818 1% 0% 2% 16% 54% 18% 23% 100%

\Y 20 50 M 6,53 12536922 2% 1% 6% 40% 100% 22% 81% 91%

\ 20 100 T 6,50 3232669 2% 3% 11% 49% 100% 19% 40% 35%

VIl 20 200 T1 6,50 2489904 2% 4% 11% 51% 100% 17% 33% 29%
VIl 50 50 T1 5,13 23615258 100% 4%

6,50 24717232 0% 0% 2% 14% 55% 22% 24% 100%

IX 20 50 T2 6,53 15822774 1% 0% 3% 28% 79% 20% 75% 100%

X 20 100 T2 6,50 5042887 2% 2% 8% 44% 100% 18% 43% 47%

Xl 20 200 T2 6,50 2629159 3% 4% 11% 52% 100% 17% 34% 29%
xil 50 50 T2 5,15 21392498 100% 5%

6,50 23948282 1% 0% 2% 19% 63% 15% 25% 100%

Xl 20 50 T3 6,10 31104552 2% 1% 5% 37% 99% 22% 76% 100%

XIV._ 20 100 T3 6,08 13725770 2% 2% 8% 44% 100% 18% 47% 50%

XV 20 200 T3 5,08 6337487 3% 4% 11% 51% 100% 18% 34% 31%
xvi 50 50 T3 4,69 181611716 100% 5%

5,08 72672216 1% 0% 3% 22% 69% 23% 25% 100%
LEGENDA: (*) Solugdo de EF de 1000ug/mL em metanol + 1,0 mL SS “A” (metanol+alcool
isopropilico+NH,OH - 78:20:2). Apds derivatizagdo as amostras foram levadas a secura 40 °C/N,
reconstituir ¢/100uL de metanol. TO= Oh, T1= 1h, T2= 2h, T3= 3h

Tabela 5.10: Comportamento da CH com diferentes concentragbes de PEF e EF

Pseudo  Efedrina Fragmentos de Massas Monitorados (m/z)
efedrina g/mL TR Area do Abundancias Relativas (%)

Viais (*) pg/mL W (min) Pico 118 148 202 203 245 246
| 10 6,452 2888386 12% 48% 100% 18% 29% 25%
10 6,516 9442415 14% 56% 100% 17% 19% 13%
I 20 6,418 4740629 10% 41% 100% 19% 38% 42%
20 6,551 22071462 6% 41% 100% 17% 51% 65%
m 40 6,433 16446125 5% 22% 72% 20% 30% 100%
40 6,503 58152132 3% 32% 100% 19% 70% 98%
v 60 6,433 28231268 3% 13% 53% 18% 24% 100%
60 6,510 10452665 29,  23% 93% 20% 66% 100%

LEGENDA: (*) Solugdo de PEF e EF de 1000pg/mL em metanol + 1,0 mL SS “A” (metanol+alcool
isopropilico+NH,OH - 78:20:2) + 100 pL de CH. Apds derivatizagdo as amostras foram levadas a
secura 40 °C/N, reconstituir c/100 uL de metanol.
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