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Resumo

Reconhecendo a gravidade dos problemas relacionados com o abuso e dependéncia de
drogas, e porque direta ou indiretamente fazemos parte desse mundo enigmatico, tornou-se
pertinente o estudo e reflexao de tal problematica. O consumo de drogas remota ha inimeros
anos que, quase se pode afirmar que a histéria das drogas é a histéria da humanidade. O seu
consumo, bem como os seus efeitos e consequéncias, sdo um dos problemas de salde

dominantes, constituindo uma das principais situacoes de risco da populacao atual.

Em Portugal, assim como no resto do mundo, o uso abusivo de substancias psicoativas
cresce a cada dia. Em termos de salde puUblica, aumentos significativos no nimero de
ocorréncias de 6bito com o envolvimento de tais substancias tém sido reportados nas Gltimas
décadas. Assim, existe uma clara necessidade de responder aos problemas causados pelo
consumo de mdltiplas substancias psicoativas. A classe dos opiaceos esta figurada entre as
substancias de maior prevaléncia nesse contexto, como tal torna-se necessario dotar os
laboratérios com metodologias mais céleres e eficazes de forma a identificar e quantificar estas

substancias.

Assim sendo, neste trabalho pioneiro, descreve-se o desenvolvimento e validacao de
um método analitico para detecdo e quantificacdo simultanea de opiaceos, morfina (MOR),
codeina (COD) e 6-monoacetilmorfina (6-MAM), em amostras de sangue post-mortem, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detecdo eletroquimica de coulometria
(HPLC-ED) usando a microextracao em seringa empacotada (MEPS). A hidromorfina (HYMOR) foi

utilizada como padrao interno.

A elevada quantidade de interferentes biologicos existentes na matriz torna a
preparacao da amostra um passo fundamental no processo analitico. Desta forma procedeu-se
a otimizacao da técnica extrativa usando o planeamento fatorial fracionado (2%'), uma
ferramenta estatistica aplicada ao processo de decisdo e que avalia de forma multivariada os
fatores intervenientes na extracao. O uso do desenho experimental (DOE) fracionado
demonstrou ser uma ferramenta Gtil para a otimizacao do método de extracdo, reduzindo o
numero de experiéncias, minimizando o tempo de processamento da amostra, reagentes e
trabalho laboratorial. As condicées finais otimizadas foram o nUmero de aspiracdes pelo
dispositivo (20), quantidade de acido féormico na solucdo de lavagem (3,36%), nimero de
lavagens do sorbente (1), quantidade de hidroxido de amdnio na solucao de eluicao (2,36%) e

numero de eluicoes (11).

Utilizando um volume de amostra de 250 pL, o método foi validado de acordo com as
normas internacionalmente aceites, da Food and Drug Administration (FDA) e International

Conference on Harmonization (ICH), para a validacao de métodos bioanaliticos. Os parametros
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estudados incluiram a seletividade, modelo de calibracdo e linearidade, limite de detecao

(LOD) e quantificacao (LLOQ), precisao, exatidao e recuperacao.

O método mostrou-se linear na gama de 25 a 1000 ng/mL, com coeficientes de
determinacao (R?) superiores a 0,99 para todos os analitos. Precisbes e exatidoes intra- e inter-
dia estavam em conformidade com os critérios de validacao mencionados, ou seja, coeficientes
de variacao inferiores a 15% e BIAS dentro de um intervalo de £15% da concentragao tedrica.

Quanto a recuperacao obtida, os valores variaram entre 6% e 23%.

0 método validado mostrou ser aplicavel a analise de amostras reais, sendo entao uma
ferramenta vantajosa ndo s6 no ambito de analises de toxicologia clinica e forense, mas

também em analises de despiste de consumo de heroina, morfina e codeina.

Palavras-chave

Opiaceos, MOR, COD, 6-MAM, MEPS, HPLC-ED, sangue post-mortem.

viii



Abstract

By recognizing the severity of problems related to drug abuse and addiction and
because directly or indirectly we are part of this enigmatic world, it has become important to
study and reflect this problematic. The consumption of drugs remotes to several years ago, so
that one might even say that the history of drugs is the history of mankind. Their consumption,
as well as the respective effects and consequences are one of the biggest health problems,

constituting one of the most risky situations of the current population.

In Portugal as also occurs worldwide, the abuse of psychoactive substances is growing
each day. In terms of public health, in the last decades significant increases in the number of
occurrences of death involving such substances have been reported. Thus, there is a clear need
to respond to the problems caused by the abuse of psychoactive substances. The opiates class
is figured amongst the most prevalent substances in that context. As such, it becomes necessary
to equip labs with faster and effective methods to successfully identify and quantify these

substances.

Therefore, this pioneer work describes the development and validation of an analytical
method for simultaneous determination of opiates, morphine (MOR), codeine (COD) and 6-
monoacetylmorphine (6-MAM) in post-mortem blood samples by high-eficiéncia liquid
chromatography coupled to coulometric electrochemical detection (HPLC-ED), using
microextraction in packed syringe (MEPS). Hydromorphine (HYMOR) was used as internal

standard.

The high amount of biological interferences existing in the matrix makes the sample
preparation a key step in the analytical process. Thus we proceeded to the optimization of the
extraction technique using the fractional factorial planning (2"), a statistical tool applied to
the decision process that assesses in a multivariate way the factors involved in the extraction.
The use of the fractionated design of experiments (DOE) showed to be a very useful tool for
the optimization of the extraction method, reducing the number of experiments, minimizing
the processing time of the sample, reagents and laboratory work. The final optimized conditions
were: number of strokes by the device (20), amount of formic acid in the washing solution
(3.36%), number of washes of the sorbent (1), amount of ammonium hydroxide in the elution

solution (2.36%) and number of elution (11).

Using a sample volume of 250 pL, the method was validated according to internationally
accepted standards, the Food and Drug Administration (FDA) and the International Conference
on Harmonization (ICH) for the validation of bioanalytical methods. The studied parameters
included selectivity, calibration model and linearity, limit of detection (LOD) and limit of

quantification (LLOQ), precision, accuracy and recovery.



The method proved to be linear in the range 25-1000 ng/mL with coefficients of
determination (R?) greater than 0.99 for all analytes. Intra-and inter-day accuracy and precision
were in accordance with validation criteria mentioned above, in other words, coefficients of
variation were less than 15% and BIAS within a range of + 15% of the theoretical concentration.

Regarding to the obtained recoveries, the values ranged between 6% and 22%.

The validated method was shown to be applicable to the analysis of real samples being
an advantageous tool not only within clinical and forensic toxicology, but also in analyses for
the screening of heroin, morphine and codeine.

Keywords

Opiates, MOR, COD, 6-MAM, MEPS, HPLC-ED, post-mortem blood
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Justificacdo do tema

O consumo abusivo de substancias psicoativas tem estado estritamente associado a
problemas sociais e de saude publica na Europa nas ultimas décadas. Atualmente, a classe dos
opiaceos esta figurada entre os compostos que mais contribuem para o elevado nimero de
obitos relacionados com o uso de drogas ilicitas. De acordo com o relatorio anual do
Observatorio Europeu da Droga e da Toxicodependéncia (OEDT) no ano de 2011 em Portugal,
4388 pacientes foram tratados por abuso de drogas, sendo 70,01% dos casos relativos ao

consumo destes compostos.

Sendo assim, muitas vezes os laboratorios sao solicitados pelas autoridades a avaliar o
possivel consumo destas substancias por parte de um individuo, tornando-se entdo essencial
dotar os laboratdrios de metodologias mais céleres e eficazes de forma a identificar e

quantificar estas substancias psicoativas.

A analise de amostras biologicas por técnicas cromatograficas exige regra geral um pré-
tratamento da amostra, uma etapa laboratorial que consome muito tempo e recursos. Desta
forma torna-se essencial o desenvolvimento de novos métodos que diminuam os custos e tempo

associado a analise e que sejam simultaneamente confiaveis e de facil execucao.

A microextracdo em seringa empacotada € uma das novas técnicas extrativas que
melhor responde aos desafios apresentados. Entre os pros apontados a sua utilizacao
encontram-se o baixo volume de amostra, baixo consumo de solventes organicos, o tempo de

extracao é reduzido e a possibilidade de automatizacao de todo o processo.

Objetivo

O objetivo geral deste trabalho prende-se a detecao e quantificacao de MOR, COD e 6-

MAM em amostras de sangue post-mortem. Como objetivos especifico podemos referir:

e Desenvolvimento e otimizacdo de uma metodologia analitica de facil execucao
e que permita a detecao especifica e sensivel de MOR, COD e 6-MAM por
cromatografia liquida acoplada a detecao eletroquimica de coulometria;

e Desenvolvimento e otimizacao de um método de extracao (MEPS) em amostras

de sangue post-mortem;

XXV



e Validacdo do método desenvolvido segundo as normas internacionalmente
aceites, nomeadamente da Food and Drug Administration (FDA) e da
International Conference on Harmonisation (ICH);

e Analise de amostras reais através da metodologia desenvolvida e validada.
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|. Revisao bibliografica

1. Introducao

1.1.Drogas de abuso

As drogas sempre seduziram o Homem. Desde a antiguidade, ao longo da histéria, cada
sociedade e cultura desenvolveu e integrou no seu seio o consumo de substancias quimicas
toxicas, ou potencialmente toxicas, com fins terapéuticos e nao terapéuticos, por exemplo,
associadas a técnicas médicas, rituais espirituais, praticas magicas, cultos religiosos, ou de
utilizacdo meramente recreativa. Porém, € no século XX, devido a confluéncia de multiplos
fatores (culturais, econdmicos, meios de comunicacao, entre outros) que os consumos abusivos
se generalizam e intensificam [1,2].

Durante muito tempo, a definicao de droga genericamente aceite foi apresentada na
antiga Grécia. Platdo referia phdrmaka como algo que se situava entre as coisas que,
simultaneamente podiam ser benéficas ou prejudiciais. Ja Paracelsus referia que apenas a dose
podia fazer essa diferenca entre remédio e veneno. Entdo, uma droga nao podia ser catalogada
como benigna ou maligna. O que realmente podia afirmar-se era que o efeito de uma droga
dependia da dose administrada, da pureza da substancia, das condicdes e das razdes da sua
utilizacdo, bem como das normas culturais que regiam o seu uso. Assim, Hipdcrates e Galeno,
fundadores da medicina cientifica, definiram que droga seria toda a substancia que, nao sendo

vencida pelo corpo humano, teria a capacidade de o vencer [1-4].

De acordo com a definicdo classica da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) a palavra
droga, refere-se a qualquer substancia que uma vez introduzida num organismo vivo pode
modificar uma ou varias das suas fungdes. A definicdo de abuso, introduzida em 1969 pela OMS,
alude ao consumo excessivo, persistente ou esporadico de uma droga, inconsciente ou nao, e

gue nao se relaciona com uma utilizacdo terapéutica [5].

De uma maneira geral, o termo “drogas de abuso” refere-se a substancias psicoativas
que modificam o comportamento, a afetividade e a consciéncia, suscetiveis de consumo com
fins nao terapéuticos e ilicito. Sob esta designacdo genérica incluem-se varias substancias
quimicas de origens diversas (naturais, sintéticas ou semissintéticas), onde se englobam, entre

as mais conhecidas, os opiaceos, a cocaina, os canabinoides e as anfetaminas [3].

Nos dois Ultimos séculos, a droga, apos atravessar tempos mais remotos, acabou por
assumir uma tripla dimensao: a de mercadoria, como ponto de ligacao entre as componentes
juridica, econdémica e fiscal; a dimensao ludica e terapéutica, como fonte de desinibicdo

favorecedora do convivio social e como instrumento de tratamento médico; e, por Gltimo, a



dimensao de objeto e de origem do crime, numa perspetiva emergente, sobretudo a partir de

meados do século XX [1,3].

1.2. Opiaceos

O termo opiaceo refere-se a todas as substancias naturais presentes no opio, como a
morfina e codeina, também incluindo alguns derivados semi-sintéticos quando sao resultado de

modificacdes parciais das substancias naturais, como a heroina [6].

A nomenclatura dos derivados do 6pio tem sido alterada com o decorrer dos anos. Ja
foram denominados narcoéticos, hipnoanalgésicos e narcoanalgésicos, termos considerados
impréprios por incluirem outras substancias que provocam sono. Também ja foram
denominados opiaceos, de inicio uma designacdo genérica e depois restrita aos derivados
naturais do dpio. O termo opidide foi proposto por Acheson para designar as drogas com acao
semelhante a morfina (MOR), porém com estrutura quimica diferente. Contudo, o conceito de
opioide evoluiu e passou a incluir todas as substancias naturais, semi-sintéticas ou sintéticas

que reagem com os recetores opioides, quer como agonistas quer como antagonistas [6-8].

O o6pio (do grego Opion, “sumo de planta”), substancia original desse grupo
farmacologico, é extraido pela incisdo do ovario da papoila Papaver somniferum, (também
conhecida na giria popular como papoila dormideira), este tém um aspeto de resina pastosa,
coloracao acastanhada, forte odor, sabor amargo e 25% do seu peso sao alcaloides. Os alcaloides

do opio sao de dois grupos distintos, os fenantrénicos e os benzoicoquinoleinas (tabela 1) [7,9].

Tabela 1 - Classificacao dos alcaloides naturais
presentes no Opio com respetiva concentracdo em

percentagem.
Alcaloides do épio

Morfina 10%

Fenantrénicos Codeina 1%
Tebaina 0,5%

. . i Papaverina 1%

Benzoicoquinoleinas -
Noscapina 6%

O opio é uma das drogas mais antigas conhecidas pelo homem, remontando o seu uso a
pré-histdria, onde durante escavacoes de vestigios da era do neolitico, realizadas na Suica,
foram recolhidos restos desta papoila, que indicam com clareza que as suas acdes narcoticas

ja eram conhecidas e aproveitadas [6].

Efetivamente, os escritos de Teofrasto (Século Ill a.C.) sdo os primeiros a fazer

referéncia ao opio. Esta droga era essencialmente usada para esquecer as preocupacoes



quotidianas, a fome e a fadiga, e até no culto aos seus deuses. Através da cultura grega e, mais
tarde, da romana, as propriedades terapéuticas do 6pio chegaram aos médicos da Europa
Medieval, sendo esta droga prescrita pelas suas propriedades antitussicas, antidiarreicas,

hipndticas, analgésicas, ansioliticas e euforizantes [7,8,10].

No século XVII no extremo oriente era bastante popular o consumo de 6pio através do
fumo, sendo uma das principais fontes de rendimento das colonias Inglesas, Holandesas e
também Espanholas a partir das Filipinas. Apesar de estar disponivel na Europa, nessa altura,
0 seu consumo ainda nao era problematico. A grande época do opio foi no século XIX, quando
esta droga se tornou um centro de conflito internacional que opds a Inglaterra a China,
desencadeando-se a denominada Guerra do Opio. Nos finais do século XIX, o consumo de 6pio
estava muito interligado ao meio artistico e literario. O snobismo levado ao seu extremo fez
com que se considerasse positivo o consumo de opio. A classe médica e as autoridades sanitarias
ganham consciéncia do risco que pressupdéem o uso dos opiaceos e recomendam que se

estabeleca restricdes quanto ao seu uso [1,3,7-9].

1.3.Incidéncia

Os opiaceos estao figurados entre as drogas de abuso mais usadas em todo mundo. Foi
estimado entre 15 e 21 milhdes o nimero de pessoas que fizeram uso de opiaceos no ano de
2007 a nivel global. Esse uso é bastante comum no hemisfério norte, sendo responsavel por
grande parte dos obitos causados pelo envolvimento de drogas, principalmente nos Estados
Unidos, Europa e Asia, sendo que neste Gltimo esta concentrada mais de metade da populacdo
mundial usuaria de oOpio. Isso deve ao facto de que os paises que possuem maior cultivo e
producao ilicita de opio estarem localizados na regido asiatica. Na Europa, estatisticas
divulgadas no ano de 2009 mostram que do total de trinta paises estudados, os opiaceos
representam cerca de 85% do nimero de mortes relacionadas ao uso de drogas em onze deles,

seguindo de 70% de débitos em outros seis paises [11].

Em Portugal, de acordo com o relatério anual do Observatorio Europeu da Droga e da
Toxicodependéncia (OEDT) no ano de 2011, 4388 pacientes foram tratados por abuso de drogas,

sendo que, 70% dos casos relativos ao consumo de opiaceos [12].

1.4. Morfina

Em 1803, o farmacéutico alemao Friedrich Sertiirner, isolou pela primeira vez um
alcaloide especifico a partir do 6pio ao qual lhe atribui o nome de morfina (MOR), em memoria

de Morpheu, o deus dos sonhos. Porém é somente em 1833 que os quimicos Macfarlane & Co.



(atualmente Macfarlane-Smith), em Edimburgo foram capazes de isolar e purificar a morfina

em escala comercial [13,14].

A MOR é um alcaloide de origem natural, com estrutura e atividade semelhante aos
opioides endogenos. E normalmente consumida por via oral, retal, intramuscular, intravenosa
ou subcutanea. A absorcao oral é lenta e incompleta, devido ao metabolismo de primeira
passagem pelo figado, resultando numa biodisponibilidade de apenas 40%. No caso de ser
administrada por via subcutanea, em menos de trinta minutos mais de 50% da quantidade

injetada ja se encontra disponivel em circulacao [13,15,16].

A sua distribuicdo para os tecidos e 6rgaos ocorre imediatamente apos a absorcao,
apresentando o pico plasmatico de 1-1,5 horas. Esta apresenta dificuldade em atravessar a
barreira hemato-encefalica (BHE), sendo que apenas 20% da dose consegue atingir o cérebro
[15,16].

A MOR é biotransformada no figado e nos rins por uma reacao de fase Il, através da
conjugacdo com acido glucuronico pela enzima UGT2B7. Esta conjugacao origina dois produtos
de biotransformacao, a morfina-3-glucuronido (M3G) e a morfina-6-glucuronido (M6G). Esses
produtos sao muitas vezes reabsorvidos através da circulacao entero-hepatica, e encontrados
no plasma em altas concentracoes. Esta metabolizacao converte 70% de MOR em M3G (55%) e
em M6G (15%). Apesar de estar em menor concentracao, a M6G é um metabolito ativo da MOR
com atividade superior a propria MOR livre. Por sua vez, o M3G nao apresenta exercer qualquer
atividade sobre recetores opioides, chegando mesmo a exercer um ligeira atividade

antagonista, diminuindo os efeitos analgésicos da morfina entre 15 a 20% [16-18].

Apos administracao cerca de 10% da dose administrada é excretada na bilis. Os
restantes 90% sao excretados na urina, sendo 10% como morfina livre, 65-70% como glucuronidos
de MOR, 10% como morfina-3-sulfato e 1% como normorfina. A MOR livre é eliminada nas
primeiras horas, mas os derivados conjugados permanecem detetaveis na urina até cerca de 2
dias [16-18].

1.5. Codeina

A codeina (COD) é um opiaceo amplamente utilizado a nivel hospitalar apesar de
apresentar cerca de 10% da poténcia analgésica da morfina, motivo pela qual é uma droga de
abuso pouco utilizada. A COD é um alcaloide fenantrénico natural do 6pio representando apenas
1% do seu peso, por isso a maior parte da COD é sintetizada quimicamente por metilacdo da
morfina [7,19].



Esta é utilizada como antitUssico, auxiliar no tratamento da diarreia e no alivio da dor
fraca a moderada. E considerada como um analgésico fraco sendo que a sua acdo ocorre
principalmente pela metabolizacao da COD a MOR no figado, ja que apresenta pouca afinidade
para os recetores opidides. Contudo a sua acao antitussica provavelmente deve-se a interacao

da prépria COD com recetores distintos [18].

A acdo da COD depende da sua conversao em MOR por meio da metabolizacdo hepatica
pela desmetilacao pelo citocromo P450 (CYP2D6), em uma das trés vias: glucoronidacdo na
posicdo 6-OH para COD-glucoronido, N-desmetilacdo para norcodeina (10-20%) e O-
desmetilacdo para MOR (5-15%). A normorfina e hidrocodeina sdao também metabolitos
encontrados em menor quantidade. Assim, o efeito analgésico e antitUssico da COD depende
da atividade dos metabolitos formados e das enzimas envolvidas na biotransformacao do
opiaceo, que podem, levar a uma diferenca substancial na concentracdo plasmatica dos
metabolitos [19].

A COD possui boa biodisponibilidade oral e parenteral com indicies de 60% de
efetividade e apresenta um tempo de meia-vida plasmatico de 2 a 4 horas. Independentemente
da forma de consumo, a COD é eliminada principalmente pela via urinaria. A maior parte da
dose (40-70%) é excretada na urina sob a forma conjugada, 5-17% em COD livre e 10-20% em
NORCOD e MOR livre [18,19].

1.6. Heroina

A diacetilmorfina foi registada pela farmacéutica alema Bayer, com o nome comercial
de heroina (HERO). Esta foi utilizada como farmaco de 1898 até 1910, ironicamente (uma vez
que é mais aditiva) como substituto nao causador de dependéncia para a morfina e antitUssico
para criancas. A HERO foi proibida nos paises ocidentais no inicio do século XX, devido aos

comportamentos violentos que estimulava nos consumidores [7].

Hoje em dia, a HERO ¢ ainda um indicador principal para a problematica das drogas de
abuso que, de acordo com o EMCDDA, define-se como uma droga ilicita com consequéncias a
nivel social, psicoldgico e fisico, e por possuir alta capacidade em provocar dependéncia é
considerada uma das drogas de abuso mais perigosa. O consumo de HERO misturada com outras
drogas € muito frequente, por exemplo com cocaina (“speedball”), para prolongar e intensificar

os seus efeitos [20,21].

A HERO é uma droga opidide semi-sintética, obtida a partir da acetilacao dos grupos
hidroxilo da molécula de MOR através da reacao com o anidrido acético. A administracao da
HERO é feita geralmente por via intravenosa, intranasal (aspirada) e inalatéria (fumada em

cigarros ou através da inalacdo dos vapores resultantes da queima direta do po). A



administracdo intravenosa é feita tanto na forma de base livre, que é usualmente misturada
com acidos organicos (vinagre ou sumo de limao) pelo proprio usuario para aumentar a

solubilidade em agua, quanto na forma de cloridrato de heroina [6,7,15].

Apesar de apresentar menor eficacia, recentemente, as vias de administracio
intranasal e inalatoria tém substituido de forma gradual a forma de administracao intravenosa.
Provavelmente devido a serem uma forma de consumo menos invasiva, evitando assim o uso da
injecdo que é muitas vezes responsavel pela contaminacdo pelo virus da imunodeficiéncia

humana (VIH) e da hepatite, e também evita as hemorragias venosas [20].

A HERO é mais lipossolivel que a MOR, e desta forma, atravessa mais facilmente a BHE,
pelo que a sua acdo € mais rapida e intensa. No organismo a HERO sofre uma rapida hidrolise
por esterases, presentes no sangue e figado, e é convertida em 6-monoacetilmorfina (6-MAM)
que, atingem o pico plasmatico em simultaneo, em cerca de 5 minutos, apresentando a HERO
uma tempo de meia-vida plasmatica de 4-6 minutos e a 6-MAM de 15-30 minutos. A
metabolizacdo da HERO ocorre de seguida pela hidrélise da 6-MAM formando a MOR com um

tempo de meia-vida plasmatico de 1,5-3h (tabela 2; figura 1) [22].

O-Demethylation
CODEINE
ACETYLCODEINE HO

NeDemethylation o

HO™
MORPHINE

lN- Demethylation

6-MONOACETYL-
MORPHINE
(6-MAM)

NORCODEINE

NORMORFPHINE

Figura 1 - Visdo geral do metabolismo da heroina e acetilcodeina. Para maior clareza, os
metabolitos glucuronidos foram excluidos (adaptado de MeadWay et al., 2002) [22].

Tabela 2: Tempos de detecao dos opiaceos em estudo [15,16,18,22]

Pico Tempo de meia-  Janela de detecao Janela de
Compostos Py - et : = oo .
plasmatico vida plasmatico sanguinea detecdo urinaria
HERO 5 minutos 4-6 minutos < 5-10 minutos Metabolizada
6-MAM 5 minutos 15-30 minutos 1-3 horas 7 horas
MOR 1-1,5 horas 1,5-3 horas 6-12 horas 12-48 horas
CcoD 1-2 horas 2-4 horas 8 horas 24-48 horas

Devido ao tempo de detecdo da HERO ser relativamente curto (5-10 minutos)
geralmente, o despiste do consumo de HERO é realizado através da detecdao dos seus

metabolitos ativos, a 6-MAM e MOR. A acetilcodeina é um subproduto da fabricacao da HERO,



desta forma, a COD (metabolito ativo da acetilcodeina) é também encontrado em consumidores

de HERO e portanto, é importante a sua detecao [22,23].

Cerca de 70-90% do total da HERO administrada é excretada nas primeiras 24 horas por
filtracao glomerular (via urinaria) e 7-10% por excrecao biliar. A HERO nao apresenta grande
afinidade pelos recetores opidides. Pelo que, a sua acdo narcotica é mediada pelos seus

produtos ativos de biotransformacao [23,24].

1.7. Propriedades fisico-quimicas

A MOR ¢é o prototipo de todos os opidides. A sua estrutura basica consiste na fusao de
cinco anéis rigidos (A-E) que se apresentam na forma de T (figura 2). Possui um grupo amina
terciario fundamental para a sua atividade, contem também um grupo fendlico, um grupo

alcool, um anel aromatico, uma ponte éter e uma dupla ligacdo [10].

Figura 2: Estrutura quimica da morfina mostrando os seus anéis (A-E) e a sua forma T

(Adaptado de Patrick et al., 1995) [10].

A COD é o éter metilico da MOR, esta sofre uma metilacdo na ligacdo fenodlica 6-OH,
que causa a reducado da atividade analgésica para 0,1% da MOR. Essa queda na atividade é
observada em analogos da MOR que possuam o grupo fendlico mascarado, com isto, pode-se
inferir que o grupo fendlico livre é crucial para a atividade dos opidides. JA 0 mascaramento ou
a perda completa do grupo alcool ndo diminui a atividade analgésica e pode, em alguns
compostos ter o efeito contrario. Em analogos da MOR em que ocorreu a remoc¢ao do grupo 6-
hidroxilo, da ponte éter, da dupla ligacdo ou substituicdo do metil no grupo N também nao
apresentaram reducao na atividade. Ja o grupo N e o anel aromatico parecem ser cruciais, pois
se um destes grupos for removido, toda a atividade analgésica demonstrada pelos opidides é
perdida [10].

Na tabela 3 estao resumidas as principais caracteristicas fisico-quimicas dos opiaceos

em estudo.



Tabela 3 - Estrutura e propriedades fisico-quimicas da morfina, codeina e 6-
monoacetilmorfina

Férmula Peso molecular
CAS

Composto Estrutura quimica molecular (g/mol) pKa
MOR 57-57-2 C47H19NO; 285,4 9,12
cob 76-57-3 C18H21NO;3 299,35 9.19

HO O
6-MAM 2784-73-8 o] 0 C19H21NO4 327,37 9,08
OH
_ N—~cH,
HoG” oW N

1.8. Recetores opidides

Desde a primeira metade do século XX, existia o conceito da provavel existéncia de
estruturas celulares que reconhecessem as diversas moléculas num organismo, permitindo
assim a sua ativacao. Essas estruturas, denominados recetores, demostravam alto grau de
especificidade para cada substancia. No entanto, somente com o desenvolvimento de técnicas

modernas de biologia molecular foi possivel conhecer os seus detalhes [25].

No estudo pioneiro de Candace Pert e Solomon Snyder, publicado em 1973, usando uma
molécula de MOR marcada com um radioisotopo demonstraram a existéncia de recetores
especificos para a MOR no cérebro de mamiferos e cobaias. Essa descoberta desencadeou uma
pesquisa por varios investigadores na procura da molécula endoégena que estimulava esse
recetor, que culminou com a descoberta das endorfinas, por John Hughes e Hans Kosterlitz em
1975. Desde essa altura, uma grande variedade de recetores e subtipos foram identificados
[16,10].

Os recetores opidides podem ser ativados tanto pelas drogas derivadas do 6pio como
por substancias enddgenas chamadas “péptidos opidides enddégenos”, como as encefalinas,
endorfina e dinorfinas, que sdo produzidas por estimulos nociceptivos. Esses recetores podem
ser de trés tipos: g (mu), K (kappa), 0 (delta). O recetor p também chamado de OP3 ou MOP
caracteriza-se por ser agonista da morfina, e é encontrado no tronco cerebral e talamo medial.

Este recetor é responsavel pela analgesia supra-espinal, controlo do ciclo respiratério e transito



intestinal, euforia, sedacdo e dependéncia fisica. Os subtipos de p incluem o Mu1 e Mu2, com
Mu1 relacionado com a analgesia, euforia e serenidade, enquanto Mu2 esta relacionado com a
depressao respiratodria, prurido, libertacdo de prolactina, dependéncia, anorexia e sedacao. O
recetor K, agonista da cetociclazocina, esta localizado no sistema limbico, tronco cerebral e
medula espinal. Este é responsavel pelas fun¢des de nocicepcao, termorregulacao, controle da
diurese e secrecao neuroendocrina. Este tipo de recetor € também conhecido por OP2 ou KOP.
O recetor 0 caracteriza-se por ser agonista da delta-alanina-delta-leucina-encefalina e é
encontrado em grande parte do cérebro, nomeadamente nos nucleos pontinos, amigdalas,
bulbo olfatdrio, cortex cerebral profundo e nos neurdnios sensitivos periféricos. Os seus efeitos
nao sao bem conhecidos, mas pensa-se estarem ligados a efeitos emocionais. Estes recetores
sdo chamados também por OP1 ou DOP [8,10,17, 26].

1.9. Mecanismo de acao

A nivel molecular, os recetores opioides sdo recetores metabotropicos acoplados a
proteinas G inibitorias (G;/Go), que consistem em sete dominios hidrofébicos transmembranares
(I-VIl). A ligacao do opidide ao seu recetor resulta na fosforilacdo da proteina G e ocorre a
dissociacdo de Gj, do dimero Gg,. A dissociacdo entre as subunidades inicia uma cascata de
eventos intracelulares que medeiam o efeito antinociceptivo dos opidides em neuronios

aferentes primarios. Estes eventos (figura 3) incluem:

e Inibicao da enzima adenilato ciclase (AC), provocando uma diminuicao na sintese
de adenosina monofosfato ciclico (cAMP) intracelular;

e Inibicao dos canais Ca?* sensiveis a voltagem;

e  Ativacao da via fosfotidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKT, que por sua vez ativa a via
da L-arginina/ oxido nitrico/ monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) no tecido
subcutaneo que leva a ativacao dos canais K* dependentes de ATP, provocando

hiperpolarizacdo da membrana plasmatica [26,27].
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Figura 3: Eventos intracelulares desencadeados pela ativacao de
recetores opidides. AC, adenilato ciclase; akt (PKB), proteina quinase B;
ATP, adenosina trifosfato; cAMP, monofosfato ciclico de adenosina; cGMP,
monofosfato ciclico de guanosina; KATP, canal de potassio sensivel a ATP;
NO, oxido nitrico; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase; PKG, proteina quinase
G (adaptado Tambelli et al., 2009) [26].

Como consequéncia, ha hiperpolarizacdo do neuroénio e reducdo da libertacdo de
neurotransmissores excitatorios (acetilcolina, noradrenalina, serotonina, substancia P e

dopamina) na fenda sinaptica, blogueando a percecao dos sinais de dor [16].

1.10.Efeitos farmacoloégicos e toxicoldgicos

Os opiaceos afetam tanto as fungdes cognitivas como motoras. Os efeitos variam em
funcao da quantidade consumida, qualidade do produto, tolerancia, contexto de consumo e a
forma de consumo. Em casos de intoxicacdo cronica, o uso regular de opiaceos favorece a perda
de apetite e subnutricao. O estado de salde em geral deteriora-se devido a diminuicdo das
defesas naturais do organismo, problemas de origem cardiaca e respiratoria, bem como a nivel
hormonal [28].

1.10.1. Sistema nervoso Central (SNC)

e Analgesia: Eficaz no alivio de dores leves, continuas e sem localizacao especifica,
proveniente de O6rgdos internos. Menos eficaz para dores superficiais tipo

pontada. As dores neuropaticas podem ser resistentes, porém os pacientes
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referem discreta reducao na intensidade e melhoria em relacao ao desconforto
gerado pela dor;

¢ Sedacdo: Dificuldade de concentracao e sonoléncia;

e Euforia e disforia: Sensacao de bem-estar (euforia) em individuos com dores, caso
contrario, pode gerar agitacao e inquietacao (disforia);

e Alucinacoes.

Um aspeto importante da analgesia destes opiaceos € que ocorrem sem perda de

consciéncia [13,16,29].

1.10.2. Sistema endocrino

e A temperatura corporal baixa depois de uma dose momentanea mas aumenta
com dosagens cronicas;

e Aumento da libertacado da hormona antidiurética (ADH);

¢ Inibicao da secrecao da hormona adrenocorticotrofina (ACTH);

e Inibicdo da secrecdo das hormonas gonadotrofinas: hormona foliculo estimulante
(FSH) e hormona luteinizante (LH);

¢ Inibicao da secrecao da hormona libertadora da tirotrofina (TSH) [13,16,29].

1.10.3. Sistema cardiovascular

e Discreta bradicardia pela reducao do tonus simpatico e efeito direto sobre o né
sinoatrial;

e Vasodilatacéo periférica causada pela libertacao de histamina e reducao do ténus
simpatico que pode levar a hipotensao, principalmente em caso de hipovolemia
associada [13,16,29].

1.10.4. Sistema respiratorio

e Depressao respiratoria mediada pelos recetores p localizados no centro
respiratorio do tronco cerebral. Ocorre a diminuicao da frequéncia respiratoéria
e a dessensibilizacdo dos quimiorrecetores centrais a alteracdes de pressao
parcial do dioxido de carbono;

e Supressao do reflexo da tosse [13,16,29].

1.10.5. Sistema gastrointestinal

e Aumento do tonus do musculo liso e reducao da motilidade gastrica, resultando
numa diminuicdo da absorcdo, aumento da pressao no sistema biliar e
obstipacao;

e Pode desencadear vomitos e nauseas [13,16,29].
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1.10.6. Prurido

. Alguns opidides desencadeiam a libertacdo de histamina pelos mastdcitos

resultando em urticaria, prurido, broncospasmos e hipotensao [13,16,29].

Estes efeitos sao agravados no caso de serem consumidas quantidades superiores de
opiaceos. Em caso de overdose a morte quase sempre acontece por paragem respiratoria devido

a elevada depressao respiratoria que estes alcaloides originam [15].

1.11.Tolerdncia e dependéncia

A tolerancia é caracteriza pela reducado progressiva do efeito gerado por uma mesma
dose de droga, quando repetidas doses sdo administradas, com perda gradual da sua eficacia.
Para que se consiga a resposta original é necessario a administracdao de uma dose mais alta. A
tolerancia é muitas vezes acompanhada pelo desenvolvimento de dependéncia. Esta é definida
pela ocorréncia de uma sindrome caracteristica (sindrome de abstinéncia) quando a droga é

interrompida ou quando se administra um antagonista [30].

A tolerancia e dependéncia sdao um fendmeno comum a todos os opiaceos, nao se
devendo a um Unico fator, mas sim dependente de varias circunstancias. Em primeiro lugar,
produzem-se mecanismos neurologicos de adaptacao aos recetores opidides, especialmente os
recetores y, que modificam a interacao dos opidides com os seus ligandos ou com a proteina G,
estando este mecanismo de adaptacao na base da dependéncia farmacoldgica aos opiaceos que
se inicia com as primeiras doses. Em segundo lugar, a capacidade de biotransformacao de
desintoxicagao encontra-se diminuida, contribuindo para o aumento do tempo de semi-vida

plasmatico deste toxico aumentando a sensibilidade do organismo ao mesmo [30,31].

A administracdo croénica (figura 4) de opiaceos supra-regula o fator de transcricao de
ligacdo a enzima cAMP (CREB) que estimula a transcricao da AC, que por sua vez, restaura a
producao de cAMP a niveis normais. O aumento do cAMP estimula a proteina cinase A (PKA),
que fosforila (ativa) a CREB e o canal se sodio dependente de voltagem. Sendo assim, a supra-

regulacao da via do cAMP neutraliza os efeitos agudos da droga, resultando em tolerancia [31].

12



ATP

Figura 4 - Inducao da tolerancia aos opiaceos por administracao
cronica. J, recetor opidide mu; AC, adenilato ciclase; ATP,
adenosina trifosfato; cAMP, monofosfato ciclico de adenosina;
CREB, fator de transcricdo de ligacdo a enzima cAMP; GDP,
guanosina difosfato; GTP, guanosina trifosfato; K*, potassio;
Na*, sodio; PKA, proteina quinase A; aj, subunidade a da
proteina G; B, subunidade B da proteina G; y, subunidade y da
proteina G, (adaptado Swift et al., 1997) [31].

Com o uso cronico de opidides, apods a retirada brusca destes ocorre a diminuicao da
libertacdo de dopamina, reducdo dos niveis de endorfinas e aumento da libertacao de
norepinefrina, ocasionando o chamado sindrome de abstinéncia caracterizado por ansiedade,
salivacdo excessiva, sudorese, vomitos, febre, diarreia, respiracdo ofegante, dores, insonias,

entre outros [29,31].

2. Detecao de opiaceos em matrizes biolégicas

2.1.Matriz biolégica

Atualmente sdo varias as amostras bioldgicas utilizadas em toxicologia forense e clinica,
com o objetivo de detetar e quantificar analitos. A escolha do material bioldgico para a
realizacao de analises toxicologicas deve ter em consideracao as caracteristicas toxicocinéticas

dos compostos a detetar e a finalidade da analise.

O sangue total, matriz de grande complexidade, é das amostras mais utilizadas para

pesquisa de substancias desconhecidas. Esta possui como principais vantagens:

e Correlacao direta entre a concentracao e os efeitos bioldgicos da droga;
e Facil manuseamento;
o Dificil de adulterar;

e Possibilidade de obter um volume elevado de amostra;
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e S0 necessarios apenas alguns minutos, apds o consumo, para que a droga e/ou

os metabolitos possam ser detetaveis.

Apesar das diversas vantagens que suportam a elevada taxa de utilizacdo de sangue

total como amostra, o seu uso também esta associada a algumas desvantagens, como:

e Processo de recolha invasivo;

e A colheita tem de ser efetuada por pessoal especializado e exige equipamento
especifico;

¢ A obtencdo de uma segunda amostra, num momento diferente da primeira, nao
pode servir de contra-analise;

e Curta janela de detecao quando comparado com outras matrizes nao
convencionais, (Ex: cabelo);

e O seu elevado conteldo proteico que dificulta o processo de extracao.

Estas mesmas caracteristicas também se aplicam para os restantes derivados

sanguineos: soro e plasma [32,33].

Nesta dissertacdo, a matriz bioldgica escolhida foi o sangue post-mortem. Pois, no
contexto atual da toxicologia forense esta matriz torna-se cada vez mais importante na
investigacao em casos de morte, devido ao aumento crescente da disponibilidade e do uso
abusivo de farmacos e drogas ilicitas, a nivel mundial. Em geral, a avaliacao da intoxicacao é
feita através da analise da concentracao sanguinea post-mortem do possivel agente tdxico
envolvido. Neste caso € recomendado recolher o sangue total da veia femoral ou subclavia, pois
este encontra-se mais afastado da regiao central do corpo e desta forma é usualmente menos
afetado pelas mudancas post-mortem (fenémenos de redistribuicdo e contaminacdo, entre
outros) [32,33].

2.2. Técnicas de extracao

A analise de amostras biologicas por técnicas cromatograficas requerem um
procedimento preparatorio da amostra, devido a complexidade das matrizes envolvidas,
remocao de interferéncias, incompatibilidade com os sistemas cromatograficos e ao facto de
muitos dos compostos a analisar se encontrarem em concentracfes vestigiais. Esse
procedimento de pré-tratamento da amostra permite a obtencao dos analitos de interesse numa
forma e concentracdao que possam ser rapidamente injetados e separados no sistema
cromatografico, com uma seletividade e sensibilidade adequada. Por outro lado, a presenca de
compostos endogenos, como proteinas, lipidos, entre outros, incompativeis com certas colunas
cromatograficas sao responsaveis pela diminuicdo da eficiéncia extrativa e pela sensibilidade

do método. Dado que em geral os compostos a analisar se encontram em quantidades vestigiais,
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a preparacdo da amostra permite também aumentar a sensibilidade do método pela

concentracao dos analitos no extrato obtido [33-35].

Nos ultimos anos tem-se procurado o desenvolvimento de técnicas extrativas que sejam
mais céleres, mais simples e que utilizem uma menor quantidade de solventes organicos,
diminuindo desta forma os custos e tempo gastos com esta etapa morosa em laboratorio. Entre
as varias técnicas de preparacao de amostra, as mais utilizadas sao a extracao liquido-liquido
(LLE) e a extracdo em fase solida (SPE). No entanto, devido as razdes anteriormente descritas,
existe uma tendéncia crescente, para o uso de técnicas mais amigas do ambiente, como é o
caso da microextracao em fase solida (SPME), a microextracao em seringa empacotada (MEPS),
a extracdo dinamica em fase sélida (SPDE), a microextracao em polimero monolitico (PMME),

agitadores absortivos (SBSE), entre outros [34-37].

2.2.1. Microextracao em seringa empacotada

A microextracdo em seringa empacotada (MEPS) é uma técnica de microextracao,
desenvolvida em 2004 por Abdel-Rehim nos laboratorios da AstraZeneca, Suécia. A técnica MEPS
é considerada como uma versao miniatura da técnica convencional SPE, empregando os seus
principios basicos, mas na forma de uma pequena coluna de enchimento inserida numa seringa,
por onde se faz passar amostra multiplas vezes, a fim de aumentar a recuperacao dos analitos

de interesse numa matriz [38,39].

Quando comparada com outras técnicas, a MEPS é uma técnica relativamente rapida
de executar, simples e robusta que pode ser aplicada nao s6 a amostras mais complexas como
plasma e urina, como também a amostras com conteldos elevados de solventes organicos. Por
ouro lado, tém ainda como vantagem o facto de se obterem rendimentos de extracao elevados
(60-90%) quando comparados com a SPME (1-25%), o uso de solventes organicos ser reduzido e
a quantidade de amostra necessaria ser tdo baixa quanto 10-100uL, ao contrario do que
acontece com técnicas mais tradicionais como LLE e a SPE. Além disso, o suporte solido pode
ser reutilizado até 100 vezes em extracoes de plasma/sangue e mais de 400 vezes no caso de
amostras de agua, contrariamente as colunas de SPE que sao descartadas apos cada utilizacao,
tendo por isso esta técnica um baixo custo por analise. Outra grande conquista da MEPS é a
possibilidade de esta permitir injetar diretamente os eluatos (normalmente 20-50uL) nos
sistemas cromatograficos, sem qualquer modificacdo do dispositivo de extracao, o que facilita

o0 seu acoplamento on-line a estes sistemas [38-42].

A seringa MEPS disponivel comercialmente consiste em duas partes, uma seringa
semelhante a de injecao em LC (100-250pL) e um dispositivo cilindrico (BIN - Barrel Insert and
Needle Assembly) que contém a coluna de SPE. No BIN encontra-se a fase estacionaria, onde

esta empacotado aproximadamente 1mg de material sélido, protegido por dois discos (frits)
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quimicamente inertes de politetrafluoroetileno (PTFE), polietileno ou estruturas de aco

inoxidavel que impedem o movimento da fase estacionaria (figura 4) [39,40,43].
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Figura 5: Seringa MEPS (250pL) e BIN da SGE. Representacao
esquematica da coluna de extracdo (adaptado de Abdel-
Rehim, 2010) [43].

A MEPS tem como objetivo remover compostos interferentes que estejam presentes
numa matriz, permitindo em simultaneo o isolamento e a concentracao seletiva dos analitos de
interesse. Esta técnica de extracdo consiste na passagem da amostra liquida, por meio de
aspiracoes, por uma coluna que contém no seu interior o sélido sorbente, deste modo o analito
fica retido na fase solida isolado da matriz, sendo que os interferentes sao eliminados pela
lavagem da coluna. Seguidamente, o composto de interesse é eluido da coluna por intermédio
de um solvente organico, levando desta forma a obtencao de um extrato onde os analitos estao

purificados e concentrados [34,39,40,43].

O desempenho da técnica MEPS é afetado por varios fatores, tais como a diluicdo da
amostra, pH, composicao e volume da solucao de lavagem e de eluicao, quantidade de sorbente
e o mais importante o material sorbente. Sendo assim, o passo principal no desenvolvimento

de uma extracdo por MEPS a otimizacdo destas variaveis [40,43].

Os materiais sorbentes usados em MEPS sdo em grande parte dos casos constituidos por
silica. A silica € um material sélido, amorfo e poroso, que apresenta a superficie quimica
ocupada por grupos hidroxilo, designados de silanol. A selecdo adequada do sorbente é de
extrema importancia para alcancar resultados satisfatorios de limpeza e recuperacdo de
analitos. Sendo varios os sorbentes comercialmente disponiveis: octadecilsilano (C18),
etilsilano (C2), octilsilano (C8)), permutador cationico forte (SCX), material de acesso restrito
(RAM), copolimero de poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB), modo-misto C8/SCX (M1) e

polimeros moleculares impressos (MIPs) [40,43].

Numa primeira fase (acondicionamento), o suporte sélido é ativado com um solvente
adequado, normalmente metanol, que vai solvatar os grupos funcionais da fase estacionaria
permitindo um interacado maxima entre o soluto e a fase organica ligada. O ar que se encontra
na coluna é removido e os espacos vazios sdo preenchidos pelo solvente. Terminada a passagem

do solvente, é aplicada na coluna agua ou tampdes aquosos de modo a manter o equilibrio
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quimico. Seguidamente, a amostra é aspirada pela seringa, a fim de os analitos de interesse
ficarem retidos na fase estacionaria. Normalmente, este processo é realizado com varias
repeticoes, de forma a garantir a concentracao dos analitos no interior da seringa. Para uma
aspiracao bem-sucedida da amostra através do sorbente, a amostra requer uma diluicdo para
reduzir a viscosidade (1:5 para urina e plasma e 1:25 para sangue) bem como a remocao de
macroparticulas por centrifugacao e eventual desproteinacdo. A velocidade de aspiracdo nao
deve ser muito elevada (normalmente variando entre 10-20uL/s), para permitir uma forte
interacao entre os analitos e o sorbente, bem como para nao forcar fisicamente e destruir o
sorbente da coluna. A terceira etapa diz respeito a lavagem da coluna, tendo como finalidade
remover proteinas e outros interferentes que possam ter interagido com o sorbente da coluna.
Nesta fase os solventes a utilizar devem ser misciveis com a fase estacionaria, devendo ainda
ter pouca afinidade pelos analitos, de forma a evitar que estes sejam removidos da fase
estacionaria. Na quarta etapa é feita a eluicao dos analitos com recurso a um solvente organico
pelo qual o analito tem afinidade para interromper a interacao sorbente-analito. Este solvente
deve ser capaz de eluir todos os analitos em pequenos volumes e ser miscivel com a fase mavel
do sistema cromatografico, normalmente usa-se metanol, isopropanol ou acetonitrilo. Em
alguns casos, o eluente volatil pode ser seco sob uma corrente fraca de azoto e o analito ser
redissolvido na fase movel ou outra solucao antes da injecdo. O Ultimo e quinto passo € a re-
lavagem e tem como objetivo diminuir ou eliminar o efeito carryover e a reutilizacao do
sorbente da coluna MEPS. Esta lavagem pode ser efetuada com agua pura e metanol
[34,40,41,43].

2.3.Técnicas de separacao e detecao

Devido aos opiaceos serem das substancias mais consumidas a nivel mundial, existem
inimeros métodos analiticos de detecdo e quantificacdo destes compostos em diferentes
matrizes bioldgicas com recurso aos mais variados sistemas de extracao e analise. Desta forma,
a tabela 4, foca-se de forma resumida nos trabalhos publicados ao nivel da detecdo e
quantificacdo dos compostos em estudo em amostras biolégicas com recurso a técnicas de
microextracao. Esta pesquisa foi efetuada na base de dados da U.S. National Library of
Medicine, National Institutes of Health (PubMed), limitada a artigos cientificos publicados
entre Janeiro de 2004 e Junho de 2014 (10 anos). Foram utilizadas como palavras-chave:

morphine, codeine, 6-monoacetylmorphine e microextraction.
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Tabela 4 - Métodos de microextracao para determinacao de opiaceos em amostras biologicas.

Analito  Amostra Técnicade  Modo de LOD LLOQ Recuperacdo o co an oo
(volume)  extracdo detecdo (ng/ml) (ng/ml) (%)
MOR Urina 11,3
cob  (500uL) SPME HPLC-DAD 10 30 384 [44]
MOR  Cabelo >8
o (30mg  SELPME  HPLC-DAD 20 50 o [45]
MOR Urina 8
cop  (5000) LPME HPLC-DAD 21 100 . [46]
MOR Urina 35
6-MAM  (5000L) SPME GC-MS 301 7 n/d [47]
CcoD Urina 72
MOR  (500uL) SPME ESI-MS 52 100 o4 [48]
MOR " 19,5 65,1 98
cob (521”3 PMME CE-UV 13,4 37,5 102 [49]
6-MAM 11,2 44,5 96
MOR
cop (%rﬁg‘; SPME GC-MS 0,2 (ng/mg) 0,6 (ng/mg) n/d [50]
6-MAM
MOR Cabel 0,005 (ng/mg) 0,01 (ng/mg) )
cop (%rﬁg‘; SPME GC-MS 0,002 (ng/mg) 0,005 (ng/mg) o [51]
6-MAM 0,005(ng/mg) 0,01 (ng/mg)
MOR Urina 20 28,7
cop 5mL) DLLME HPLC-DAD 0,2 0 83 [52]
MOR Plasma 97
cop (ml)  DLLME-SFO  HPLC-DAD 5 25 937 [53]
MOR  Urina LPME HPLC-DAD 50 100 94,6 [54]
(5mL)
MOR Plasma 90
s-MAM  (5000L) SPME LC-MS/MS n/d 0,5 o5 [55]
MOR 93
cop angue SPME LC-MS/MS n/d 50 87 [56]
(500L)
6-MAM 83
MOR Urina 20 31,5
cop i DLLME HPLC-DAD 0,2 0 27 [57]
MOR 35,2
cop (Z%nﬁg‘; SPME GC-MS n/d 0,5 (ng/mL) 37,87 [58]
6-MAM 34,15

Legenda: 6-MAM, 6-monoacetilmorfina; CE, eletroforese capilar; COD, codeina; DAD, detetor diode array; DLLME,
microextracao liquido-liquido dispersiva; ESI, ionizacao por electrospray; GC, Cromatografia gasosa; HPLC,
cromatografia liquida de alta eficiéncia; LC, cromatografia liquida; LPME, microextracdao em fase liquida; MOR,
morfina; MS, espectrometria de massa; MS/MS, espectrometria de massa em tandem; n/d, nao disponivel; PMME,
microextracdo em polimero monolitico; SE, Surfactant enhanced; SFO, gota organica flutuante; SPME,
microextracao em fase solida;
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2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detetor
eletroquimico coulométrico

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma extensdao da cromatografia
liquida classica, e é caracterizada pelo uso de colunas com um diametro interno de 2-5mm,
empacotadas com particulas de baixo tamanho, 3-10um, que constituem a fase estacionaria. A
fase movel circula sob alta pressao ao longo da coluna com um fluxo controlado. Esta alta
pressao permite separacdes mais rapidas e o uso de fases estacionarias constituidas por micro

particulas permite uma elevada eficiéncia de separacao [59].

O HPLC revelou ser um dos métodos cromatograficos mais eficientes na separacdo, em
virtude do desenvolvimento de instrumentacao automatizada. Permitiu a injecao de volumes
de amostra cada vez menores e reprodutiveis, e a detecao de quantidades de analito cada vez
menores pelos sistemas de detecao acoplados. Esta técnica cromatografica veio completar a
cromatografia gasosa (GC) no tipo de compostos que podem ser separados, uma vez que, 0

HPLC permite a separacao e quantificacdo de substancias termicamente instaveis [29,59].

Os detetores eletroquimicos (ECD ou ED) acoplados a HPLC estdo atualmente entre os
métodos utilizados mais sensiveis para detecao de biomoléculas. Estes detetores baseiam-se na
caracteristica eletroquimica de um composto poder sofrer uma reacao de oxidacdo ou reducao
num elétrodo a um dado potencial constante (em corrente continua, DC). Se o potencial
aplicado for suficientemente elevado, este vai oxidar/reduzir todos os elementos presentes na
fase movel que sejam eletroativos. Este potencial de oxidacdo/reducdo origina um
cromatograma de intensidade de corrente em funcao do tempo. Ao selecionar um potencial
adequado, em que os compostos a detetar sofram oxidacdo/reducao, é produzido um sinal
proporcional a concentracdo de analito presente na amostra. Esse potencial aplicado é
caracteristico para cada composto e depende de varios fatores tais como, a natureza

eletroquimica da superficie da célula, composicdo da fase mavel e pH [59,60].

Na voltametria ciclica, o potencial aplicado ao elétrodo de trabalho varia
continuamente com o tempo, partindo de um valor inicial até um valor limite pré-definido. O
sinal de corrente registado da origem a um voltamograma, que se traduz numa curva de
corrente em fungao do potencial. Esta técnica indica de forma rapida qual o potencial maximo
de oxidacao/reducdo do composto e, pode também ser usado para escolher um potencial no

qual nenhuma interferéncia é detetada, diminuindo assim o sinal de ruido [59].

Os detetores eletroquimicos podem ser de dois tipos: amperométrico ou coulométrico.
No detetor amperométrico, a célula eletroquimica possui uma superficie plana por onde flui a
fase movel. Desta forma, os analitos eletroativos a detetar sdao expostos parcialmente a
superficie do elétrodo, e consequentemente apenas uma parte das espécies presentes no fluxo
sofrem reacao eletroquimica. O sinal de intensidade de corrente desta fracao (tipicamente 5-

15% da concentracao total) é entdo convertido numa estimativa das espécies presentes na
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amostra. Apesar da sensibilidade elevada, os detetores amperométricos normalmente nao
conseguem detetar concentracées muito baixas do analito eletroativo. O aumento da
sensibilidade pode ser conseguido com recurso ao detetor eletroquimico de coulométria. Este
tipo de detetor é caracterizado por ter um elétrodo de grafite poroso, por onde flui a fase
movel. A diferenca deste elétrodo relativamente ao usado na detecdo amperométrica é uma
maior area de exposicao ao solvente e consequentemente uma maior quantidade de espécies
eletroativas sao oxidadas/reduzidas, resultando num pico de sinal mais elevado sem um
aumento do sinal ruido, permitindo desta forma a detecao de concentracdes mais baixas do
composto de interesse. Tipicamente, neste tipo de detecao, o sinal corresponde a quase 100%

dos analitos presentes na fase movel [59,60].
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Il. Parte experimental

1. Material e métodos

1.1.Reagentes e padrdes analiticos

Acetato de etilo (C4Hs0,) (analitical grade), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);
Acetonitrilo PROLABO® (HPLC-grade), VWR Internacional (Carnaxide, Portugal);
Acido acético (CH;COOH), VWR Internacional (Carnaxide, Portugal);

Acido Férmico (CHOOH), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);

Agua desionizada Milli-Q;

Diclorometano, Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);

Dihidrogenofosfato de sédio (NaH,PQ,), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);
Hidrogenofosfato dissodio (Na,HPO,), Panreac Quimica (Cascais, Portugal);
Hidroxido de amonio (NH4OH) (pro-analysis), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);
Hidroxido de sodio (NaOH), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);

Isopropanol, (pro-analysis), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);

Metanol LiChrosolv® (HPLC-grade), VWR International (Carnaxide, Portugal);

Os padrdes analiticos usados neste estudo bem como o padrao interno (HYMOR), foram

adquiridos a LGC Promochem (Barcelona, Espanha).

6-Monoacetilmorfina a 100 pg/mL em metanol;
Codeina a 100 pg/mL em metanol;
Hidromorfina a 100 pg/mL em metanol;

Morfina a 100 pg/mL em metanol;

1.2.Instrumentacao

Balanca analitica da Sartorius S.A. - modelo CP225 (Lisboa, Portugal);

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

Camara de refrigeracado (a 4°C) da Dagard Ibérica (Odivelas, Portugal);

Coluna analitica de fase reversa - modelo Agilent Zorbax 300SB Cg (5 pm, 250
x 4,6 mm i.d.), Soquimica (Lisboa, Portugal);

Coluna MEPS M1 da SGE - Analytical Science (Australia) adquirida a ILC (Porto,
Portugal);
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Filtros de membrana de Nylon da Pall Corporation, VWR Internacional
(Carnaxide, Portugal);

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

Medidor de pH da Metrohm - modelo 744, Soquimica (Lisboa, Portugal);
Micropipetas automaticas da Gilson (volumes maximos de 20, 200, 1000 e
5000pL), VWR Internacional (Carnaxide, Portugal);

Placa de agitacdo magnética da J.P. Selecta - modelo ASINCRO, ILC (Porto,
Portugal);

Seringa MEPS (100-250 pL) da SGE - Analytical Science (Australia) adquirida a
ILC (Porto, Portugal);

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Advantage A10® system da Milipore
(Amadora, Portugal);

Sistema de ultra-som da Elma - modelo Transonic 460/H, VWR Internacional
(Carnaxide, Portugal);

Vortéx Mixer da Labnet International - modelo 230V, VWR Internacional

(Carnaxide, Portugal);

1.3.Padrao interno

Na determinacao de substancias em amostras biologicas € comum recorrer-se a adicao

de uma substancia conhecida a uma concentracdo constante (padrao interno) a amostra, com

o objetivo de controlar a reprodutibilidade da analise. Esta substancia deve ter caracteristicas

fisico-quimicas o mais proximo possivel dos analitos que se pretendem analisar, para que o seu

comportamento durante todo o processo seja semelhante, e principalmente, deve-se assegurar

que este composto ndo esta presente na matriz biologica [61].

Por outro lado, na construcao de modelos de calibracdo € comum usar-se como resposta

a razdo da area cromatografica entre o analito e o padrao interno, minimizando o efeito de

eventuais perdas de analito e assim, manter a precisao, exatidao e linearidade do método [61].

Sendo assim foi selecionada a hidromorfina (HYMOR), um agonista opioide semi-

sintético muito semelhante estruturalmente a MOR, como padréo interno (Pl). Por outro lado,

apresenta um bom comportamento cromatografico e nao interfere com os opiaceos a

quantificar nem com a matriz biologica utilizada.
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1.4.Solucdes de trabalho

As solucdes padrao de trabalho, dos opiaceos em estudo, foram preparadas por
diluicdes sucessivas com metanol a partir das solucdes stock anteriormente referidas. Foram
preparadas solucdes individuais a concentracao final de 250 e 2500ng/mL. No caso do padrao
interno, a solucao padrao de trabalho HYMOR (1pg/mL), foi preparada pela diluicao com

metanol da solucao stock anteriormente referida.
Todas as solugdes de padroes foram armazenadas a 4°C e ao abrigo da luz.

Acido férmico (CHOOH) 2% em H,0 (1L): Pipetou-se 20mL de &cido férmico para um
balao volumétrico de 1000mL de capacidade contendo 500mL de agua Milli-Q. Adicionou-se
agua Milli-Q até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversao. A solucao foi armazenada
a4°C.

Tampao fosfato 0,1M pH 6 (50mL): Para um volume final de 50mL foram pesados
648,5mg de NaH,PO4 e 41,4mg de Na,HPO, para um balao volumétrico de 50mL e dissolvidos
em 10mL de agua Milli-Q. Adicionou-se agua Milli-Q até perfazer o volume do baldo e

homogeneizou-se por inversao. A solucao foi armazenada a 4°C.

Fase movel: Dihidrogenofosfato de sédio 10mM pH 6,6 (1L): Para um volume final de
1000mL foi pesado 1,379g de NaH,PO, para um balao volumétrico de 1000mL e dissolvido em
200mL de agua Milli-Q. Adicionou-se agua Milli-Q até perfazer o volume do baldo e
homogeneizou-se por inversao e ajustou-se o pH de 6,6 com NaOH 1M. A fase movel foi filtrada
e desgaseificada num banho de ultrassons durante 15 minutos. A solucao foi armazenada a 4°C

até a sua utilizacéo.

Acido férmico (CHOOH) 3,36% em H,0 (25mL): Pipetou-se 840uL de acido férmico
para um baldo volumétrico de 25mL de capacidade contendo 10mL de agua Milli-Q. Adicionou-
se agua Milli-Q até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversdao. A solucdo foi

armazenada a 4°C.

Hidroxido de aménio (NH4OH) 2,36% em MeOH (250mL): Pipetou-se 5,9mL de NH,OH
para um balao volumétrico de 250mL de capacidade contendo 200mL de MeOH. Adicionou-se

MeOH até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversdo. A solucao foi armazenada a 4°C.

1.5.Sistema cromatografico e de detecao

Para a otimizacao e validacdo do método foi utilizado um sistema HPLC (1260) com
bomba quaternaria e injetor automatico da Agilent (Santa Clara, EUA). O sistema HPLC foi

acoplado a um detetor eletroquimico coulométrico modelo Coulochem Il da ESA (Dias de Sousa
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S.A., Lisboa, Portugal). Os compostos foram separados utilizando uma coluna de fase reversa
Zorbax 300 SB-C4g (5 pm, 4,6 x 250 mm i.d.) da Agilent (Santa Clara, EUA). Na detecao
coulométrica foi utilizada uma célula eletroquimica (5011A) da ESA (Dias de Sousa S.A., Lisboa,

Portugal).

1.6.Condi¢coes cromatograficas

No sistema HPLC-ED, a separacao dos compostos foi realizada em modo gradiente
(tabela 5) com recurso a uma fase movel de acetonitrilo e dihidrogenofosfato de sodio
(NaH,PO4) com concentracao final de 10mM ajustada a um pH 6,6 com hidréxido de sédio
(NaOH), a fluxo constante de 1,2 mL/minuto a 25°C. A temperatura do sampler foi mantida a
4°C e o volume de injecao de 40 pL. O tempo total de corrida cromatografica foi de 11 minutos
com 2 minutos de post time para garantir a estabilizacao das condicdes iniciais antes da proxima
injecao. O potencial de oxidacao escolhido para a detecao dos analitos foi de +450mV para a
célula E1 e de +850mV na célula E2 com uma sensibilidade de 200nA, parametros estes que

foram anteriormente otimizados.

Tabela 5 - Gradiente da fase movel

% NaH2PO4 90 8 84 84 90
% ACN 10 20 16 16 10
Tempo (minutos) 0 5 8 11 13

A fase movel foi preparada com agua Milli-Q num volume final de 1 ou 2 litros, filtrada
com uma membrana de nylon de 0,2 pm e desgaseificada no minimo durante 15 minutos antes
de ser usada. O seu armazenamento foi feito a 4°C e antes da utilizacao foi deixada a atingir a

temperatura ambiente.

1.7.Matriz biolégica

No presente trabalho foi utilizado como matriz biologica sangue procedente de
excedente de transfusdes sanguineas do Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagao
(Delegacao do centro). Para tentar simular as condicoes de sangue post-mortem, este sangue
foi deixado durante pelo menos 24 horas a temperatura ambiente, tempo apds o qual se
congelou e descongelou num ciclo de 24 horas. Além disso, foram utilizados pools de sangue
total extraido da veia femoral de individuos autopsiados em ambiente hospitalar. As amostras

foram conservadas a -21°C antes da sua utilizacao.
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1.8.Preparacao da amostra

Para diminuir a quantidade de interferentes e o conteldo proteico das amostras e
aumentar a fluidez da amostra, sujeitou-se a amostra de sangue a um pré-tratamento que
consistiu na adicao de 400uL de tampao fosfato 0,1M pH 6, 50uL de padrao interno a 1ug/mL e
acetonitrilo (ACN) refrigerado a -21°C numa razao de 3:1 (ACN:sangue), com subsequente
centrifugacao a 4500 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi em seguida evaporado sob

uma corrente suave de azoto para assim eliminar o ACN adicionado anteriormente.

1.9.Procedimento de extracao

A 250uL de sangue adicionaram-se 8,5mL de acido formico a concentracdo de 2% em

agua, seguido de agitacdo no sistema de agitacao em rolos durante 10 minutos.

Tendo em conta as diferencas no comportamento quimico entre os trés compostos
(valores de pKa) e de forma a obter um compromisso viavel na extracao de todos eles, optou-
se por utilizar uma coluna de modo misto (C8/SCX) para todas as extracdes. Este tipo de coluna

engloba a separacao por interacao hidrofébica com a separacao por troca cationica.

Apos acondicionamento da coluna com MeOH (3 vezes 250pL) e 2% de acido formico em
H,0 (3 vezes 250pL), procedeu-se a aspiracdo da amostra a uma velocidade aproximada de
10pL/s (20 vezes 250pL). A lavagem do sorbente foi realizada com 250uL de uma solucao de
3,36% de acido férmico em H,0. Finalmente procedeu-se a eluicao dos analitos com uma solucao
de 2,36% de NH,OH em MeOH, tendo-se procedido no fim a reutilizacdo da coluna bem como

para evitar fendmenos de carryover com MeOH (3 vezes 250uL) e H,0 (3 vezes 250pL). Por fim

o0 extrato obtido foi evaporado sob corrente de azoto e ressuspenso em 100uL de fase movel.

2. Resultados e discussao

2.1.0timizacao dos parametros cromatograficos

De modo a obter uma boa resolucdo dos picos cromatograficos dos compostos a detetar,
tornou-se essencial a otimizacao da fase movel. Deste modo, foi necessario experimentar varias
fases moveis até obter a separacao pretendida. Esta selecao foi realizada com base na literatura
publicada sobre estes compostos. Assim, numa primeira fase, cada analito foi injetado
isoladamente, de forma a conhecer o tempo de retencao e o seu potencial de oxidacao/reducao
otimo. De seguida, foi injetada uma mistura de todos os opiaceos incluindo o padrao interno

de forma a verificar se ndo existia sobreposicao de picos.
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Inicialmente foi utilizada a fase mével composta por 10mM de NaH,PO4, 0,7mM de
dodecil sulfato de sodio (OSA) ajustado a um pH de 6,6 e 40 % de acetonitrilo, proposta por

Ahmadi-Jouibari et al., [53]. As condicdes testadas encontram-se representadas na tabela 6.

Tabela 6 - Condicoes cromatograficas aplicadas & proposta de Ahmadi-Jouibari et al., [53].

Tentativa % Fase % Fluxo Temperatura Observacées
Mével Acetonitrilo (mL/min) (°C) ¢
. Os analitos foram eluidos na frente de
1 60 40 ! n/a solvente e a linha base era pouco estavel.
2 70 30 1 n/a* Os analitos foram eluidos na frente de

solvente e a linha base era pouco estavel.

Conseguiu-se a separacao da MOR. Quanto
3 90 10 1 n/a* acCobDe 6-MAM osltgmpos de retencao
eram muito proximos ocorrendo
sobreposicao dos picos.

A temperatura controlada de 25°C nao
4 90 10 1 25 houve melhoria na resolucao dos picos
relativamente a tentativa anterior.

*n/a: Nao aplicavel

Dado que, a resolucao dos picos ndo foi conseguida com a anterior fase mdvel, recorreu-
se a proposta de Mahdy et al., [62], que consistia numa fase mdvel de NaH,PO, 10mM a pH 6,6

(solucao A) e acetonitrilo (solucao B) em modo gradiente (tabela 7) a temperatura de 25°C.

Tabela 7 - Composicdo da fase movel
proposta por Mahdy et al., [62].

Tempo (min) % A % B
0 5 95
5 10 90
10 20 80
12 25 75
20 30 70
23 5 95

Com esta tentativa notou-se que os compostos ficavam mais tempo retidos na coluna
mas, apos os 12 minutos, quando a percentagem de ACN era superior a 20%, a COD e 6-MAM
eram co-eluidas no mesmo tempo de retencao. A MOR com este gradiente, ja se encontravam

bem resolvida (figura 6).

MOR

COD &-MAM

“2s & 75 a8 128 "y " as w0 a2 .mrl
Figura 6 - Cromatograma representativo da co-eluicdo dos compostos COD e 6-MAM e
separacao da MOR com recurso a fase moével publicada por Mahdy et al., [62].
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Desta forma, foram realizadas algumas alteracdes (tabela 8) que a seguir se indicam:

Tabela 8 - Condicoes cromatograficas aplicadas & proposta de Mahdy et al. [62].

Proposta de Gradiente Fluxo  Temperatura <
. - - o Observacées
fase movel Tempo (min) %A % B (mL/min) (°C)
0 % > Ao baixar a percentagem de
5 90 10 ACN apés os 10 minutos para
10 80 20 18%, fez com que os
1 1 25 compostos COD e 6-MAM
12 82 18 aumentassem o tempo de
25 82 18 retencdo. Mas mesmo assim os
30 95 5 picos estavam sobrepostos
0 % > Nesta tentativa baixou-se
5 90 10 ainda mais a percentagem
10 80 20 ACN (16%) e os resultados
2 1 25 foram bastante satisfatorios,
12 84 16 pois os tempos de retencao
25 84 16 distanciaram-se cerca de 1
30 95 5 minuto entre a COD e 6-MAM
0 95 5
90 10 Com esta alteracao (reducao
no tempo) o tempo de corrida
3 7 80 20 1 25 diminui-o para metade e os
10 84 16 compostos sairam bem
resolvidos.
15 84 16
0 9 5 Ao aumentar o fluxo para
5 90 10 1,2mL/min os compostos
eluiram mais cedo e, desta
4 / 80 20 1.2 L forma foi possivel encurtar a
10 84 16 corrida de 15 para os 11
12 95 16 minutos

Estas condicdes finais (proposta 4) foram entdo mantidas e os tempos de retencao dos
compostos foram: 4,8 minutos para a MOR, 8,7 minutos para a 6-MAM, 8,1 minutos para a COD

e 5,8 minutos para o padrao interno HYMOR (figura 7).

Como descrito por Garrido et al., [63], a oxidacdo eletroquimica da MOR e 6-MAM é
mais eficaz com um potencial de oxidacao de +450mV (canal E1) enquanto, para a 6-MAM esse
potencial é de +850mV (canal E2). Desta forma, os compostos MOR, HYMOR e 6-MAM foram

quantificados pelo canal de oxidacao E1 enquanto, a COD foi quantificada no canal E2.

A sensibilidade do método manteve-se nos 200nA uma vez que, sensibilidades de
detecao menores originavam uma linha base muito instavel o que dificultava a quantificacao

de concentragcfes mais baixas (25ng/mL).
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Desta forma, a figura 6, € o exemplo de um cromatograma com as condicoes finais de
otimizacao da fase mdvel bem como do sistema de detecéo, para a quantificacdo dos opioides
MOR, COD, 6-MAM e HYMOR.

MOR

3000 HYMOR
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=
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Figura 7 - Cromatogramas da MOR (tR=4,8min), COD (tR=8,1min), 6-MAM (tR=8,7min) a
concentracao de 1pg/mL e padrao interno HYMOR (tR=5,8min) a 1pg/mL. O cromatograma A mostra
o sinal do canal E1 (+450mV), usado para quantificar a MOR, 6-MAM e detetar a HYMOR. O
cromatograma B mostra o sinal do canal E2 (+850mV), usado para quantificar a COD.

2.2.0Otimizacao do processo de extracao

Com o objetivo de minimizar o nimero de interferentes e aumentar a eficacia do
processo analitico, foi utilizada como técnica extrativa a microextracdo em seringa
empacotada. Durante toda a otimizacao do processo extrativo foi utilizada uma coluna de modo
misto (C8/SCX) e um volume de amostra de 250 pL, fortificado com os compostos em estudo a
uma concentracao de 500 ng/mL. As amostras, foi posteriormente adicionado 8,5mL de 2 % de

acido férmico em agua de forma a obter um fator de diluicdo de 1:35 como recomendado [40].

A escolha do tipo de coluna (C8/SCX) e a utilizacdo de um meio acido para a diluicao
da amostra deveu-se as propriedades fisico-quimicas dos opiaceos (tabela 3). Pois como estes
tém uma constante de acidez (pKa) entre 9,08-9,19, em meio acido estes compostos
encontram-se na forma ionizada. Desta forma, como a coluna de modo misto é caracterizada
por favorecer a troca cationica, os opiaceos sdao assim mais facilmente retidos no interior do

sorbente.
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Com base na literatura [40], o procedimento inicial de otimizacao consistiu na ativacao
e acondicionamento da coluna com metanol (3 vezes 250L) e 2% de acido formico em agua
Milli-Q (3 vezes 250uL). Apos eluicao dos analitos da coluna, esta foi lavada com MeOH (3 vezes
250uL) e agua Milli-Q (3 vezes 250uL), de forma a evitar/reduzir os efeitos de memoria
(carryover). No final do processo extrativo foi adicionado ao eluato o padrao interno a uma

concentracao de 1pg/mL.

Tendo em conta as caracteristicas dos compostos e a bibliografia ja publicada
relacionada com outros métodos extrativos dos compostos em estudo, foram sujeitas a estudo,

para selecao da técnica 6tima, as propostas extrativas referenciadas na tabela 9.

Tabela 9 - Matriz das diferentes técnicas experimentais para otimizagdo da técnica MEPS

Eluicdo

(6x250pL)

6x250uL (3% NH4OH em ACN+MeOH, 6:4)
6x250pL (3% NH4OH em MeOH)

Técnica Lavagem

1x200puL (5% MeOH em 2% CH;0;)
2. 1x200pL (5% MeOH em 2% CH,0,)

1x100pL (2% CH202 em H,0) + 1x100pL
(H;0+ACN, 95:5)

4 1x200pL (2% CH,0; em H,0)

5. 1x200pL (H20+ACN, 85:15)

6. 1x200pL (H,0+ACN+Ac.Acético, 84:15:1)
7

6x250uL ACN

6x250pL
6x250uL

3% NH4OH em MeOH)
Hexano+Acet. Etilo+NH4OH, 75:22:3)

—_ =~

1x200pL (5% MeOH em H,0

5:20:75)

(
( 6x250uL (ACN+Acet. Etilo+NH4OH, 75:22:3)
1x200pL (3% NH4OH em H,0) 6x250pL (DicloroMe+Isopropanol, 75:25)
1x200pL (1% Ac. Acético em H,0) + o
8. 1x2000L (5% MeOH em H,0 6x250uL (3% NH4OH+MeOH)
9 1x200pL (1% Ac. Acético em H,0) + 6x250pL (3% NH4OH+DicloroMe+Isopropanol,
’ (
(

10. 1x200pL (2% CH20, em H,0) 6x250pL (3% NH4OH+MeOH)

Cada uma das técnicas foi efetuada em triplicado, tendo-se expresso os resultados em
termos de média e desvio padrdo da razao area do composto/area padrao interno (grafico 1-
3).
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Grafico 1 - Areas relativas e respetivo desvio padréo para a extracao
da MOR por cada uma das técnicas testadas.
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Grafico 2 - Areas relativas e respetivo desvio padrao para a extracao
da COD por cada uma das técnicas testadas.
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Grafico 3 - Areas relativas e respetivo desvio padréo para a extracéo
da 6-MAM por cada uma das técnicas testadas.

Pela analise individual de cada um dos graficos anteriores podemos concluir que as
técnicas extrativas que melhores recuperacées demonstraram foram a técnica T9 para MOR, a
T4 para a COD e a T1 para 6-MAM. Contudo, considerar uma destas técnicas (T1,T4 e T9) como
sendo a melhor vai prejudicar a recuperacao dos outros dois analitos. Desta forma, analisando
os graficos de forma geral comprovamos que a melhor técnica para os trés compostos é a

técnica T10, pois é a técnica que melhores recuperacdes obtém para os trés opiaceos.

De forma a confirmar estas conclusdes, retiradas de forma intuitiva, foram aplicados
métodos estatisticos (ANOVA, Teste t e Teste F) de comparacao de variaveis de forma a verificar
se existem ou nao diferencas estatisticamente significativas entre as técnicas T9 e T10 para a
MOR, T4 e T10 para a COD e T1 e T10 para a 6-MAM.

Da analise estatistica (anexo 1) é possivel concluir que a diferenca entre as técnicas

nao é estatisticamente significativa pois o valor-p é em todos os casos superiores ao nivel de
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significancia (a) de 5%. Desta forma, substituir cada uma das melhores técnicas para cada

opiaceo pela T10 n&o vai alterar estatisticamente o resultado da recuperacao final.

Desta forma, foi sujeito a estudo pelo desenho experimental a técnica T10, na tentativa
de entender se existia a possibilidade de aumentar a recuperacao dos compostos, alterando

algum dos parametros de extracao nesta técnica.

2.2.1. Desenho experimental

De forma a otimizar o processo extrativo e aumentar o rendimento de extracao,
recorreu-se ao desenho experimental ou Design of Experiments (DOE). O DOE é uma ferramenta
estatistica que permite o planeamento de todo um processo, avaliando de forma multivariada
os diversos fatores intervenientes, minimizando os efeitos dos fatores nao controlados e o
numero de experiéncias. Assim, conseguem-se melhores resultados com uma reducao do tempo
e recursos do laboratdrio. O tratamento de resultados foi efetuado no programa estatistico
MINITAB®, versao 16 [64,65].

Os fatores analisados durante este estudo foram o nimero de aspiracdoes da amostra, o
numero de lavagens do sorbente, percentagem de acido formico na solucao de lavagem, nimero
de eluicdes e percentagem de hidroxido de amonio utilizada na solucdo de eluicdo. Para a
avaliacdo das interacées entre estes fatores foi feito um planeamento fatorial fracionado (21)
com controlo por ponto intermédio (em triplicado). Quando comparada com uma avaliacao
univariada, esta abordagem permite uma diminuicdo no nimero total de experiéncias, ja que
pelo recurso a um planeamento fatorial € possivel avaliar de forma simultanea os efeitos de um

elevado numero de variaveis a partir de um nimero reduzido de ensaios experimentais [64].

O procedimento extrativo a utilizar foi o anteriormente descrito. As amostras de sangue
post-mortem num volume de 250pL sofreram uma diluicdo 1:35. Apresenta-se de seguida a
matriz experimental (tabela 10) utilizada neste estudo bem como a resposta (area relativa)

obtida para cada composto.
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Tabela 10: Matriz experimental e resultados das extracoes do DOE

Ordem da N % Acido  Numerode % Hidréxido  NUmero de Resposta (racio)
experiéncia Aspiracges férmico lavagens de amoénio eluicdes MOR COD  6-MAM

3 10 1 3 1 4 0,46 2,32 0,99
6 26 3 1 3 4 0,77 3,18 1,54
17 18 2 2 2 7 0,65 3,25 1,22
18 18 2 2 2 7 0,58 2,71 1,51
8 26 3 3 1 4 0,38 2,90 1,61
19 18 2 2 2 7 0,51 2,56 1,20
4 26 1 3 3 4 0,29 2,08 1,11
1 10 1 1 3 4 0,41 1,59 0,64
11 10 1 3 3 10 0,44 2,31 0,97

10 3 3 3 4 0,30 1,46 0,56

10 1 1 1 10 0,95 2,85 0,90
14 26 3 1 1 10 1,15 4,34 1,95
15 10 3 3 1 10 0,34 2,19 1,09
10 26 1 1 3 10 0,12 1,14 0,52
13 10 3 1 3 10 0,62 2,68 1,02
2 26 1 1 1 4 0,92 3,27 1,04
5 10 3 1 1 4 0,32 2,11 0,91
16 26 3 3 3 10 0,15 1,74 0,82
12 26 1 3 1 10 0,33 1,91 0,91

A resposta foi obtida como a razédo entre a area absoluta do pico de cada composto e a

area do pico do padrao interno que foi adicionado no fim da extracao. Com base nessa resposta,

sdo apresentados em seguida os diagramas de Pareto (graficos 4-6) obtidos pela analise dos
resultados do DOE.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is COD, Alpha = 0,05)
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Grafico 6 - Diagrama de Pareto da 6-MAM

Nestes diagramas os efeitos de cada um dos fatores e interacao entre fatores sao
apresentados por ordem decrescente de magnitude e s6 os fatores que ultrapassam a linha
tracada (nivel de significancia de 5%) sado considerados estatisticamente significativos

assumindo-se assim que tém influéncia na resposta.

Pela analise do diagrama de Pareto da MOR (grafico 4) podemos afirmar que todos os
parametros em estudo tém influéncia estatistica (nivel de confianca de 95%) na resposta para
a MOR. Pois, analisando este diagrama, vemos que o nimero de lavagens e a percentagem de
amonia na solucao de eluicao sao fatores isolados que afetam a recuperacao da MOR. Ja a
interacao entre o nimero de aspiracoes com a percentagem de acido férmico na solucao de
lavagem e o nUmero de aspiragdes com o numero de eluicdes também tem influéncia estatistica
na resposta final. Ja para os restantes compostos (COD e 6-MAM), os parametros avaliados nao

apresentam diferencas estatisticas, pois nenhum destes parametros atravessa a linha de
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significancia de 5%. Esta mesma interpretacao é reforcada pela analise dos graficos de efeitos

principais, representados pelos graficos 7-9.
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Grafico 7 - Grafico de efeitos principais para a MOR
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Grafico 9 - Grafico de efeitos principais para a 6-MAM
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No gréafico 7, é entao provado que o numero de aspiracdes, o nimero de eluicdes e a

percentagem de acido formico nao tém significancia estatistica para a recuperacdao da MOR

pois, a linha dos efeitos médios nao apresenta declive acentuado. Ja para o nUmero de lavagens

e percentagem de amoénia comprova-se o contrario. Tendo em conta estes resultados, podemos

afirmar que a realizacao de apenas uma lavagem do sorbente € melhor que trés e, a eluicao da

MOR tem melhor resposta com uma solucdo de 1% de amoénia em MeOH que numa solucao de

3%. Ja nos graficos 8 e 9, pela observacao das linhas de efeito médio da COD e 6-MAM concluimos

que existem variaveis com melhores respostas na recuperacao dos compostos, contudo essas

diferencas nao apresentam significancia estatistica.

A influéncia na resposta originada pelas interacdes entre os varios fatores também foi

estudada. Esses resultados encontram-se apresentados nos seguintes graficos (graficos 10-12).
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Grafico 10 - Grafico de interagdes entre os varios parametros para a MOR
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Grafico 11 - Grafico de interagdes entre os varios pardmetros para a COD
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Interaction Plot for 6-MAM
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Grafico 12 - Gréfico de interagBes entre os varios parametros para a 6-MAM

Os diagramas Interaction Plot sido uma ferramenta estatistica que permite detetar
quando duas variaveis independentes tém interacdo uma com a outra. Essa interacao é
observada neste tipo de diagrama, quando duas variaveis independentes se cruzam entre elas
[65]. Como foi provado pelo diagrama de Pareto, a MOR apresenta alteracoes estatisticamente
significativas de recuperacdo quando ocorre a interacao entre os fatores: nimero de aspiracoes
com a percentagem de acido formico e niUmero de aspiracées com o nimero de vezes que €
feita a eluicdo. Esta conclusao é intensificada pela analise do grafico 10 onde se visualiza o
cruzamento da linha de efeito médio das variaveis anteriormente salientadas. Existem mais

fatores onde ha interacado, contudo essas interacdes nao sdo estatisticamente significativas.

Relativamente a COD e 6-MAM pela analise dos graficos 11 e 12 verificamos que nao
existem fatores com interacdes entre eles. Embora, haja situacées em que dois fatores se
cruzam esse cruzamento da-se no ponto maximo ou minimo, ou em situacées em que uma das
variaveis se mantem constante ao longo do ensaio, desta forma nao afetam estatisticamente a

recuperacgao.

2.2.2. Superficie de resposta

Como o desenho experimental se mostrou inconclusivo devido as interacdes entre
fatores, recorreu-se ao modelo bioestatistico de superficie de resposta (RSM). Esta ferramenta
estatistica € usada em situacdes em que a resposta € influenciada por varios fatores, cujo

objetivo é a otimizacdo dessa resposta [65].

Pelo método anterior (DOE), ndo se conseguiu excluir nenhum fator. Desta forma,
voltou-se a recorrer ao programa Minitab v.16 para a construcao de uma nova matriz. Esta foi
criada com as mesmas cinco variaveis do DOE (nimero de aspiracées, nimero de lavagens,

percentagem de acido formico, nimero de eluicbes e percentagem de hidroxido de amonio),
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mas neste caso, recorreu-se a um planeamento fatorial completo. A matriz das condicdes

usadas neste estudo encontra-se descrita na tabela 11.

Tabela 11 - Matriz experimental e resultados das extracoes do RSM.

Ordem da L Numerode % Acido  Numerode % Hidréxido Resposta (racio)

experiencia Aspiraces lavagens férmico eluicées de amonio MOR COD  6-MAM
1 20 3 2,4 8 1 2,430 1,330 7,083
2 10 3 1 4 3 3,150 1,556 6,595
3 20 3 1 4 1 1,982 2,007 6,593
4 15 2 1,7 6 2 1,524 1,130 5,219
5 10 3 2,4 4 1 1,225 1,004 4,952
6 20 3 2,4 4 3 2,153 1,278 6,409
7 15 2 1,7 6 2 1,545 1,500 4,732
8 10 3 2,4 8 3 1,187 0,657 5,173
9 15 2 1,7 6 2 1,610 1,170 4,187
10 10 1 2,4 4 3 1,389 1,318 2,307
11 15 2 1,7 6 2 1,628 1,531 5,282
12 10 1 1 8 3 2,127 1,011 5,190
13 10 3 1 8 1 2,178 1,034 5,959
14 20 1 2,4 8 3 3,099 1,933 8,484
15 20 3 1 8 3 1,356 1,528 6,454
16 20 1 2,4 4 1 1,594 1,864 6,296
17 10 1 2,4 8 1 1,717 1,605 4,792
18 20 1 1 4 3 1,596 1,791 5,000
19 20 1 1 8 1 2,439 2,641 6,987
20 10 1 1 4 1 1,976 1,189 4,686
21 15 2 1,7 1,268 2 0,867 1,710 4,448
22 15 2 3,3562 6 2 0,852 1,976 4,961
23 15 2 1,7 6 2 1,271 1,602 5,488
24 3,17 2 1,7 6 2 0,472 0,177 1,349
25 15 0,366 1,7 6 2 3,635 4,686 11,537
26 15 2 1,7 6 2 1,295 1,746 5,808
27 15 4,366 1,7 6 2 1,425 4,303 9,841
28 15 2 1,7 6 2 1,563 1,328 3,947
29 15 2 1,7 6 -0,366 0,274 0,219 0,301
30 15 2 1,7 6 2 1,533 1,359 4,898
31 15 2 1,7 6 4,366 1,809 3,832 6,627
32 26,83 2 1,7 6 2 1,234 1,344 3,893
33 15 2 1,7 10,732 2 0,810 1,595 5,604
34 15 2 0,0438 6 2 1,158 1,667 4,966
35 20 3 2,4 4 1 0,894 1,637 3,928
36 20 1 2,4 8 1 1,896 2,399 6,505
37 10 3 1 4 1 1,033 1,281 4,324
38 20 3 1 4 3 1,460 1,896 5,356
39 10 3 1 8 3 0,949 0,790 2,578
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Ordem da o Numerode % Acido Numerode % Hidréxido Resposta (racio)

experiencia Aspiracges lavagens féormico eluicdes de amonio MOR COD  6-MAM
41 10 1 2,4 8 3 1,295 1,281 3,772
42 10 1 2,4 4 1 0,909 2,047 5,221
43 20 1 1 8 3 1,911 2,055 5,769
44 10 3 2,4 4 3 0,998 1,130 4,587
45 10 3 2,4 8 1 0,545 1,088 2,835
46 20 3 1 8 1 0,854 2,033 5,254
47 15 2 1,7 6 2 1,152 1,669 5,604
48 10 1 1 8 1 1,259 1,732 4,477
49 15 2 1,7 6 2 1,107 1,495 4,706
50 20 3 2,4 8 3 0,905 1,582 5,282
51 10 1 1 4 3 1,211 0,974 3,752
52 15 2 1,7 6 2 1,133 1,190 3,736
53 15 2 1,7 6 2 1,193 1,599 4,540
54 20 1 1 4 1 1,446 2,545 6,413

A resposta foi obtida como a razéo entre a area absoluta do pico de cada composto e a

area do pico do padrao interno que foi adicionado no fim da extracao. Com base nessa resposta,

sdo apresentados no anexo 2 os graficos de superficie de resposta obtidos para cada composto

em funcdo das variaveis em estudo.

Pela analise dos graficos de RSM verifica-se que este modelo estatistico se mostrou

bastante satisfatorio, uma vez que, se obtiveram graficos com curvas de resposta bastante

acentuadas. Desta forma, recorreu-se a avaliacao dos coeficientes de correlacdo do RSM e

construi-se um grafico da resposta de cada composto em funcdo da condicdo 6tima para cada

variavel (graficos 13-15).
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Grafico 13 - Grafico da solucdao compromisso 6tima para a MOR (y, resposta esperada; cur,
condicao otimizada).



Mews Strokes Wash Mo. %2 Formic Elution % Amonia
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Grafico 14 - Grafico da solucao compromisso dtima para 6-MAM (y, resposta esperada; cur,

condicao otimizada).
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Grafico 15 - Grafico da solucdo compromisso 6tima para a COD (y, resposta esperada; cur,
condicao otimizada).

Pela analise dos graficos 13-15, verificamos que a condicdo 6tima de resposta de cada
opiaceo ¢ diferente. Desta forma é impossivel realizar a recuperagao maxima indicada pelo
modelo RSM. Assim sendo, optou-se por prejudicar a COD em beneficio da MOR e 6-MAM. A
escolha da COD foi devido, a ser o opiaceo que possui melhor sinal com detetor coulométrico e
por ser também, o composto menos usual encontrar em casos de 6bito causado por opiaceos.

Assim, foi construido um novo modelo para a solucdo compromisso 6tima para a MOR e 6-MAM
(grafico16).
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Grafico 16 - Grafico da solucao compromisso 6tima para a MOR e 6-MAM (y, resposta
esperada; cur, condicao otimizada).
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Com os dados retirados do grafico 16 (nUmero de aspiracdes, nimero de lavagens,
percentagem de acido formico, nimero de eluicoes e percentagem de amodnia),
correspondentes as condicoes 6timas de extracdo da MOR e 6-MAM, foi efetuado um ensaio em
triplicado destas condicdes para comprovar que a resposta tedrica (y, grafico 16) é igual a

resposta real obtida pela extracao por MEPS (tabela 12).

Tabela 12 - BIAS ou erro relativo médio da area prevista e
real para a solucdo compromisso 6tima da extracao da MOR

e 6-MAM.
MOR 6-MAM
Area Relativa Esperada (média) 3,65 12,43
Area Relativa Observada 1,29 5,07
BIAS 64,50 59,18

Pela analise da tabela anterior verificou-se pelo erro relativo médio (BIAS), que avalia
a inexatidao de um método, que os valores reais se distanciaram muito do valor esperado. Logo,
o modelo teorico obtido pelo RSM nao se aplica a realidade e desta forma nao pode ser

considerado como a solucdo compromisso 6tima de extracado de opiaceos por MEPS.

Ao recorrer ao artigo publicado por Rehim [40], que resume os passos iniciais da técnica
MEPS, verifica-se que o autor nao recomenda o uso de percentagens superiores a 3% de NH,OH.
Desta forma, este podera ser o principal problema para nao se conseguir alcancar as
recuperacoes tedricas esperadas para a MOR e 6-MAM. Assim sendo, ao analisar o grafico da
solucdo compromisso para os trés compostos (MOR, COD e 6-MAM), observou-se que apesar de
baixar bastante a area teorica dos picos, a percentagem de amonia se encontrava abaixo dos
3% (grafico 17).
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Grafico 17 - Grafico da solucdo compromisso 6tima para todos os opiaceos em estudo

Como tal, procedeu-se a extracao dos opiaceos com estas condicdes otimas finais de

forma a comparar o valor esperado com o valor real. Ao comparar a area esperada com a area
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observada experimentalmente com recurso ao erro relativo médio (BIAS), observa-se que os
valores reais se aproximam dos teoricos. Pois, o valor do BIAS é aceitavel se inferior a +15% e

neste caso todos os erros relativos foram inferiores a esse valor.

Tabela 13 - BIAS ou erro relativo médio da area prevista e real para a
solucao compromisso 6tima da extracdo da MOR e 6-MAM.

MOR cob 6-MAM
Area Relativa Esperada (média) 2,54 2,74 7,64
Area Relativa Observada 2,45 2,56 7,34
BIAS 3,53 6,78 3,95

Desta forma, estamos na condicdo de afirmar que a técnica de extracdo de opiaceos

por MEPS se encontra otimizada. Sendo as condicoes finais de extracao as seguintes:

e Aspiracao e acondicionamento - 3x250uL de MeOH + 3x250pL de 2% CH,0,;
e Aspiragoes - 20x250uL de amostra diluida (1:35);

e Lavagem - 1x250pL de 3,36% CH,0,;

e Eluicao - 11x250pL de 2,36% NH,OH;

e Re-utilizacao - 3x250uL de MeOH + 3x250pL de agua Milli-Q;

2.3. Validacao do método

A fiabilidade dos resultados analiticos é de extrema importancia em toxicologia, ja que
constitui um requisito essencial a correta interpretacao dos resultados. O processo de validacao
deve incluir todos os procedimentos necessarios para demonstrar que uma técnica analitica
destinada a determinacdo quantitativa de um ou mais analitos numa determinada amostra é
adequada [61].

A conformidade da metodologia deve ter alguns parametros obrigatorios, tais como
seletividade/especificidade, precisao, exatidao, linearidade e curva de calibracao, limites de
detecdo e de quantificacdo, e recuperacao. O método descrito foi validado nestes parametros
seguindo as normas da Food and Drug Administration (FDA) e da International Conference on
Harmonisation (ICH) [66,67].

2.3.1. Seletividade

A seletividade é a capacidade que um método tem em distinguir e quantificar o analito
na amostra de forma inequivoca, numa matriz complexa sem interferéncia de outros elementos
eventualmente presentes na amostra. A seletividade garante que o pico de resposta seja

exclusivamente do composto de interesse, sendo um dos primeiros passos no desenvolvimento
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e validacao de um método. Tal devera também ser reavaliado continuamente, uma vez que
certas amostras podem sofrer degradacao, gerando compostos nao observados inicialmente e
que podem co-eluir com a substancia de interesse. Pode acontecer que o método nao seja
especifico mas a interferéncia ser minima e relativamente estavel, permitindo que, a partir do

limite de quantificacdo do analito, deixe de ter relevancia [66,67].

Com o objetivo de avaliar a seletividade do método analitico selecionaram-se dez
amostras de sangue isento de drogas obtidos em diferentes individuos. De cada um dos pools

foi retirado uma aliquota de 250pL e processou-se a amostra como descrito anteriormente.

Pela analise dos cromatogramas das amostras branco (figura 8), em comparacao com
uma amostra fortificada (figura 9), podemos afirmar que o método ¢é seletivo para a detecédo
dos compostos pretendidos, pois ao tempo de retencao dos compostos e do padrao interno nao

se verifica sinal no cromatograma.
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Figura 8 - Cromatograma de uma amostra branco.
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Figura 9 - Cromatograma de uma amostra extraida, fortificada com os analitos em estudo a
400ng/mL e padrao interno a 1ug/mL.
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Adicionalmente, foram analisadas outras substancias passiveis de ser encontradas em
amostras reais, incluindo outras drogas de abuso [piperazinas (1-(3-trifluorometilfenil)-
piperazina), 1-(3-clorofenil)-piperazina, 1-(4-metoxifenil)-piperazina) , opiaceos (tramadol),
cocaina (cocaina, benzoilecgonina, ecgonina metil éster), canabindides (delta-9-
tetrahidrocanabinol, 11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocanabinol, 11-hidroxi-delta-9-
tetrahidrocanabinol)] e cafeina. No entanto nao foram observadas interferéncias nos

cromatogramas, aos potenciais de oxidacao selecionados.

2.3.2. Curva de calibracao e linearidade

A linearidade diz respeito a capacidade do método analitico produzir resultados
diretamente proporcionais a concentracao do analito dentro de uma determinada gama de
concentracdes. A faixa linear de um método é definida como o intervalo entre os niveis inferior
e superior de concentracédo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a determinacao com

precisao, exatidao e a linearidade exigidas sob as condicdes especificadas para o ensaio [66,67].

No presente estudo, o intervalo de linearidade foi estabelecido tendo em conta o
intervalo de toxicidade destes compostos descritos pela The International Association of

Forensic Toxicologist [68].

A curva de calibracdo é definida como a relacdo entre a resposta do detetor e a
concentracao conhecida do analito. Para cada analito deve ser construida uma curva de
calibracao, devendo ser preparada na mesma matriz que a do estudo previsto, por adicao
(fortificacao) de concentracdes conhecidas do mesmo. O nimero de pontos de calibracao para
a construcao da curva deve ser suficiente de forma a definir, adequadamente, a relacao
concentracao-resposta. As concentracoes dos padroes serao escolhidas com base no intervalo

das concentracdes esperadas no estudo em causa [66,67,70].

A curva de calibragdo (racio da area do pico do analito com o padrdo interno vs
concentracao de cada analito) foi estabelecida utilizando amostras branco fortificadas com
concentracodes crescentes dos analitos em estudo pelo procedimento de extracdo anteriormente
descrito. Foram preparados 7 calibradores distribuidos uniformemente numa gama de
concentracdes entre 25-1000ng/mL, essas concentracdes testadas, foram: 25, 50, 100, 250,
500, 750 e 1000ng/mL. A exatidao das concentracOes obtidas, ao longo do intervalo de
concentragdes descrita, foi analisada em termos do erro relativo médio (ERM) ou BIAS (equacao
1). O erro relativo médio (ERM) é a relacao entre as concentracdes obtidas e as concentragoes

teoricas.

(concentracio calculada — concentracgao tebrica)
X

(Equagdo 1) BIAS = 100

concentragio teodrica
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As condicbes que devem ser respeitadas no desenvolvimento de uma curva de
calibracao, sao o coeficiente de variacdo inferior a 20% e + 20% do BIAS da concentracao teorica
no limite inferior de quantificacao (LLOQ), coeficiente de variacao inferior a 15% e + 15% do

BIAS da concentracao teodrica para os restantes calibradores [66,67].

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de
medicoes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico conhecido como
regressao linear. A equacao da curva (equacédo 2) que descreve uma curva analitica pode ser

expressa pela seguinte equacao:
(Equagdo2) y =mx+b
Onde,

e yé aresposta medida (altura, area do pico ou racio);
e X € aconcentracao de analito;
e m é o declive da curva de calibracao;

e b é o coeficiente linear (intersecdo da curva com o eixo das ordenadas).

A partir da regressao linear, além dos coeficientes de regressdio m e b, também é
possivel calcular o coeficiente de determinacéo (R?). O seu valor deve ser superior a 0,99, pois
quanto mais préximo de 1,0, menor sera a dispersao do conjunto de pontos experimental e

menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.

Ao estudar e linearidade assume-se que a variancia é constante ao longo da gama de
trabalho. No entanto, em grande parte dos casos pelo facto de estarmos perante intervalos de
concentraces amplos é de esperar que a variancia em cada ponto da reta seja diferente, pelo
que, a condicdo de homogeneidade de variancias, ndao é cumprida. Consequentemente, as
concentracoes mais elevadas tendem a influenciar mais o modelo de calibracao, resultando na

perda de exatidao, especialmente nos seus pontos mais baixos [69].

Desta forma, procedeu-se neste trabalho, a utilizacdo do modelo de regressao linear
ponderada através de fatores empiricos, uma forma simples e efetiva de harmonizar as

discrepancias entre as variancias dos diferentes pontos que constituem a reta. Dos fatores de

~ 11 1 1 1 1 . . . .
ponderacao estudados (Z'F'?y_z'\/_;'ﬁ) foi determinado o mais adequado para cada analito,
tendo em conta o BIAS para as varias concentracoes estudadas. Os melhores valores de BIAS
foram obtidos com a ponderacao xiz para todos os compostos em estudo. Os resultados do estudo

da linearidade encontram-se sumariados na tabela 14.
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Tabela 14 - Sumario dos resultados da linearidade para os compostos em estudo

= Gama de trabalho Linearidade (média + SD) 2 fres A
Composto  Regressdo (ng/mL) Declive (m) Ordenada na origem (b) R? (média + SD)

MOR iz 25-1000 0,008+3,15E-3 0,029+3,15E-3 0,992+3,30E-3
X

cob iz 25-1000 0,021+1,32E-3 -0,101+8,79E-3 0,994+2,99E-3
X

6-MAM iz 25-1000 0,011+5,42E-4 -0,147+1,06E-2 0,992+3,71E-3
X

Pode-se concluir, por analise da tabela anterior, que o método descrito é linear na
gama de trabalho utilizada para os compostos em estudo, uma vez que a analise da regressao
linear ponderada mostrou valores de R? superiores a 0,99 para todos os compostos e os valores
de BIAS entre as concentracdes teoricas e as concentracoes calculadas sdao considerados
adequados, enquadrando-se no intervalo de +15% para todos os calibradores exceto para o LLOQ
que é de +20% [66,67].

Juntamente com cada curva de calibracao foram preparadas amostras controlo a trés

concentragdes, gama baixa (75ng/mL), gama intermédia (400ng/mL) e gama alta (800ng/mL).

2.3.3. Limite de detecao e quantificacao

O limite de detecéo (LOD) de um método analitico € definido como a menor quantidade
de analito numa amostra que pode ser detetada mas nao necessariamente quantificada como
um valor exato. O limite inferior de quantificacdo (LLOQ) é definido como a concentracao de
analito que pode ser medida com precisao e exatiddo adequadas, isto €, com um CV inferior a

20% e BIAS num intervalo de + 20% da concentracao teorica [66,67,70].

Em relacao aos LLOQ, foram considerados como concentra¢ées mais baixas das curvas
de calibracao de cada composto, de acordo com as condicdes anteriormente referenciadas.

Apresenta-se na tabela 15 um resumo das caracteristicas dos LLOQ de cada composto.

Tabela 15 - Caracteristicas dos LLOQ de cada composto.

LLOQ Concentracao tedrica o o

Composto 1\o/mL) (média né/mLtSD) CV (%)  BIAS (%)
MOR 25 25,08+1,21 4,82 0,34
CcoD 25 25,33+1,26 4,95 1,33
6-MAM 25 24,68+0,98 3,99 -1,28

Para a determinacao do LOD foram analisadas 6 pools de amostras fortificada com os
compostos em estudo a mesma concentracao que os valores de LLOQ, a 25 ng/mL, e o respetivo

padrao interno a 1ug/mL.

Estes resultados sao satisfatérios, tendo em conta o reduzido volume de amostra, 250

UL e o facto de se usar um detetor de baixo custo por analise, quando comparado a um
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espectrometro de massas. Contextualizando os resultados alcangados com outros ja realizados
na revisdo bibliografica (tabela 4) do presente trabalho, pode-se entdo afirmar que a

sensibilidade do método criado é adequada.

De facto, os limites de quantificacao obtidos no presente estudo foram de 25ng/mL
para todos os analitos, valor muito satisfatério quando comparado com os obtidos por Dowling
et al. [56] (50 ng/mL) utilizando LC-MS/MS ou os obtidos por Ahmadi-Jouibari et al. [53] onde
o volume de amostra foi o dobro. No entanto, foram superiores aos obtidos por Zhaohui et al.
[55] (0,5ng/mL) usando um equipamento mais sensivel (LC-MS/MS), mas utilizando um volume
de amostra superior (0,5mL versus 0,25mL). De salientar que em nenhuma destas técnicas
publicadas foi utilizado MEPS, pelo que a sua comparacao é realizada em funcdo do tipo de

amostra e da metodologia analitica utilizada.

2.3.4. Precisao e exatidao

A precisao de um método analitico descreve a proximidade dos valores individuais de
um analito, quando o procedimento é aplicado repetidamente a varias aliquotas de uma
amostra homogénea, em idénticas condicoes de analise. A precisao deve ser determinada
usando, um minimo de 5 determinacdes por concentracdo. No fundo, a precisao € um termo
geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios independentes, de uma mesma
amostra em determinadas condicdes. A precisao é avaliada usualmente através da estimativa
do desvio padrao relativo (RSD) (equacao 3), também conhecido como coeficiente de variacao
(CV). A precisdo expressa a repetibilidade da area do pico, sendo considerado um excelente
resultado quando o CV (%) para o equipamento é menor que 5%. Quando tal ndo se consegue
alcancar, a precisao determinada a cada nivel de concentracdo nao deve exceder +15% do CV,

exceto para o LLOQ, que nao devera exceder os +20% [66,67,70,71].
S
(Equacgdo 3) RSD (%)ou CV (%) = (f) x 100

No decorrer da validacao foram estudadas a precisao intra-dia e a precisao inter-dia. A
precisdo intra-dia, ou repetibilidade, representa o grau de concordancia entre os resultados de
medicoes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sobre as mesmas condicdes de medicao,
que compreendem um mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento, mesmo
local e repeticdes num curto espaco de tempo. A precisao inter-dia ou reprodutibilidade refere-
se a precisao avaliada que envolve a variacao de certas condicoes previamente definidas, tais

como: diferentes dias de analise, diferentes analistas, diferentes equipamentos [66,67,70,71].

A exatidao de um método analitico descreve o grau de proximidade entre as médias dos
resultados obtidos com o método e o verdadeiro valor de concentracao dos analitos na amostra.

A exatiddo é determinada através da repeticao da analise de amostras que contém quantidades
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conhecidas de analito. O valor médio deve encontrar-se nos +15% do valor teorico, exceto para

o LLOQ, que nado pode apresentar um desvio +20%. O desvio da média do valor nominal serve

como medida da exatidao [66,67].

No trabalho em questao foram analisadas amostras de sangue fortificadas com todos os

analitos alvo de estudo a concentracdao de 50, 500 e 1000ng/mL. Para cada uma destas

concentracdes foram efetuadas 6 réplicas para assim se proceder a avaliacao da precisao das

medidas efetuadas no mesmo dia (precisao intra-dia). O estudo da precisao inter-dia foi

efetuada na gama de concentracdes das amostras fortificadas (calibradores) durante os cinco

dias de validacdo. Nas tabelas 16 e 17 apresentam-se os resultados relativos & precisdo intra- e

inter-dia respetivamente.

Tabela 16 - Precisao intra-dia e exatidao (n=6)

Concentracao

Concentracdo calculada

Compostos (ng/mL) (média ng/mL  SD) CV (%)  BIAS (%)
50 46,23+4,28 9,26 -7,52
MOR 500 529,52+12,57 2,375 5,90
1000 1011,81+12,04 1,190 1,18
50 52,22+7,17 13,739 4,45
cob 500 553,51+12,77 2,308 10,70
1000 1139,55+11,05 0,970 13,95
50 54,76+3,57 6,533 9,53
6-MAM 500 530,75+11,37 2,144 6,15
1000 1033,85+8,90 0,861 3,38
Tabela 17 - Precisao inter-dia e exatidao (n=5)
Compostos C°’zf§;‘;rf)¢5° C°“Ce(:tg’/?§ﬁ;’ :Zlgu'ada CV (%)  BIAS (%)
25 25,08+1,21 4,82 0,34
50 49,59+4,96 10,01 -0,81
100 100,76+8,40 8,34 0,76
MOR 250 248,77+15,22 6,11 -0,48
500 485,06+34,83 7,18 -2,98
750 740,10+60,71 8,20 -1,31
1000 1044,97+36,90 3,53 4,49
25 25,33+1,25 4,95 1,33
50 48,98+5,26 10,74 -2,02
100 97,83+5,75 5,88 -2,16
cob 250 257,65+13,44 5,21 3,06
500 480,26+22,61 4,70 -3,94
750 760,39+30,93 4,06 1,38
1000 1023,50+47,30 4,62 2,35
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Concentracdo Concentracao calculada

Compostos CV (%) BIAS (%)

(ng/mL) (ng/mL) + SD
25 24,67+0,98 3,99 -1,28
50 49,35+5,20 10,55 -1,29
100 108,60+4,45 4,09 8,60
6-MAM 250 249,41+23,57 9,45 -0,23
500 495,82+29,20 5,89 -0,83
750 725,36+18,63 2,56 -3,28
1000 983,29+70,88 7,20 -1,67

Analisando os resultados, pode-se afirmar que a precisao intra- e inter-dia se
mantiveram dentro dos valores regulamentados, com CV abaixo dos 20% no LLOQ e 15% nos

restantes calibradores.

Nas tabelas 16 e 17, foi também destacado o parametro de exatidao (BIAS) para cada
opiaceo em estudo e para todas as concentracdes. Em todos os casos o valor obtido para este
parametro foi inferior a +15% da concentracao teorica. Sendo assim, pode-se inferir que estes

valores estao em conformidade com os critérios de validacao utilizados.

2.3.5. Recuperacao

A recuperacao de um analito num ensaio define-se pela resposta do detetor a uma
quantidade de analito adicionado e extraido da matriz biolégica comparada com a resposta do
detetor obtida da concentracdo real do padrao de referéncia puro (sem extracado). A
recuperacao indica portanto a eficacia da extracdo de um método analitico. Esta pode ser

calculada através da equacao 4 [66,67,70,71].

_ _ Area relativa do pico do analito sujeito a extragio (x%)
(Equagdo 4) % Recuperagio = - - - - — — — X 100
Area relativa pico do analito ndo sujeito a extracio (100%)

A recuperacao do analito nao precisa de ser 100%, desde que seja reprodutivel e o
método apresente precisdo adequada. No entanto, este parametro devera ser otimizado antes

da validacao do método [61,71].

Para calcular a recuperacao foram fortificadas, com os analitos em estudo, amostras
de sangue as concentracdes de 50, 500 e 1000ng/mL (em triplicado), seguindo-se a extracao e
posterior adicao de padrao interno. Para as amostras correspondentes ao 100% de recuperacao,
foi feita a extracdo da matriz bioldgica sem prévia fortificacao sendo, a fortificacao feita so
apos a extracdo. Em ambos os casos cada uma das concentracoes foi preparada e analisada em

triplicado. Os resultados do estudo da recuperacao encontram-se na tabela 18.
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Tabela 18 - Média da recuperacao, em percentagem (%), para cada
composto, calculada para trés niveis de concentracao (n=3).

Concentragao Recuperacédo (média % + SD)
(ng/mL) MOR cop 6-MAM
50 8,01+0,81 13,37+1,27 20,26+1,01
500 6,22+0,63 20,22+2,76 14,00+0,96
1000 6,06+0,21 22,50+1,59 20,08+1,81

Recorrendo a tabela anterior, verifica-se que os resultados obtidos para os trés opiaceos
apresentam recuperacoes bastante baixas, mesmo apos otimizacdo do procedimento de
extracao. No entanto estes valores mostram-se suficientes tendo em conta os valores de LLOQ

e LOD, apresentando resultados precisos, consistentes e reprodutiveis.

2.3.6. Efeito carryover

A avaliacao da existéncia de fenomenos carryover foi efetuada em simultaneo com a
determinacdo da curva de calibracdo. Este parametro foi avaliado pela injecdo no sistema
cromatografico da solucao de eluicao (11x2,36% de amonia em MEOH) apos a analise de amostra
fortificada a concentracao do calibrador mais alto da curva de calibracdo (1000ng/mL). Através
do cromatograma da figura 10, verifica-se que nao existe efeito carryover, uma vez que,

nenhum outro pico é detetado ao tempo de retencao dos compostos em estudo.

; ¥ \u WJ\

10 |

S -
i =
=
-
5 -

T
B 10

TP e Fere e

T T
4 [+

b=

Figura 10 - Cromatograma de uma amostra branco preparada apos a extracdo do calibrador mais
elevado para verificacao do efeito carryover.
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2.3.7. Estabilidade

A estabilidade dos compostos numa matriz biologica depende de diversos fatores, tais
como a as condicoes de armazenamento e das propriedades fisicas e quimicas da matriz e do
recipiente de armazenamento. As condicdes testadas devem refletir situacoes provaveis que
poderdo ser encontradas durante o manuseamento e analise de amostras reais. Desta forma,
foram avaliadas no decorrer da validacao: a estabilidade de amostras processadas, a

estabilidade de curta duracao e a estabilidade de congelacao/descongelacao [66,67,70,71].

2.3.7.1. Estabilidade em amostras processadas

A estabilidade de amostras processadas deve ser avaliada em funcao do tempo esperado
para o tamanho do lote em amostra para validacao [66,67].

Este parametro foi estudado a trés niveis de concentracdo, em triplicado: 75, 400 e
800ng/mL. Apos todo o procedimento de extracdo, os extratos foram deixados no injetor
durante 24 horas e injetados apos esse tempo. Os resultados procedentes dessas amostras foram
entao avaliados e comparados (em termos de CV e BIAS) com os resultados obtidos pela analise
de amostras nas mesmas concentracdes, mas extraidas e injetadas no sistema cromatografico

no mesmo dia.

Através da analise dos resultados obtidos (tabela 19), pode-se afirmar que os extratos
dos analitos em estudo sao estaveis apos 24 horas a temperatura ambiente, pois os valores de

BIAS foram inferiores a 14% e os CV inferiores a 11%.

Tabela 19 - Estabilidade de amostras processadas.

Compostos Corzﬁ:;\;rf)cao Conce(r:ltgr/arﬁiotcsaéﬁulada CV (%)  BIAS (%)
75 73,32+6,42 8,76 -2,23
MOR 400 454,27+25,74 5,66 13,56
800 865,57+21,24 2,45 8,19
75 69,02+3,46 5,01 -7,87
coD 400 428,50+18,31 4,27 7,12
800 787,03+38,49 4,89 -1,62
75 69,72+7,48 10,73 -7,03
6-MAM 400 431,33+26,51 6,14 7,83
800 706,46+73,50 10,40 -11,69

2.3.7.2. Estabilidade de curta duracao

A estabilidade de curta duracdo das amostras foi estudada em trés niveis de
concentracdes: 75, 400 e 800ng/mL (em triplicado para cada uma das concentracdes). As
amostras previamente fortificadas foram deixadas 24 horas a temperatura ambiente e
protegidas da luz, periodo apds o qual foram extraidas e analisadas. Os valores obtidos foram
comparados (em termos de CV e BIAS) com os obtidos em amostras preparadas e analisadas no

mesmo dia. Os coeficientes de variacao obtidos foram inferiores a 12% e os BIAS situaram-se
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num intervalo de £12% para as varias concentracdes estudadas, pelo que podemos afirmar que
0s compostos sdo estaveis a temperatura ambiente pelo menos durante 24 horas. Os resultados

encontram-se sumariados na tabela 20.

Tabela 20 - Estabilidade a curto prazo a temperatura de laboratoério.

Compostos Corzﬁz;\rtnrf)(;ao Conce;rr\ltgr/ar:],;iotcsa[l)():ulada CV (%) BIAS (%)

75 73,10£6,05 8,27 -2,44

MOR 400 447,00+52,98 11,85 11,72
800 792,79+71,88 9,06 -0,90

75 77,15£5,41 7,01 2,84

coD 400 383,39+23,51 6,13 -4,13
800 770,97+100,15 12,99 -3,62

75 72,12+2,4 3,43 -3,80

6-MAM 400 387,59+42,35 10,92 -3,12
800 845,52+110,85 13,11 5,51

2.3.7.3. Estabilidade a ciclos de congelacao/descongelacao

A determinacao da estabilidade a ciclos de congelacao/descongelacao foi estudada em
trés gamas de concentracao: 75, 400 e 800ng/mL (em triplicado para cada uma das
concentracdes). As amostras apos fortificacdo foram submetidas a congelacao durante 24 horas,
seguida de descongelacdo, permanecendo a temperatura ambiente durante 2 horas. Aquando
da sua descongelacao, as amostras foram novamente congeladas durante 24 horas. O ciclo de
congelacao/descongelacao foi repetido mais duas vezes e s6 depois se procedeu a adicdo do
padrdo interno e processamento das amostras. Apos extracao foram comparadas as areas
relativas com as amostras preparadas e analisadas no proprio dia. Os resultados encontram-se

sumariados na tabela 21.

Tabela 21 - Estabilidade apos ciclos de congelacao/descongelacao.

Concentracdo  Concentracdo calculada

Compostos (ng/mL) (ng/mL + SD) CV (%)  BIAS (%)

75 80,58 5,26 7,43

MOR 400 438,01 3,76 9,50
800 705,90 14,03 -11,76
75 80,25 0,73 7,00

COoD 400 452,73 9,52 13,18
800 747,58 7,90 -6,55
75 77,40 2,44 3,20

6-MAM 400 432,93 10,81 8,23

800 802,47 2,79 0,30

Através da analise dos resultados obtidos na tabela 21, pode-se afirmar que dos trés
compostos em estudo, 0 que apresenta uma maior estabilidade a ciclos de
congelacao/descongelacao € a 6-MAM, pois apresenta valores de CV e BIAS mais baixos.
Contudo, podemos afirmar que os opiaceos em estudo sdo estaveis a ciclos de

congelacao/descongelacao, pois os valores de BIAS e CV foram inferiores a 15%.
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2.4. Aplicacdao do método a amostras reais

Uma parte integrante e fundamental do processo de validacao é a aplicacdo do método

a amostras reais para detecao e quantificacao dos analitos de interesse.

Assim sendo, a metodologia anteriormente descrita foi aplicada a 3 amostras reais
procedentes de individuos com suspeita de intoxicacdo e que deram entrada ao servico de
urgéncia do Centro Hospitalar Cova da Beira, EPE. A titulo de exemplo apresenta-se na figura

12 um cromatograma relativo a um caso de intoxicacao e respetivas concentracoes (tabela 22).

Tabela 22 - Compostos identificados na amostra
e respetiva concentracao obtida.

Composto Concentracgéo (ng/mL)
MOR 344,33
coD 196,38
6-MAM 196,54
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Figura 11 - Cromatograma obtido pela analise de uma amostra real.
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l1l. Conclusoes

Foi desenvolvido um método analitico especifico, de facil e rapida execucao, baseado
na microextracao em seringa empacotada e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor eletroquimico coulométrico para determinacdo quantitativa e

qualitativa de morfina, codeina e 6-monoacetilmorfina em amostras de sangue post-mortem.

A metodologia apresentada revelou ser seletiva, sensivel, precisa, exata e linear dentro
do intervalo de concentracoes estudado segundo os critérios internacionalmente aceites da FDA

e ICH para validacao de métodos bioanaliticos.

Os principais fatores suscetiveis de influenciar o processo extrativo foram otimizados
com o objetivo de maximizar a recuperacdao e assim obter baixos limites de detecao e
quantificacao. Neste contexto, o planeamento fatorial fracionado revelou ser uma ferramenta

Gtil na otimizacado da extracao, diminuindo o nimero de experiencias a realizar.

0 método proposto mostrou ser linear na gama de concentracao de 25-1000ng/mL para
todos os opiaceos em estudo com valores de R? superiores a 0,99 excelentes limites de detecao

e quantificacao (25ng/mL) mesmo obtendo recuperacoes entre 6-23%.

Com os resultados aqui apresentados, podemos afirmar que a metodologia proposta
nesta dissertacdo pode ser uma alternativa vantajosa aos métodos habitualmente utilizados
para determinacdo de opiaceos, devido a rapidez do processo de extracao (15 minutos), ao

baixo volume de amostra (250pL) e & diminuicdo do consumo de solventes organicos.

E de salientar que este é o primeiro estudo que permite a detecao e quantificacao de

opiaceos em amostras bioldgicas com recurso a microextracao em seringa empacotada.
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V. Anexos

1.1. Anexo I: Analise estatistica (otimizacdao do processo de

extracao)

Analise ANOVA: Comparacao das técnicas T9 e T10 para a MOR

Racio (area analito/area

Técnica padrao interno)
0,155
T9 0,152
0,140
0,123
T10 0,132
0,116
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variéncia
T9 3 0,447636  0,149212 6,28E-05
T10 3 0,370239  0,123413 6,61E-05
ANOVA
Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,000998 1 0,000998 15,48719 0,017026 7,708647
Dentro de grupos 0,000258 4 6,45E-05
Total 0,001256 5

Teste F: duas amostras para variancias

T9 T10
Média 0,149212  0,123413
Variancia 6,28E-05 6,61E-05
Observacoes 3 3
gl 2 2
F 0,950259
P(F<=f) uni-caudal  0,487248

F critico uni-caudal 0,052632
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Teste T: duas amostras com variancias iguais

T9 T10
Média 0,149212  0,123413
Variancia 6,28E-05 6,61E-05
Observacoes 3 3
Variancia agrupada 6,45E-05
Hipotese de diferenca de média 0
gl 4
Stat t 3,935377
P(T<=t) uni-caudal 0,008513
t critico uni-caudal 2,131847
P(T<=t) bi-caudal 0,017026
t critico bi-caudal 2,776445

Analise ANOVA: Comparacéo das técnicas T4 e T10 para a COD

64

Racio (area analito/area

Técnica padréao interno)
0,923
T4 0,730
1,014
0,697
T10 0,795
0,578
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
T4 3 2,667645 0,889215 0,02107
T10 3 2,070324 0,690108 0,01189
ANOVA
Fonte de variacéo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,059465 1 0,059465 3,608295 0,130306 7,708647
Dentro de grupos 0,065921 4 0,01648
Total 0,125386 5

Teste F: duas amostras para variancias

T4 T10

Média

Variancia
Observacoes

gl

F

P(F<=f) uni-caudal

F critico uni-caudal

0,889215 0,690108
0,02107 0,01189
3 3

2 2
1,772073

0,360741
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Teste T: duas amostras com variancias desiguais

T4 T10
Média 0,889215 0,690108
Variancia 0,02107  0,01189
Observacoes 3 3

Hipotese de diferenca de média 0

gl 4

Stat t 1,899551
P(T<=t) uni-caudal 0,065153
t critico uni-caudal 2,131847
P(T<=t) bi-caudal 0,130306
t critico bi-caudal 2,776445

Analise ANOVA: Comparacao das técnicas T1 e T10 para a 6-MAM

Racio (area analito/area

Técnica padréao interno)
0,304
T4 0,211
0,255
0,221
T10 0,203

0,279
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
T1 3 0,771319  0,257106 0,002166
T10 3 0,702989 0,23433 0,001568
ANOVA
Fonte de variacdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,000778 1 0,000778 0,41675  0,553729 7,708647
Dentro de grupos 0,007469 4 0,001867
Total 0,008247 5
Teste F: duas amostras para variancias

T1 T10

Média 0,257106  0,23433
Variancia 0,002166 0,001568
Observacoes 3 3
gl 2 2
F 1,381216
P(F<=f) uni-caudal 0,419954
F critico uni-caudal 19
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Teste T: duas amostras com variancias desiguais

T1 T10
Média 0,257106  0,23433
Variancia 0,002166 0,001568
Observacoes 3 3
Hipotese de diferenca de média 0
gl 4
Stat t 0,645562
P(T<=t) uni-caudal 0,276864
t critico uni-caudal 2,131847
P(T<=t) bi-caudal 0,553729
t critico bi-caudal 2,776445

1.2. Anexo ll: Graficos de superficie de resposta (RSM)

Surface Plot of MOR vs % Amonia; Elution No.
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Surface Plot of MOR vs Elution No.; Wash No.
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Surface Plot of COD vs Elution No.; % Formic Acid
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Surface Plot of 6-MAM vs % Amonia; Elution No.
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Surface Plot of 6-MAM vs % Formic Acid; Strokes
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