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RESUMO

O cabelo pode fornecer informagcdes quimicas sobre o uso de drogas, 0 que
gera grande interesse nas ciéncias forenses. Uma técnica que tem apresentado
resultados promissores para a deteccao de farmacos nesta matriz de estudo é a
espectrometria de massas por ionizacado por dessorcao a laser assistida por matriz
(MALDI-MS), na qual é possivel obter, em um Unico disparo, a deteccdo de
farmacos de abuso, mesmo que tenha decorrido muito tempo desde o uso do
composto ilicito. Neste estudo, a fonte de ionizacdo MALDI foi utilizada para detectar
drogas e metabolitos nos fios de cabelo de usuarios e ndo usuarios de drogas. Para
isso foi desenvolvido um método com avaliagcdo inicial da matriz MALDI mais
eficiente para a ionizagdo dos analitos monitorados. Dentre as matrizes avaliadas
(acido 2,5-dihidroxibenzéico (DHB) e acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA)), o
CHCA foi escolhido, e entre suas concentracdes testadas (de 1,5 a 10 mg mL™).
Posteriormente, os resultados foram comparados com andlises de cromatografia
gasosa-espectrometria de massa, onde foi observada uma boa relacao entre as
respostas de ambos os métodos. Além disso, foi avaliado o efeito da pré-andlise
(lavagem dos cabelos) e sua influéncia na detecgdo dos compostos monitorados,
além da avaliacdo do efeito do clareamento capilar em cabelos fortificados com
medicamento e analisados com o método proposto. Os resultados mostram pouca
influéncia na etapa de pré-analise e confirmam a reducao na deteccao de drogas em
cabelos submetidos a descoloragdo. Nesse sentido, os resultados agregam
informacdes que afirmam a aplicabilidade do método para deteccdo rapida de
drogas e metabdlitos em cabelos.

Palavras-chave: Quimica forense. Drogas de abuso. MALDI. TOF. MS.



ABSTRACT

Hair can provide chemical information about drug use, which generates great
interest in forensic sciences. A technique that has shown promising results for the
detection of drugs in this study matrix is the matrix-assisted laser desorption
ionization mass spectrometry (MALDI-MS), in which it is possible to achieve, in a
single shot, the detection of drugs of abuse, even if a long time has elapsed since the
use of the illicit compound. In this study, the MALDI ionization source was used to
detect drugs and metabolites in the hair strands of drug users and non-drug users.
For this, a method was developed with an initial evaluation of the most efficient
MALDI matrix for the ionization of the monitored analytes. Among the evaluated
matrices (2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) and a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(CHCA)), CHCA was chosen, and among its tested concentrations (from 1.5 to 10 mg
mL-1). Subsequently, the results were compared with gas chromatography-mass
spectrometry analyses, where a good relationship was observed between the
responses of both methods. In addition, the effect of the pre-analysis (hair washing)
and its influence on the detection of the monitored compounds were evaluated, in
addition to the evaluation of the effect of hair lightening on hair fortified with a drug
and analyzed with the proposed method. The results show little influence on the pre-
analysis stage and confirm the reduction in drug detection in hair submitted to
bleaching. In this sense, the results add information that asserts the applicability of
the method for rapid detection of drugs and metabolites in hair.

Keyword: Forensic chemistry. Drugs of abuse. MALDI. TOF.MS.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Drogas de abuso

As drogas sao compostos quimicos, sejam naturais ou sintéticos, que, quando
administrados, interferem no funcionamento dos organismos vivos, podendo atuar
em 6rgaos especificos ou no organismo como um todo. Tais drogas atuam no
sistema nervoso central (SNC), modificando o humor, a consciéncia, os sentimentos,
as sensagodes, o estado de vigilia, dentre outros. As drogas podem ser classificadas
quanto a acdo no SNC, sendo divididas em depressoras (opiaceos/opidides, etanol e
barbitdricos), estimulantes (cocaina, anfetaminas, metanfetaminas, anorexigenos),
perturbadoras (drogas alucinégenas como LSD-acido lisérgico-, psilocibina,
mescalina canabindides); e quanto a legalidade como licitas, em que a lei permite o
comércio e o consumo, e as ilicitas, em que o comércio e 0 consumo Sao
proibidos.'?

Ao longo da histéria tem-se relatado o uso recreativo das drogas e a
intensificacdo do uso abusivo tem se tornado recente, para conseguir minimizar esse
crescente consumo ilegal, varias normativas tém sido aplicadas em diversos paises,
no Brasil, por exemplo, hd a Lei 11.343/06, que institui o sistema nacional de
politicas publicas sobre drogas e a Portaria 344/98 da Anvisa, que aprova o
regulamento técnico sobre substancias e medicamentos sujeitos a controle
especial.?

Segundo o relatério da UNODC (United Nations Office on Drugs and Crime),
cerca de 284 milhdes de pessoas, entre 15 e 64 anos, usaram drogas em 2020, 26%
a mais do que em 2010. A populacdo mais jovem esta entre os que mais usam
drogas.®

Entre 2010 e 2019, o numero estimado de usuarios aumentou de 226 milhdes
para 274 milhées. Houve uma maior diversidade de substancias disponiveis no
mercado, além de haver uma expansao no uso de substancias a base de plantas
como Cannabis (maconha), Erythroxylum coca (cocaina) e Papaver somniferum
(heroina).®

De acordo com o relatério da UNODC, estima-se que 11,2 milhdes de
pessoas no mundo utilizaram drogas injetdveis no ano de 2020, metade da
estimativa convivia com hepatite C, 1,4 milhdes com HIV e 1,2 milhdes com ambos.®

No Brasil, um estudo feito pela Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), no ano de
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2019, divulgou que 3,2% (cerca de 4,9 milhdes) dos brasileiros usaram substancias
ilicitas no ano de 2018 e entre os jovens de 18 e 24 anos entrevistados, 7,4%
haviam consumido no ano de 2018.*

Conforme Figura 1, a alta taxa de usuarios de drogas gera consequéncias
nao so6 de saude publica, mas também com a saude do usuario, que apresentam
sérios transtornos. E possivel observar a relagdo entre usuarios de droga e usudrios
de drogas com transtornos e necessitam de tratamento. O termo utilizado para
qualificar o uso indiscriminado de substancias licitas e ilicitas € chamado de “Drogas

de abuso”.’

400
350 T
300
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200 I

150 =

MILHOES

100
50

2007 WS
2008 MBS
2009 MBS
2010 I
2011 B
2012 B
2013 B
2014 IEH
2015 B
2016 MBS
2017 B
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2006

Numero de pessoas que usam drogas
® Numero de pessoas com transtornos por uso de drogas

Figura 1. Numero global de pessoas que usam drogas e pessoas com transtornos por uso de drogas,
entre 2006 e 2019.
Fonte: UNODC-2022.°

1.2 Toxicologia

A toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos nocivos de substancias
quimicas em organismos vivos. A toxicologia forense € o ramo que utiliza os
principios da toxicologia com objetivo de esclarecer fatos de interesse médico-legal.
Ela engloba deteccao, identificagcdo e quantificagcdo de xenobidticos envolvidos de
forma parcial ou imparcial em um inquérito. Para isso, sdo utilizadas matrizes
biolégicas ou nao bioldgicas, que passam por processos de extracdo e sao

submetidas a procedimentos analiticos.®
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Com o grande avango tecnoldgico e o aparecimento de métodos cada vez
mais sensiveis e robustos € possivel detectar substancias com baixos niveis de
concentracdo. A escolha adequada do tipo de amostra € de suma importancia, pois
uma escolha inadequada pode alterar a interpretagdo dos resultados obtidos.°

A analise toxicolégica em pessoas para verificagdo de uso de drogas de
abuso pode ser feita com diversas amostras biolégicas a Figura 2 exemplifica as

principais amostras utilizadas nas analises em vivos e post mortem.®

Post mortem

Figado

Ar exalado onteudo gastrico

: Ri
il Sangue Cor:g:séo
Suor Urina ;

Meconio el Humor vitreo
abelo Estomago
Unha

Figura 2. Amostras de toxicologia forense.
Fonte: Adaptado de DORTA, et al, 2018.°

De todas as amostras citadas anteriormente, o sangue e a urina sao 0os mais
utilizados, porém a utilizacdo de matrizes alternativas tém aumentado, como por
exemplo, saliva, cabelo, suor, mecbnio e em casos de post mortem, humor vitreo.?
Em individuos vivos, as vantagens sdo que as analises sdo n&o-invasivas e sao
mais faceis de serem coletadas, quando comparadas ao sangue que necessita de
profissional qualificado para coleta e a urina, que precisa de privacidade para coleta
e armazenamento correto.? A utilizacdo de cabelo para deteccédo de drogas de abuso
vem crescendo nos ultimos anos, devido vantagens, por ser um processo nao
invasivo, de dificil adulteragdo e com grande periodo de deteccao.’

Resultados de analises em cabelo podem mostrar um histérico prolongado de
exposicdo as drogas.? Ha relatos na literatura da presenca de um metabdlito da
cocaina, a benzoilecgonina, em cabelos de mumias chilenas, datadas de 2000 a.C.
a 1500 d.C. Cocaina e éster metilico de ecgonina foram encontrados em cabelos de
peruanos datados de 1000 d.C.2

O fio de cabelo € uma fibra originada a partir de foliculos capilares localizados
de 3 a 4 mm abaixo da camada epitelial.’

O cabelo humano é um tecido complexo que consiste em varios componentes
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morfologicos. Dependendo do teor de umidade do cabelo, ele consiste em
aproximadamente 65% a 95% de proteinas. A Tabela 1 mostra os principais
aminoacidos presentes no cabelo humano, os constituintes restantes sado agua,

lipidios, pigmentos e oligoelementos.®

Tabela 1.Principais aminoacidos presentes no cabelo humano.
Fonte: Adaptado de ROBBINS,2002.°

AMINOACIDO FORMULA Mw (Da)
MOLECULAR
Acido aspatrtico C4H;NO, 133,10
Acido glutamico CsHgNO, 147,13
Alanina C3H;NO, 89,09
Arginina CeH14N4O5 174,19
Asparagina C4HgN>O3 132,10
Cisteina C3H/NOLS 121,15
Cistina CeH12N204S; 240,28
Citrulina CeH13N303 175,17
Fenilalanina CgH11NO, 165,18
Glicina C,H5NO, 75,06
Glutamina CsH1oN2O3 146,13
Histidina CeHgN3O5 155,14
Isoleucina CeH13NO, 131,16
Leucina CeH13NO, 131,16
Lisina CeH14N2O5 146,18
Metionina CsH{1NO,S 149,2
Prolina CsHgNO, 115,12
Serina C3H,NO;3 105,08
Tirosina CgH{1NO4 181,17
Treonina C4HgNO3 119,10
Triptofano C11H12N20, 204,21
Valina CsH{1NO, 117,14

Os foliculos ficam cercados por capilares que fornecem sangue para o
crescimento do cabelo. Eles também ficam préximo as glandulas sebaceas,
sudoripara e a apécrina e as secrecdes dessas glandulas nutrem os fios de cabelo.’

O fio de cabelo é constituido de varias cuticulas, que compbéem a parte
externa do cabelo e protegem a estrutura interna de danos externos. O coértex,
estrutura fibrosa, de queratina, que fornece forga, umidade e cor ao cabelo; local
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onde a droga esta localizada e medula, estrutura oca, no centro do cabelo, que

normalmente esta presente em pelos grossos, Figura 3.1

Figura 3.Imagens de uma amostra de cabelo intacta e B) uma amostra de cabelo seccionada
longitudinalmente. C) a cuticula, D) a medula e E) as regides do cortex.
Fonte: PHILIPSEN, et al. 2021."

O crescimento do cabelo se apresenta em trés fases: fase anagena, catagena
e telégena. A fase anagena é o crescimento ativo do cabelo, ele cresce a partir do
bulbo e essa fase pode durar em torno de 3 anos. A fase catagena € a transicao,
onde ocorre queratinizagdo da raiz e o cabelo para de crescer e a fase telégena,
fase de repouso, os pelos podem ser removidos se puxados e comega O

crescimento de um novo fio e o processo recomega Figura 4-a.”
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4. Anagena

{Fase de crescimento)

‘\Ca::-: o Novo

formacdo

B) incorporacao de compostos no cabelo

|Ambiente Peao

Glandula sebacea

o]

Fomeamento de sangue

Figura 4. Fases de crescimento do cabelo e incorporagéo
Fonte: UEKI et al., 2022."

Os compostos podem ser incorporados ao cabelo através da sua haste, de

varias maneiras: através da corrente sanguinea na fase anagena, pelo suor apos a

formacdo do cabelo ou por exposigcdo ambiental, Figura 4-b. ™"

As drogas de abuso, por exemplo, podem ser incorporadas ao fio de cabelo

através do sangue e depende das propriedades fisico-quimicas de cada droga e da

melanina do cabelo. ' Drogas basicas, com melhor capacidade de penetragcao para

romper membrana, com base no pH entre o sangue e matriz acida do cabelo, e

drogas lipofilicas com maior capacidade para passagem em membranas celulares

sao melhor incorporadas no cabelo que outras.™
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1.3 Cocaina

A cocaina é um alcaloide tropanico extraido de folhas de Erytroxylum coca
Lam, originario dos Andes, tem efeito anestésico e atua como estimulante do SNC.
Ela apresenta féormula molecular (M) C17H21NO4, massa molecular (My) de 303,4
g/mol, sendo sua forma baésica, isto €, base livre, insolivel em agua e soluvel em
alcool, éter e acetona.” Seu comércio é ilegal no Brasil, sendo distribuida ilegalmente
como cloridrato de cocaina ou base livre (também chamada de crack).’

Os alcal6ides podem ser definidos como um grupo de compostos organicos
de fontes naturais que contém nitrogénio.' Dentre eles, os alcaldides tropanicos sao
produzidos por um grande numero de plantas da familia Erythroxylaceae, que
apresentam uma  estrutura Dbiciclica em comum, chamada 8-metil-
8azabiciclo[3,2,1]octano. Essa estrutura biciclica é formada pela fusdo da pirrolidina
e da N-metil piperidina. '°

Juntamente com outras substancias, as folhas de coca apresentam trés tipos
comuns de alcal6ides, Figura 5.

e Derivados da ecgonina: cocaina, cinamoilcocaina, truxilinas,
benzoilecgonina, metilecgonina (coloracao azul na Figura 5).

e Derivados da tropina: tropacocaina e valerina (coloracdo verde na
Figura 5).

e Derivados da higrina: higrina e cusco-higrina (coloracdo laranja na

2,16

Figura 5).
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Figura 5. Alcaléides presentes em folhas de coca.
Fonte: Adaptado-BOTELHO,2011.""

O teor de cocaina das espécies cultivadas de Erythroxylum varia de 0,2 a 1%
do peso seco das folhas, enquanto espécies selvagens estreitamente relacionadas
ndo contém mais que 0,01% .

A biossintese de cocaina e outros alcaloides tropanicos tém sido objeto de
muitos estudos. A maioria das primeiras investigacdes utilizou alimentagao in vivo de
precursores radiomarcados na biossintese do anel central de tropano. Esses
estudos foram geralmente realizados por injecdo de plantas produtoras de alcaloides

tropanicos com precursores ou imers&o em solugdo. °
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A via hipotética que leva a formacdo da cocaina tem inicio com a poliamina
putrescina, originada dos aminoacidos L-arginina ou L-ornitina (Figura 6). A
putrescina € entdo mono-metilada para produzir N-metilputrescina. Em seguida, a
oxidagao do grupo amino primario resulta em 4-(metil-1-amino)butanal, cuja forma
ciclica é o sal N-metil A1-pirrolinio. A condensacdao com acetoacetato (possivelmente
como tioéster com coenzima A) conduz a um tioéster de acido 4-(1-metil-2-
pirrolidinil)-3-oxobutandico, seguida por oxidacao, resultando em um novo sal de
iminio, o qual, por sua vez, sofre outra condensacao alddlica, resultando em um
produto com um sistema de anel tropano biciclico. Apés a hidrélise do CoA e a
formacao do éster metilico, € produzido o composto metilecgonona (2-carbometoxi-
3-tropinona), que é um precursor direto da cocaina (Leete et al. 1991). As etapas
subsequentes presumivelmente incluem a reducdo de metilecgonona em
metilecgonina e, posteriormente, a benzoilacao via benzoil-CoA para a producéo de

cocaina.'®??
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Figura 6. Via hipotética da biossintese de alcaldides tropanicos em Erythroxylum levando a produgéo

de cocaina.

Fonte: Adaptado-DOCIMO et al.,2012."°
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A cocaina apresenta efeitos anestésicos locais, o, tem boa afinidade pelo
tecido nervoso. Seus efeitos colaterais estdo em excitar o cortex cerebral. 2?**Como
estimulante psicomotor produz seus principais efeitos farmacol6gicos ao inibir a
receptacdo dos neurotransmissores norepinefrina,serotonina e dopamina nos
terminais pré sinapticos, aumentando a neurotransmissdo dessas monoaminas.?® A
cocaina atua no SNC com euforia, aumento do estado de alerta, aumento de energia
e no sistema cardiovascular produz taquicardia, vasoconstricio e hipertermia.?®

Essa substancia pode ser encontrada na forma basica ou salina e pode ser
administrada por via oral, inalada, fumada ou injetada (por via intravenosa).?®?” Apds
a administracdo, a cocaina é rapidamente distribuida por todo o corpo, com as
maiores concentracdes da droga disponiveis no cérebro, baco, rim, pulmao, sangue,
coragdo e musculos.?® Sua meia-vida de eliminagdo média foi relatada em 244
minutos apds uso intravenoso, 272 minutos apds ser fumada e 299 minutos apo6s
uso intranasal. %

A cocaina é metabolizada no tecido hepatico, sendo os principais metabdlitos
a benzoilecgonina (BZE, Mw = 289,13 Da) e o éster metilico da ecgonina (EME, Mw
= 199,12 Da) e metabdlitos menores como a norcocaina (NCOC, Mw = 289,33 Da),
hidroxi -cocaina (OH-COC, Mw = 319,40 Da) e hidrobenzoilecgonina (OH-BE, Mw =
305,32 Da).

O BZE pode ser formado por hidrélise quimica em pH alcalino e pela acao de
esterases, como a carboxilesterase tipo 1. O BZE sofre oxidagédo e forma OH-BE.
EME é produzido por hidrélise enzimatica com 2 tipos de esterases, colinesterases
plasmaticas e esterases hepdticas. BZE e EME ainda podem ser convertidos em
ecgonina. A cocaina pode sofrer n-desmetilacdo para formar o metabdlito NCOC,
que é metabolizado em n-hidroxi cocaina e oxidado em nitréxido de cocaina.?®®?
Além disso, a administracdo de cocaina e alcool leva a formacao de cocaetileno
(COCE), por transesterificacdo no figado.?® A Figura 7 mostra as principais vias

metabdlicas da cocaina.
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Figura 7. Rota metabdlica da cocama
Fonte: Adaptado-PAULO,2017. 34 %

A cocaina, juntamente com seus metabdlitos BZE, EME e ECG, é excretada
na urina em sua forma original, inalterada por mais de 24 horas. 2°*>3¢ Nos fluidos
orais, a cocaina é detectavel por 5 a 12 horas em dose unica e até 10 dias para uso
cronico.’” Nos fios de cabelo, Garcia-Bournissen e colaboradores®, em 2009,
indicaram a detecgdo de cocaina dentro de 3 a 4 meses em ex-usuarios de drogas.
Amostras de cabelo, de 137 ex-usuarios, foram cortadas em segmentos de 1 cm de
comprimento e 10 mg de cabelo foram utilizados para extragdo em metanol. O
objetivo deste estudo foi avaliar a taxa de desaparecimento da cocaina dos cabelos
apos a interrupgao do uso da droga. As concentragdes de cocaina foram analisadas
por um ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e confirmadas por
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS).*®

Estudos acerca da cocaina datam de 1859, quando Albert Niemann, extraiu
um alcaldide das folhas de Erythroxylum coca, provenientes do Peru e deu o nome
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de cocaina. ¥

A cocaina é de origem vegetal e para sua obtencao existem varios processos,
com mesmas metodologias, que consiste no principio de extracdo com solventes
organicos e reacoes acido-base para purificagcdo e aquisicao das diferentes formas
de apresentagdo como pasta base, cocaina base, crack e cloridrato de cocaina.?

Durante o processo de extracdo e refino é possivel encontrar varias
impurezas e contaminantes que sao adicionados para imitar a acao farmacoldgica,
apesar de a cocaina ter composicdo quimica definida, esses adulterantes enganam
o usuario®. Para a deteccdo do principio ativo existem técnicas cromatograficas e

espectrométricas, além de ensaios colorimétricos. °

1.4 Técnicas para identificacdao de cocaina e seus metabodlitos em fios de
cabelo.

Com o crescente uso de drogas de abuso e o desenvolvimento de novas
substancias, houve um aumento com problemas de seguranca e saude publica,
comeércio ilegal de drogas e dependéncia quimica. Para as analises forenses os
métodos analiticos de identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo auxiliaram
profissionais e pesquisadores na resolucdo desses problemas.?

Através dos métodos analiticos €& possivel afirmar quimicamente a
composicdo de uma substancia e confirmar se existe ou ndao na amostra
determinado analito, respaldando o julgamento de um individuo sob judice com
dados técnicos forenses consistentes, agilizando os processos desde a sua
investigacdo até o seu fim.?

Na area forense os testes para identificacdo de drogas de abuso podem ser
feitos através de analises preliminares e andlises definitivas. 2

Os testes preliminares sdo baseados em testes colorimétricos, como
exemplo, o teste Scott modificado, para deteccédo de cocaina, em que sdo usados 0S
reagentes tiocianato de cobalto, acido acético, glicerina, acido cloridrico e
cloroférmio e a cor azul indica a presenca da cocaina. *°

A analise quimica, para deteccao de drogas de abuso é utilizada em varios
segmentos, seja para verificar o0 uso de drogas em locais de trabalho, no esporte,
para acompanhamento de usuérios em tratamento e para a area forense.*°

Atualmente ha varias técnicas para identificacdo das drogas de abuso como

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do inglés, gas
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chromatography—mass spectrometry (GC-MS), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (do inglés, liquid chromatography—mass spectrometry
(LC-MS), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas por tempo de
voo (do inglés, liquid chromatography-quadrupole-time of flight-mass spectrometry
(LC-QTOF MS)), a ressonancia magnética nuclear (do inglés, nuclear magnetic
resonance (NMR)) e a reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada
de Fourier (do inglés, attenuated total reflection fourier transform infrared
spectroscopy (ATR-FTIR)), FT-ICR além de testes.*

A deteccao de drogas em cabelos pode ser feita por imunoensaios e GC-MS.
Os imunoensaios sdo empregados como ferramenta de triagem para compostos
como opiaceos, antes de uma analise confirmatoéria usando uma técnica hifenizada.
42

A Figura 8 mostra um resultado de uma pesquisa feita no banco de dados da
Web of Science, quanto as publicacdes das técnicas mais usadas para analises de
drogas de abuso, foram relacionadas na busca as palavras “Drugs abuse and
MS/MS”; “Drug abuse and RAMAN’; “Drugs abuse and NMR’; “Drugs abuse and
GC’; “Drugs abuse and LC”; “Drugs abuse and IR’ dos ultimos 5 anos (2019-2023).
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Figura 8. Grafico que correlaciona numero de publicagbes com drugs abuse e técnicas analiticas,
nos ultimos 5 anos.
Fonte: Web of Science.

1.5 Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo. Os componentes
sdo separados com base nas diferencas de velocidade em que sdo transportados
através de uma fase fixa estacionaria (FE) por uma fase mével (FM) que pode ser
liquida ou gasosa. *** As fases podem ser combinadas de diversas formas, o que
gera diferentes métodos cromatograficos, como cromatografia liquido-sdlido, liquido-
liquido, gas-sélido e gas-liquido.*®

A utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas,
em inglés, Gas Chromatography- Mass Spectrometry- GC-MS, consegue unir a
separacgao, identificagao e quantificagdo das espécies quimicas da cromatografia e o
alto poder de resolugado, sensibilidade e seletividade na deteccdo de massa do

espectrometro.*®
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GC-MS é utilizado em andlises forenses em para identificacdo de compostos,
como cocaina, canabindides em matrizes biolégicas como fio de cabelo. 2. Em 2016,
Pego e colaboradores utilizaram GC-MS para determinacdo de cocaina e
metabolitos em amostras de cabelo, com o método de micro extracdo em fase
liquida.*® Lachenmeier et al, em 2006, determinaram opidceos e cocaina em cabelos
utilizando ensaio imunoenzimatico e confirmacao por GC-MS.*

Apesar de ser bastante utilizada para analises forenses tem como problema o
aquecimento da amostra, logo ndo permite a determinacao de canabindides acidos,
por exemplo, devido a descarboxilagdo resultante na identificacdo de seus
compostos neutros durante a analise.*®

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE ou do inglés, High
Performance Liquid Chromatography, HPLC é um tipo de cromatografia liquida, que
usa colunas de recheio na fase estacionaria (FE) e solventes liquidos eluidos em
alta pressdo na fase mével (FM). *°Essa técnica analitica separar misturas com
grande numero de compostos, em diversas amostras, alta resolucao, eficiéncia,
consegue separar nao-volateis e termicamente instaveis, além de nao aquecer a
amostra durante a etapa de separacdo.**4>48

D’avila e colaboradores, em 2016, utilizaram LC-MS para identificar
biomarcadores de cocaina e crack em amostras de mec6nio (primeiras fezes de
recém nascido) em bebés de maes que consumiram drogas nos dois ultimos

trimestres da gestacdo. *°

1.6 Espectrometria de massas

Os métodos espectrométricos sdo os mais utilizados para a identificacao de
drogas de abuso. *° A espectrometria de massas é uma técnica analitica usada para
estudo de massas de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas, para
obtencdo de um espectro de massa, as moléculas sdo ionizadas.*

O espectrémetro de massas € constituido de uma fonte de ionizacao, que é
responsavel por gerar ions (cations ou &anions), um analisador de massas,
responsavel por separar os ions e um detector, que produz uma corrente elétrica
quando atingido pelos ions provenientes do analisador e um processador que
converte o sinal elétrico em funcdo da razao massa/carga (m/z) em dados, conforme

ilustra a Figura 9. °'?
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Figura 9. Esquema de um espectrometro de massas.
Fonte: ROMAO, 2010. '

O tipo da fonte de ionizagéo e do analisador de massas vao determinar a
aplicabilidade do MS, a fonte de ionizagdo pode ter ou nao vacuo, ja o
analisador e o detector sdo mantidos a vacuo, isso possibilitou a aplicagdo em
diversos tipos de analitos. °’

Em quimica forense o MS é bastante utilizado, por ser uma técnica
qualitativa e quantitativa, ter alta sensibilidade, baixos limites de deteccéo,
rapida, robusta, baixo consumo de amostra, devido a complexidade de
amostras de drogas, o MS é muito eficiente na identificagdo de novos
compostos. >

Com o surgimento da espectrometria de massas, no inicio do século XX,
e até anos 80, ela era voltada para o estudo de atomos e de moléculas
pequenas, a fonte de ionizagado por elétrons (El) era a principal técnica de
ionizagao utilizada nesse periodo para estudo de moléculas organicas e
biomoléculas. Mas essa fonte de ionizac&o era restrita a moléculas volateis e
termicamente estaveis na temperatura da analise e devido ser muito
energética, a ionizagao por elétrons causava fragmentagcédo dos ions o que os
deixava pouco intensos ou ausentes no espectro de massas. >

Nos anos 60 e 70, surgiram novas técnicas como a ionizagdo quimica
(Cl), a ionizagao/Dessorgao a laser (LDI) e a ionizagdo quimica a pressao
atmosférica, em que possibilitaram obter espectros mais simples, com menor
fragmentagdo de ions moleculares e uma maior diversidade de aplicagbes da
espectrometria de massas. A fonte de ionizagao por eletrospray (ESI, do inglés,

Electrospray lonization), surgiu por volta dos anos 80. >
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O DESI, do inglés, desorption electrospray ionization, ionizacao por
dessorcdo por eletrospray, € uma técnica de ionizacdo recente, com uso
combinado com espectrdmetro de massa e espectrometria de massa de
imagem, ele permite o registro de espectros de amostras de fase condensada
em condicdo ambiente, pode ser aplicado em amostras soélidas, materiais
biolégicos, liquidos, gases adsorvidos e solugdes congeladas. >°

O método tem alta sensibilidade e consiste em pulverizar um solvente
que entra no tubo capilar; lateralmente um jato de nitrogénio em alta pressao
produz pequenas goticulas. Entre o inicio e o fim do nebulizador existe uma
diferenca de potencial que deixa as goticulas eletricamente carregadas,
eletrospray. O feixe eletricamente carregado em alta velocidade incide sobre a
amostra, o impacto dissolve o analito e libera ions gerados a partir dos
componentes da amostra que sdo transportados através do ar a pressao
atmosférica e atingem a interface do espectrébmetro de massa onde sao
analisados. *+*°

A técnica DESI pode ser usada em analises forenses para deteccéo de
explosivos, composi¢ao quimica de farmacos, drogas de abuso em fluidos
bioldgicos, analise de metabolitos na respiracédo, verificacdo de documentos,
impressées digitais, analise de compostos na pele. 4

Alguns estudos relatam a utilizacdo da técnica DESI para deteccao de
drogas e metabdlitos em matrizes biol6gicas como fios de cabelo, com o
desenvolvimento de extragcdo de ésteres de esteroides anabolizantes em
cabelo bovino. ¢4’

A fonte de ionizacdo a vacuo matrix assisted laser desorption ionization
(MALDI) surgiu por volta da década de 80 por Karas e Hillenkamp. E uma fonte
ampla e poderosa para a producéo de ions em fase gasosa. O MALDI fornece
tanto dessor¢ao quanto ionizacéo. >

O MALDI ocorre em duas etapas. Primeiro, o composto a ser analisado
¢é dissolvido em um solvente organico, a matriz, com absorcdo no comprimento
de onda do laser, a mistura é seca antes da analise e colocado em uma placa
geralmente de aco inox. O analito e a matriz formam uma solug¢éo. A segunda
parte ocorre sob vacuo dentro da fonte do espectrdmetro de massa, o laser
pulsa sob a solucao sélida com o aquecimento dos cristais e com acumulo de
grande quantidade de energia por meio da excitacdo das moléculas, o
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aquecimento sublima os cristais da matriz e ocorre o processo de dessorcao e

expansao da matriz da fase sélida para gasosa, Figura 9. %

Analisador
de Massas

/

TRANSFERENCIA
DE PROTONS

o
¢ Analito IT
. Matriz '

Figura 10. Etapas do MALDI.
Fonte: Préprio autor.

Os modelos de "Protonagdo em fase gasosa” e o “Modelo Lucky
Survivors” explicam a formagao de ions por MALDI (Figura 11), no primeiro, as
moléculas da matriz e do analito sdo transferidas da fase sélida para gasosa e
forma uma pluma sobre a superficie que incide o laser, nessa transferéncia de
carga das moléculas da matriz e do analito dentro dessa pluma, podem gerar
jons protonados e ions de adutos de metais alcalinos. *® J4 o modelo “Lucky
Survivors”, na etapa de co-cristalizacdo o analito, que é incorporado na matriz,
como espeécie carregada, preserva o estado de carga que apresentava na
solucdo. Na dessorcdo, uma parte desses ions é re-neutralizada pelos contra-
ions presentes nos clusters formados por moléculas da matriz e sdo detectados

apenas os que ficam neste processo. *°
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Modelo de Protonacédo em fase

gasosa
Analito deuterado
+ [ma+D)’
Analito ndo carregado A .ma » AD*

Separagdo de contraions

Modelo de Lucky AH " 4 nX: et AH* 4 X4 -1HX
Survivor Modelo original
Analito pré +[ma+D)’
carregado AH_™ 4 nX' mmp AH* 4 DX + n-1HX Neutralizagdo de
-ma contraions

Modelo refinado

Figura 11. Mecanismos de ioniza?éo por MALDI
Fonte: Adaptado de Karas, 2011 5

Em 2011, Jaskollas e Karas, comprovaram e verificaram
experimentalmente essas duas vias de protonacdo do analito de MALDI
(modelo de protonagao em fase gasosa e Lucky Survivor) em que a geragao de
ions do analito deuterados prova o modelo de protonacdo em fase gasosa e a
deteccdo de analitos protonados pela aplicagdo de matriz deuterada sem
hidrogénio acido prova a sobrevivéncia de analitos pré-carregados da solugéo
do modelo de Lucky Survivor. Durante os experimentos eles detectaram varios
parametros como afinidade dos prétons com a matriz e o analito, composigao e
tamanho do analito que podem afetar a protonacao. ’

A escolha da matriz usada em MALDI vai depender do tipo de analito a
ser identificado. As matrizes utilizadas em estudos forenses sdo CHCA (acido
a-ciano-4-hidroxicinamico), DHB (acido 2,5-di-hidroxibenzdico), SA (acido
sinapico), Ditranol, Umbeliferona, MBT (2-Mercaptobenzotiazo), NpCCA(Acido
(E) -2-ciano-3- (2-naftil) acrilico) CICCA ( acido 4-cloro-a-cianocindmico) e PNA

(para-Nitroaniline)*°,Figura 12.
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Figura 12. Algumas matrizes MALDI
Fonte: Préprio autor.

Na dessorcdo as matrizes de MALDI tem a fungdao de absorver a
energia do laser e transmitir uma parte da energia para as moléculas do analito
e proteger contra a incidéncia direta do laser, para evitar a fragmentagéo das
moléculas do analito. *°

O MALDI tem como vantagem a facilidade no preparo das amostras, por
isso a utilizagdo na identificacdo de drogas de abuso por meio do MALDI MS. 50

O MALDI é uma técnica de ionizagao pulsada que produz ions em feixes
por um processo intermitente, essa natureza pulsada da fonte é adequada para
analisadores do tipo tempo de voo, do inglés, time off light, TOF, podendo
analisar ions de altas massas. *®

O TOF consiste na determinacdo da relacdo massa/carga através do
tempo que os ions levam para se mover através de uma regido livre entre a
fonte e o detector, um tubo reto, comprido, no vacuo com uma fonte de ions de
um lado e um detector no outro. Os ions ejetados pela fonte vao em diregao ao
detector de acordo com a massa, ions mais leves se deslocam mais rapido.
Sua limitagdo € o poder de resolugéo, ja que nem todos os ions terdo a mesma
velocidade ao sair da fonte. Para melhorar o poder de resolugcdo ha o TOF
Reflectron, modo em que o0s ions passam por outra trajetoria, um refletor
especial, conjunto de anéis, os ions entram, sofrem desaceleragdo, param e

séo refletidos de volta e atingem uma nova regido em frente ao detector. A
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resolugéo do TOF fica entre 10.000 e 25.000 e exatiddo de m/z 0,001. *

A Bruker Daltonics, empresa do ramo de espectros de massa, produz
varios instrumentos do TOF com fonte de ionizacdo e dessorcdo MALDI, como
MALDI-TOF, MALDI TOF/TOF e Q-TOF (quadrupolo por tempo de voo). Sédo
instrumentos que podem ser usados para analises forenses, sequenciamento
de proteinas, mapeamento de biomoléculas em tecidos, identificagcdo de
microorganismos, com alto rendimento e velocidade para areas de proteomica
e estudos de imagens. °® Na Figura 13 é possivel visualizar diferentes tipos de
TOF.

MALDI TOF/TOF ’

ultraflextreme I

MALDI TOF/TOF
autoflexX max

MALDI TOF/TOF
rapiflex MALDI QTOF tims MALDI TOF/TOF
TOF Pro 2 microfleX LRF

Figura 13.Analisadores do tipo TOF.
Fonte: Bruker *°

Na literatura existem varios artigos com utilizagao da fonte MALDI para
uso em drogas de abuso com fonte MALDI, uma busca feita na Web of Science
nos ultimos 5 anos (2019-2023) foram encontradas 16 publicagdes quando
relacionados a palavra cocaine and MALDI.

A espectrometria de massas de imagens (MSI) foi um avango no
desenvolvimento dos métodos de espectrometria de massas, € uma tecnologia
analitica que consegue medir espécies moleculares, em amostras complexas e
biolégicas. Esse método une as vantagens da MS, como a alta sensibilidade,
alto rendimento e especificidade molecular para produzir imagens. %A Tabela 2,

mostra os principais analisadores de massas utilizados com a espectrometria



de massas de imagem.

Tabela 2. Comparagéo geral de analisadores de massa usados com MSI.
Fonte: PHILIPSEN,2011. %
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SETOR
TOF , ORBITRAP FT-ICR
MAGNETICO

ions primarios Pulsado Continuo Pulsado Pulsado

Limite de massa 10.000 20.000 50.000 30.000
Resolucdo em massa 15.000 <100.000 >100.000 1.000.00
Precisdo em massa <5 ppm <3 ppm <5 ppm <1 ppm

L Alta preciséo e Alta preciséo e Alta preciséo e

Vantagens Precisdo rapida B B B

resolugéo resolugéao resolugéo
Massa média
Desvantagens 3 Caro Caro Caro
resolucao

O MALDI MSI é uma étima ferramenta para andlises forenses e

toxicoldgicas, pois consegue detectar drogas de abuso em cabelos intactos, a

vantagem em usar fios de cabelo é que ele fornece informagdes cronoldgicas

sobre ingestdo de drogas e exposicao a produtos quimicos. &

O MALDI MSI tem vantagens em relagdo a outros métodos, a

metodologia atual para analises de cabelos envolve técnicas complexas e

demoradas de homogeneizacgéo, derivatizacdo, limpeza da amostra e extracao

seguidas por cromatografia gasosa ou liquida acoplada a espectrometria de

massas, além de utilizar grandes quantidades de cabelo, ®° conforme Tabela 3.

Tabela 3. Comparacao de andlises de cabelo usando LC, CG/MS e MSI.

Fonte: Adaptado de UEKI et al., 2022."

PROPRIEDADES LC, GC/MS MSI
Aquisi¢do tempo curto Parcialmente possivel Possivel
Pré-processamento Complicado Simples
Dias necessarios 3 2

Fios de cabelo

100-300

1
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Porta et al, observaram a distribuicdo da cocaina e seus metabdlitos em
amostras de cabelo de usuarios. As amostras foram lavadas com agua,
acetona e hexano, secas em temperatura ambiente e colocadas em placa
MALDI e pulverizada com a matriz de CHCA, as imagens foram realizadas
usando uma armadilha de ions linear quadruplo triplo em MALDI com laser de
alta taxa de repeticao, na Figura 14-a, é possivel observar a imagem &tica do
fio de cabelo, Figura 14-b 5 réplicas de uma amostra de cabelo e Figura 13-c -

analise de um fio intacto e as concentragdes de cocaina ao longo do fio. ®*
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Figura 14. Imagem de cocaina ao longo de amostras de cabelo. a)-Imagem o6tica de fio de
cabelo, b)imagens de 5 réplicas de um fio de cabelo ¢)Anélise de um fio e concentragao ao
longo do fio. Fonte: Adaptado de PORTA et al., 2011°’

Cuypers et al investigaram o MSI para observar as mudangas em
cabelos com cocaina e em solugdes de perdxido de hidrogénio, concluiram que
a detecgao da cocaina é diminuida com a presencga de perdxido de hidrogénio,

ja que ele destréi a ligacao da cocaina com melanina e relataram que para
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analisar cocaina é necessario levar em consideracao os danos que houveram

no cabelo e se ele foi previamente descolorido.?

As concentragdes de cocaina normalmente encontradas em cabelos séo

de 0,5 a 216 ng/mg com utilizagcao de matriz CHCA. A matriz CHCA é a mais

utilizada devido sua versatilidade e sensibilidade para ionizacdo. ®' A Tabela 4

mostra alguns artigos e drogas de abuso detectadas em fios de cabelo com a
fonte MALDI.

Tabela 4. Drogas de abuso detectadas em fios de cabelo por MSI.

Fonte: Adaptado de FRANCESE,2019.%’

Ano Composto Matriz MALDI Analisador Limite ije Referéncias
deteccao
2009 Cocaina e CHCA-+grafite MALDI MSI Nao [63]
metabolitos detectado
2010 Cocaina CHCA+grafite MALDI MSI 0,1 ng/mg [64]
2011 Cocaina e CHCA MALDI IMS 5ng/mg [61]
metabolitos
2011 Metanfetamina CHCA MALDI-FT-ICR Nao [65]
MSI detectado
2015 Cocaina CHCA MALDI MS/MS Nao [11]
MetA-SIMS detectado
2016 9 FMPTS+CHCA MALDI Nao [66]
tetrahidrocanabinol detectado
2017 Metanfetamina Umbeliferona MALDI-FT-ICR Nao [67]
MSI detectado
2017 Cocaina e CHCA MALDI MSI Nao [68]
metabolitos detectado
2018 Canabinoide CHCA MALDI MSI 69 pg/mg [69]
sintético

A utilizacdo de MALDI-MS para andlise de cabelos tem crescido nos

ultimos anos, pois € possivel a utilizagdo de um unico fio de cabelo para

andlise, preparagdo de amostra, facil, rapida e barata, visualizagdo direta do

contaminante em cortes longitudinais. As desvantagens do método incluem alto

custo, preparos e andlises precisam ser validados e padronizados. ®°

De modo geral, a andlise forense de drogas de abuso em cabelos tem
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despertado interesse nas produgdes cientificas ao longo dos anos. Segundo
dados coletados na base de busca Web of Science, no periodo de 2001 a 2022
foram publicados 24 artigos, referentes aos termos “drogas de abuso em fios
de cabelo” e a técnica “MALDI”. Esse numero corresponde a apenas 1,7% do
numero de artigos produzidos para analisar drogas de abuso nos cabelos
(1.372 artigos) nos ultimos 23 anos.

Foi construida uma imagem Figura 15, a partir do banco de dados da
Web of Science (Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos), usando
os termos “drugs abuse and hair and MALDI” e compilado através do software
“‘RStudio”, mostrando a bibliometria no formato de “WordCloud”, das 50
palavras de maior destaque nas produgdes cientificas dos ultimos 20 anos,
onde é possivel perceber as maiores linhas de estudo e interesse relacionadas
as drogas de abuso no cabelo com a técnica de espectrometria de massas com
fonte MALDI. As palavras de maior evidéncia sdo: metabolites, cocaine, abuse,
drugs, mass-spectrometry, sections, methamphetamine.
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Figura 15. Nuvem de palavras com as 50 mais citadas nas publicagdes referentes a anadlise de
drogas em cabelos.
Fonte: Web of Science e R Studio

Portanto, embora a técnica MALDI MS seja incipiente no estudo de
farmacos e seus metabolitos em amostras de cabelo, ela se apresenta como
uma ferramenta promissora comparada as técnicas classicas de cromatografia
(GC e LC), devido ao preparo simplificado da amostra, curto tempo de analise,
e resolugdo espacial, pois permite a construgdo de imagens quimicas dos

componentes detectados. 42
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Desenvolver um método MALDI-TOF MS para analise rapida de fios
de cabelo de usuarios de drogas, onde a etapa de preparo da

amostra foi otimizada.

2.2 Especifico

e Avaliar a melhor matriz CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) e
DHB (4cido 2,5-di-hidroxibenzéico) na concentracdo de 7 mg.mL™

e Avaliar o efeito da matriz CHCA com a cocaina e seus metabolitos.

e \Verificar a influéncia do tratamento quimico na detec¢ao da cocaina

em fios de cabelo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiais e métodos

Foram utilizadas onze amostras de cabelo, com segmentos de 2 cm,
sendo dez amostras de cabelo de usuarios de drogas, fornecidas pelo
Laboratério Contraprova - Analises, Ensino e Pesquisa LTDA, e uma de um
doador sem histérico de uso de drogas, para posterior dopping. Os fios foram
fixados na placa MALDI com auxilio de fita dupla face e a deposicao da matriz
foi realizada com pipeta. O projeto foi aprovado pelo Conselho de Etica em
Pesquisa com numero CAAE 65316722.3.0000.5542 para utilizagdo em
pesquisas com cabelos humanos. Além disso, o grupo de pesquisa possui
acordo de cooperacao técnica com a Policia Civil do Espirito Santo, processo
n? 23068.022157/2020-69.

Os reagentes e solventes utilizados foram: metanol, etanol e acetonitrila,
adquiridos pela Vetec® Quimica Fina Ltda, (Rio de Janeiro, Brasil),
diclorometano (J.T.Baker, Carnaxide, Portugal), hexano (Merck, Darmstadt,
Alemanha), acetona (Merck, Darmstadt, Alemanha) e acido cloridrico (Applied
Biosystems, Massachusetts, EUA). Todos com grau de pureza analitica
superior a 99,5%. Os padrdes analiticos como cocaina, COC, (1 mg.mL™),
benzoilecgonina d3, BZE-d3, (100pg.mL™") e éster metilico de ecgonina, EME,
(100 pg.mL™"), Tabela 5, foram adquiridos pela Cerilliant, Round Rock, TX,
EUA.

Tabela 5. Padrdes analiticos com sua férmula e peso molecular (Mw).

Padrao analitico Férmula Molecular | M, (Da)

Cocaina (COC) C,H.NO, 303,1470
Benzoilecgonina D3 (BZE-d3) | C,D;H,NO, 292,1314
Ecgonina metil ester (EME) C.H-NO, 199,1208

A matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) e &cido 2,5-di-
hidroxibenzdico (DHB) foram adquiridas a Sigma-Aldrich Chemicals, Oakuville,

Ontario, EUA. Primeiramente foi utilizado o CHCA e DHB na concentragao de 7
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mg.mL" no padrdo de cocaina na concentragdo de 1 mg.mL "para verificar
qual melhor matriz e depois a matriz CHCA nas concentragdes de 1,5; 3 e 10
mg.mL™ para avaliar a melhor eficiéncia de ionizagéo e detecgdo dos padrdes,
conforme mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Avaliacdo de matrizes CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico) e DHB (acido 2,5-di-
hidroxibenzoico) em padrdes analiticos.

Matriz
Numero de Amostra Volume
repeticoes CHCA DHB CHCA | CHCA | CHCA
7 7 1,5 3 10
mg.1m mg.mL'1 mg.1mL mg.1mL mg.1mL'
L . 4
5 Cocaina (COCQ) 1L X X X X X
1 mg.mL"
5 Benzoilecgonina 1L X X X X X
(BZE) d3
100ng.mL'1
5 Ecgonina metil 1L X X X X X
ester (EME)
100 pg.mL'1
15 Total de analises
X: avaliado

A escolha das duas matrizes foi baseada na literatura '3, onde 2 pL da
solugdo da matriz foram depositados em amostras de fios de cabelo com

micropipeta.

3.2 Preparo de amostra

Para limpeza da placa MALDI foram utilizados os solventes etanol, agua
destilada, acetonitrila e acido cloridrico 0,1 mol/L. Na primeira etapa de
lavagem foram utilizados 50 mL de etanol, 50 mL de &gua destilada e
novamente 50 mL de etanol. Na segunda etapa, realizada por ultrassom, a
placa foi colocada em um béquer com 500 mL de agua destilada por 10
minutos e depois em uma solucdo com 200 mL de etanol, 200 mL de agua
destilada e 100 mL de acido cloridrico 0,1 mol/L. A placa foi imersa no béquer e
permaneceu em ultrassom por 10 minutos e na terceira etapa banho com 50

mL de acetonitrila, conforme Figura 16.
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Metodologia analitica das etapas de lavagem da placa MALDI

« Solugao
500mL 2:2:1
viv
etanol:agua:0.
1MHCle 10
minutos
ultrassom

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 2 ETAPA 3

« 50 mL Etanol

. 50 mL Agua
destilada

« 50 mL Etanol

.« 500 mL Agua
destilada 10

minutos

ultrassom

50 mL ACN

Figura 16. Metodologia analitica das etapas de lavagem da placa MALDI: primeiro conjunto:
lavagem com etanol, agua destilada e etanol; segunda etapa: sonicagdo por 20 min (10 min em
agua destilada e 10 min em etanol:agua:0,1 M HCI 2:2:1 v/v); e terceiro passo lavagem com
ACN.

O preparo da amostra foi dividido em duas partes: |) aplicagcado do padrao
analitico COC (1pL de concentracdo de 1 mg mL™), coberto pelas matrizes
DHB e CHCA separadamente na placa MALDI (2uL de concentracado de 7 mg
mL-1 cada). (Figura 17-a). A seguir, foram avaliadas quatro concentragdes da
matriz CHCA (de 1 a 10 mg mL™). Il) Uma vez determinadas a melhor matriz e
concentragao, os cabelos de suspeitos de usar drogas foram colados a placa
com fita dupla-face e rotulados em letras das amostras A a K. Um esquema de
preparacao da amostra é mostrado na Figura 17-b.
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Figura 17. Esquema ilustrativo de preparagdo de amostras por MALDI-MS: (a) analises de
padroes analiticos forenses em fungdo da concentragdo de CHCA (acido a-ciano-4-
hidroxicinamico) 1 a 10 mg.mL"' e 7 mg.mL" DHB (4cido 2,5-di-hidroxibenzoico); e (b)
disposicao dos cabelos.

Inicialmente, duas amostras positivas para cocaina (denominadas
amostras A e B) contendo trés fios de cada cabelo foram utilizadas para avaliar
a ionizacdo dos analitos com e sem a etapa de lavagem. Para a etapa de
lavagem foram utilizados 20 mL de cada um dos seguintes solventes: agua
destilada, diclorometano, acetona e hexano. Apds determinar a eficiéncia do
método de preparo da amostra sem ou com etapa de lavagem, as demais
amostras 4 a 11, denominadas amostras D a J, foram analisadas utilizando 2
uL de matriz CHCA 1,5 mg mL™.

3.3 MALDI-TOF MS

As analises MALDI-TOF MS foram realizadas utilizando um instrumento
Bruker Ultraflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), operando em modo
de ion positivo refletor com uma faixa espectral de m/z 150 a 1000. As
condicoes de extracao de ions pulsados foram as seguintes: 1IS1: 19,08kV; 1S2:
17,03kV; e refletor: 20,361 kV. A calibracao de massa externa foi realizada com
base em ions [M+H]" e [2M+H]" de m/z 190,04 e 379,09 (para CHCA) e m/z
155,02 e 309,02 (para DHB). Os dados obtidos foram analisados através do
software DataAnalysis Daltonics, EUA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliacao da eficiéncia de ionizacao das matrizes DHB e CHCA

Inicialmente, o padrdo COC na concentragdo de 1 mg mL™ foi analisado
com as matrizes DHB e CHCA, ambas na concentracdo de 7 mg mL™, para
avaliar o melhor processo de ionizagdo do analito de interesse do MALDI.
Nesta analise, Figura 18, a cocaina foi detectada na forma protonada,
[C17H21NO4+H]*, m/z 304,0817 (CHCA) e m/z 304,1622 (DHB), e apesar da
semelhanca na eficiéncia das matrizes, quando avaliando os valores de TIC da
cocaina em cada espectro de massa, que foi TIC 2x10° para ambos, a matriz
CHCA foi escolhida para prosseguir com as andlises porque sua menor
afinidade de prétons (PA) e pKa; CHCA (PA = 183 kcal/mol e pKa = ~1,2) em
comparacgdo com DHB (PA = 204 kcal/mol e pKa = ~3,0). """

Segundo a teoria acido-base de Brgnsted-Lowry, dentre as matrizes
(moléculas de acido) avaliadas, a matriz CHCA é o acido mais forte e, portanto,
auxiliara no processo de ionizagdo dos analitos, pois para que ocorra a
transferéncia de prétons, em em geral, o PA do receptor deve ser maior que o

do doador °¢7073

0 que na cocaina (alcal6ide tropano), € evidenciado pela
presenca da ligagdo amina com sua alta afinidade que potencializa o formagao
da molécula protonada por transferéncia de prétons da matriz CHCA. Esta
matriz, sendo um &acido de Brgnsted-Lowry, pKa = ~1,2, além da sua utilidade
na recepcao e redistribuicdo da energia do laser focada na amostra, permite
também a maior disponibilidade de hidrogénio, facilitando assim, a protonacao

do analito no modo de ionizagao positiva, MALDI(+).
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TIC 2X10°
[C,_H, NO +H]
Cocaina
-1
L 378 9508 a)[CHCA]=7 mg.mL
TIC 2X10°
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Figura 18. Espectros MALDI(+)TOF MS do padrdo de cocaina (1 mg mL") com as

matrizes MALDI: a) CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico) e b) DHB(acido 2,5-di-
hidroxibenzoico), ambas na concentragao de 7 mg mL™".

Sequencialmente, quatro concentragbes da matriz CHCA (1,5; 3,0; 7,0
e 10 mg mL'1) foram investigadas para escolher a melhor concentracéo de
trabalho para ionizacdo do padrao COC (1 mg mL™"); BZE (100 yg.mL™") e ECG
(100 pg.mL™). E possivel observar nos espectros de massa adquiridos, Figura
19, a eficiéncia de ionizacdo da molécula COC em todas as concentracdes da
matriz CHCA testada, porém, menor ionizagcdo dos padrdes BZE e EME,
possivelmente ocorreu devido as baixas concentragdes destes padrbes (100 ug
mL™).
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Figura 19. Espectros de massa MALDI(+)TOF de a) COC (1 mg mL™") b) BZE-d3 (100 [g.mL")
e c¢) EME g100 :g.mL'1) com matriz CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) de 1,5; 3,0; 7,0 a
10mgmL .

Apesar disso, € possivel inferir que todas as concentragdes testadas de
CHCA (1,5, 3,0, 7,0 e 10 mg mL™") poderiam ser utilizadas para a deteccdo de
pelo menos um composto alvo monitorado, destacando-se as concentragdes
da matriza 1,5 e 7,0 mg mL™, que apresentou maior sensibilidade e eficiéncia
para detecgdo dos trés analitos monitorados (COC, BZE e EME), pois
apresentaram maiores valores de TIC em comparagao as concentragdes de 3,0
e 10 mg mL", com énfase na concentracédo de 7,0 mg mL" na ionizagdo de
moléculas de BZE e EME, e 1,5 mg mL" da matriz CHCA para ionizacao da
molécula COC.

Para facilitar a compreensado deste resultado, a Tabela 7 mostra os
dados dos espectros de massa MALDI(+) adquiridos, onde é destacada a
menor concentragdo da matriz CHCA testada (por exemplo, 1,5 mg mL™),
comprovando a maior sensibilidade e eficiéncia na ionizagdo do analito COC,
com valor de TICchca= 1,5 mgmi) = 1,8x10%, enquanto as demais concentragdes

da matriz resultaram na deteccdo desta molécula com TIC na faixa de 10°.
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Portanto, o CHCA 1,5 mg mL"' foi escolhido para prosseguir com o

desenvolvimento do método de analise
MALDI(+)TOF MS.

toxicologica de cabelos por

Tabela 7. MALDI(+) TOF MS do padrdao COC a 1 mg mL" em | com matriz CHCA de 1,5 a 10

mg mL".
Srlﬁzgntragéo Molecula Nl|=ormula ”.'/Z TIC R
de matriz olecular experimental (%)
COC (1mg mL-1) [C17H2iNO4+H]" 304,1242 1,8X10* | 100
1,5mg mL" EME 1000 mL-1) [C1oH17NO3+H]" 200,0807 8X10° 16,5
BZEd3 (1009 mL.1) [C1D3H1gNO4+H]" 293,1301 8x10° 36,7
COC (1mg mL1) [C17H21NO,+H]* 304,0573 1,2X10° [ 100
3,0 mg mL" EME (100ug mL-1) [C1oH17NO3+H]" 200,0774 1X10* | 20,5
BZEd3 (1oougmi-ny | [C1D3H1gNOs+H]* 293,1577 4x10° 71
COC (1mg mL1) [Ci7HoiNO4+HT" 304,0817 2x10° 100
7mgmL™ EME (100uq mL-1) [C1oH17NOz+H]* 200,0744 2X10* | 54,4
BZEd3 (100uami-1y | [C16D3H1gNO4+H]" 293,0388 1,6X10* | 98
COC (1mg mL1) [Ci7Ho1NO4+HT" 304,1500 4,9X10° | 100
10 mg mL™ EME (100 ug mL1) [C1oH17NOz+H]* 200,0988 4x10° 1.1
BZEd3 (100uq mL-1) - - - -

“* Nzo detectado; CHCA: Acido a-ciano-4-hidroxicinamico ; COC: cocaina EME: Ecgonina metil ester;
BZE d3: Benzoilecgonina d3; I.R: intensidade relativa; TIC: corrente total de ions

4.2 Estudo do efeito da lavagem (pré-analise) dos fios de cabelo

Nao ha consenso sobre um protocolo de lavagem especifico para
descontaminagdo dos cabelos em etapas anteriores a andlise toxicolégica.”* No
entanto, as Diretrizes da Society of Hair Testing (SoHT) para testes de drogas
no cabelo recomendam etapas de lavagem com produtos organicos (solventes)
e solugdes aquosas.” Assim, neste estudo foram analisados os cabelos de
dois individuos sem etapas de lavagem (andlise direta e sem preparo) e
também submetidos as etapas de lavagem com diclorometano; e
agua:acetona:hexano, separadamente para verificar se ha ou nao influéncia
significativa da lavagem na etapa de pré-analise.

Foram analisados trés fios de cabelo de dois individuos, denominados
individuos “A” e “B”, figuras 20a-b, e a partir dos espectros de massa

adquiridos, observou-se no cabelo “A” a deteccdo exclusivamente de ions
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protonados de COC, [Cy7H21NO4+H]*, m/z 304, com menor valor de TIC
quando lavado com &gua/acetona’hexano, TIC = 1,5x10°%, e maior valor de TIC
com lavagem com diclorometano, TIC = 7x10% Tabela 8. A analise sem
lavagem mostrou um valor intermediario de TIC 2x10° (sem lavagem). Embora
os fios pertengcam ao mesmo individuo, entende-se que a biodisponibilidade
dos compostos pode variar, porém, é perceptivel a baixa variagdo na
sensibilidade da técnica com e sem a etapa de lavagem dos fios.

Na analise do cabelo “B”, além da detec¢do de COC, também foram
detectados os compostos BZE, ECG, EME e Lidocaina como moléculas
protonadas, [M+H]" (COC, BZE, ECG, EME, e lidocaina) e com aduto de sédio,
[M+Na]* (EME e BZE), Tabela 8. Maiores valores de TIC foram observados
quando se utilizou lavagem com agua:acetona:hexano, por exemplo, na
deteccdo de COC, TICs = 1x10* (4gua :acetona:hexano), 8x10° (DCM) e 3x10°
(sem lavagem). Esses resultados, e os demais valores observados nesta etapa
da andlise, mostram a variacdo minima na sensibilidade da técnica MALDI MS
com e sem a etapa de lavagem. Além disso, embora a lavagem com
agua:acetona:hexano tenha permitido a deteccao de mais analitos (seis) do
que as andlises com lavagem com DCM (trés analitos) e sem lavagem (trés
analitos), os trés métodos resultaram na deteccdo de analitos semelhantes.
Portanto, para prosseguir com as analises, a sequéncia foi padronizada sem
etapa prévia de lavagem, ampliando a etapa de pré-analise e otimizando assim

o tempo de todo o processo.
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Figura 20. Espectros das amostras a) “A” e b) “B” com matriz CHCA (&cido a-ciano-4-hidroxicindamico)1,5 mg.mL'1 com dois métodos
(diclorometano e agua:acetona:hexano) e sem lavagem
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Tabela 8. Amostras “A” e “B” com matriz CHCA 1,5 mg.mL"' com moléculas detectadas no espectro de massa MALDI(+) e suas respectivas lavagens.

Individuo | Molecula Formula Molecular m/z TIC I.R (%) | Lavagem
COC [C17H2iNO4+H]" 304,1385 7X10° 31,5 diclorometano
“A” COC isébaro [C17H2iNO4+H]* 304,0797 | 1,5x10° | 8,48 Agua:acetona:hexano
cocC [C17Hp1NO4+H]* 304,1609 | 2x10° 18,2 Sem lavagem
cocC [C17Ho1NO4+H] 304,1497 | 8x10° 20
[C16H1sNO4+H]* 290,1799 | 1x10° 3,6
BZE ool o L e SIS dicl
[C16H1sNO4+Na] 312,2086 | 1x10 3,3 iclorometano
Lidocaina [C14H2N2O+H]* 235,1687 | 1x10° 3,7
Benzocaina [CoH11NOx+H]* 166,0867 4x10° 8,9
ECG [CoH1sNO5+H]" 186,1724 | 6x10° 12,6
[C1oH17NO5+H]* 200,1667 | 5x10° 10,6
“B” EME ___________________________________________________________________ ,
[C1oH17NOz+Na]* 222,1852 5x10° 11 Agua:acetona:hexano
Lidocaina [C14H2oN,O+H]* 235,1163 | 6x10° 12,2
BZE [C16H1oNO4+H]* 290,2083 | 6x10° 12,3
coc [C17H21NO4+H]* 304,2092 | 1x10* 25,5
EME [C1oH;7NOs+Na]* 222,0689 | 3x10° 13,5
+ 3
cOoC [C17H21 NO4+H] 304,2312 3x10 13 Sem |avagem
BZE [CigH1gNO4+Na]" 312,3490 1x10° 5,4

CHCA: Acido a-ciano-4-hidroxicinamico ; COC: cocaina EME: Ecgonina metil ester; BZE d3: Benzoilecgonina d3; I.R: intensidade relativa; TIC: corrente total de ions
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4.3 Avaliagoes de amostras de fios de cabelo de individuos suspeitos de
serem usuarios de drogas

Apos avaliar a eficiéncia da matriz MALDI e sua melhor concentragao, e
determinar a analise sem a etapa de lavagem, dez amostras de cabelos de
individuos suspeitos de usuarios de drogas de abuso foram analisadas pelo
MALDI(+)TOF MS, sem etapa de lavagem, e com a adigdo da matriz CHCA, na
concentragcao de 1,5 mg mL™. Destaque que o modo de analise positivo foi
escolhido porque favorece a ionizagao de compostos polares, como a molécula
COC e seus principais metabdlitos. "

As analises por MALDI(+)TOF MS permitiram a deteccdo de COC ou
COC e BZE em nove das dez amostras de cabelo, Figura 21a-j. Além disso,
COC e BZE sao marcadores, entre outros possiveis marcadores existentes
conhecidos, que auxiliam na identificacdo de usuarios de cocaina em testes
toxicolégicos.72 Principalmente quanto a deteccdo da molécula COC, sinal
predominante em nove das dez amostras analisadas, os maiores valores de
TIC foram observados para as amostras “D” e “E”, com TICs = 2x10* e 1x10%,
respectivamente. O menor valor de TIC foi observado para a amostra “H” com
TIC = 6x10°.

[C1sH1aNO4+H]* Cy7H21NO4+H]*
Benzoilecgonina Cocaina
304,1609 (a)

290,1868 / \

304,2312
(b)

| S (@) .. 8 . i I )
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Figura 21(a-j). Espectros com 10 amostras de fios de cabelo com matriz CHCA (acido a-ciano-
4-hidroxicinamico)1,5 mg mL" sem lavagem com faixa de expansédo espectral (m/z 287 a 307)
para visualizagao de moléculas de BZE e COC.
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Os resultados obtidos pelo MALDI(+)TOF MS foram comparados com
analises da técnica classica para estudos toxicolégicos em cabelos; GC-MS. As
analises quantitativas alvo de GC-MS mostraram valores de concentragao de
cocaina, detectados em oito das dez amostras analisadas, variando de 1,1
ng/mg (amostra “I”, valor mais baixo) a 4,1 ng/mg (amostra “E”, valor mais alto).
A Figura 23 exemplifica o cromatograma obtido na analise da amostra “E” nas
transicbes m/z 182-82 (Figura 22a) e seu espectro de massa correspondente
(Figura 22b), e o cromatograma na transigdo m/z 303-82 (Figura 22c) e seu

espectro de massa correspondente (Figura 22d).
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Figura 22. Cromatograma de GC-MS da amostra de cabelo “E” na transicdo m/z 182-82 (a) e
seu espectro de massa correspondente (b). Cromatograma da amostra “E” na transicdo m/z
303-82 (c) e seu espectro de massa correspondente (d).

De modo geral, foi observada relagdo em 70% das amostras com os
mesmos sinais detectados pelas duas técnicas, MALDI(+) MS e GC-MS, Tabela
9. Por outro lado, os 30% que apresentaram divergéncia na resposta podem
ser justificado pela possivel variabilidade da biodisponibilidade dos analitos nos
cabelos, por se tratarem de amostras reais, o que indica a necessidade de
desenvolvimento de estudos com réplicas para confirmacgao do resultado.

Além disso, ndo foi observada relacio linear entre as concentragbes dos

analitos quantificados pela técnica de GC-MS e os valores de TIC obtidos nas

uTPS COC

uTPS COC
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analises MALDI(+)TOF MS. Porém, vale ressaltar que o cabelo que apresentou
menor valor de concentracao, por GC-MS, foi detectado pelo MALDI(+)TOF
MS, evidenciando assim a sensibilidade e eficiéncia da técnica. Além disso,
MALDI(+) possui menor tempo de analise, devido a exclusao da etapa de pré-

andlise (lavagem).

Tabela 9. Informagdes da férmula molecular, m/z, IR, TIC das moléculas de interesse
encontradas nas 10 amostras de fios de cabelo analisadas por MALDI(+)TOF MS e
concentracao de analitos detectados por GC-MS.

MALDI(+) TOF MS GC-MS
Amostra | Composto Férmula m/z TIC I.LR Concentracao
Molecular o (ng/mg)

_____ COC_ | [CH.NO~H]' | 304,1609 | 2x10° | 182 | - ____

A | BZE | _. [C.H.NO+H] | 290,1868 | 4x10: | 35 | -
THC - - - - 0.1

_____ COC_ | [CH.NO~H] | 3042312 | 3x10° | 13 | 35

______ BZE | [C.H.NO+Na] | 312,3490 | 1x10° | 54 |

8 _EME | [C.H.NO.+Na]- | 222,0689 | 3x10° | 135 | -
COCE - - - - 0,2
C COC - - - - 0,6

D |- CoC_ | .. [CHNOAH] | 304,2842 | 2x10°_ | 573 | . . 4

BZE [CsH:NO,+H] 290,9855 1x10° 4
_____ COC_ | [CH.NO~+H]' | 3042306 | 1X10: | 336 | 41
E azg | [CeHNOsHI | 2902045 | 2X10° | 52 | -
[C\H:NO,+K]* 328,3233 7X10° | 15,6 =

F ol CoC_ | .. [CHNOAH] | 304,1421 | 5x10° | 17,2 | 1.6 ..
COCE - - - - 0,05
G COC [C.;H.NO,+H] 304,0790 | 1,6X10° | 3,75 0,6

H e CoC_ | .. [CHNO+H] | 304,0234 | 6X10: | 45 | 25 .
COCE - - - - 0,1

_____ COC_ | [CH.NO~+H]' | 304,1583 | 9x10° | 283 | 11 _

: e | [CHHNOLH] | 2001406 | 110 | 5 | -

__________________ [C.HNO+Na] | 3122742 | 1x10° | 54 | -
COCE - - - - 0,4

_____ COC | IC,H.NO+H]: | 304,1911 | 6x10 | 124 | -

J _BZE | [C.H.NO+Na] | 3122841 | 3x10° | 6,5 | - . .
MDMA - - - = 3,6

““ Nao detectado; COC: cocaina COCE: cocaetileno; EME: Ecgonina metil ester; BZE : Benzoilecgonina;
MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina; THC: tetrahidrocanabinol |.R: intensidade relativa; TIC: corrente
total de ions
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4.4 Efeito do tratamento quimico (clareamento) nos cabelos

Por fim, a sensibilidade da deteccdo de cocaina foi verificada em
cabelos com e sem tratamento de descoloragdo com perdxido de hidrogénio,
que foi fortificado com solugdo de cocaina, 1mg mL", e analisado por
MALDI(+)TOF MS, com matriz de CHCA na concentragdo de 1,5 mg mL™". Este
estudo foi realizado porque, segundo Cuypers et al. (2014), o processo de
descoloragdao dos cabelos com agua oxigenada pode influenciar e reduzir a
deteccdo de cocaina nos fios, pois as ligagdes cocaina-melanina sao
quebradas, e a cocaina € parcialmente degradada neste processo .2

A Figura 23a-b mostra os perfis espectrais distintos dos cabelos sem
(Figura 23a) e com (Figura 23b) tratamento clareador. Porém, a partir da
expanséao espectral na regido de m/z 250 a 350, regido do analito de interesse,
€ possivel observar que o COC protonado é o ion mais abundante
[C17H21NO4+H]", m/z 304,0623 , IR 100%, TICcoc 1X10% em cabelos naturais
(sem tratamento descolorante), € o mesmo sinal, m/z 304,2197, IR 14,5,
TICcoc 5x10%, em cabelos com tratamento prévio de clareamento com
peroxido, Tabela 10. Esses dados estdo de acordo com a literatura e mostram
qualitativamente a maior abundancia de COC em cabelos sem tratamento
descolorante, ou seja, cabelos que ndo apresentam perda de melanina em sua

composi¢cao, ja que um dos principais fatores na incorporacédo de

medicamentos aos cabelos é a afinidade pela melanina. #27¢7"7
Cy7H2NO4+H]*

Cocaina
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TIC 1x10¢ (3)
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Figura 23. Amostra de cabelos dopados com 1mg mL-1 de COC em metanol para avaliagdo da
eficiéncia de ionizagdo com (a) cabelos sem tratamento quimico e (b) cabelos com tratamento
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Tabela 10. Informacdes da férmula molecular, m/z TIC e IR da molécula COC em amostras de
cabelo com e sem tratamento quimico.

Amostra Molécula I\Ill:glrergﬂ::r m/z TIC (IO/S
Sem tratamento

quimico COC [C,H.NO.+H] 304,0623 | 1X10 100
Com tratamento coc [CH.NO+H] | 304,2197 | 5x10° | 14,5

guimico

COC: Cocaina; I.R: intensidade relativa; TIC: corrente total de ions
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, a triagem dos fatores que influenciam a ionizagéo da droga
cocaina e seus metabdlitos: BZE e EME em fios de cabelo foi realizada pela
técnica MALDI(+)TOF MS. Além disso, a influéncia da lavagem com solvente e
da analise direta (sem lavagem) foi testada na etapa de pré-anadlise e, devido a
diferenga minima, foi padronizada a analise direta dos cabelos de usuarios
suspeitos pelo MALDI(+)TOF MS.

Os resultados obtidos nas analises do método proposto foram
relacionados a técnica classica de andlise de cabelos de usuarios suspeitos;
GC-MS. O método quantitativo apresentou dados relativos a 70% das amostras
analisadas, evidenciando a sensibilidade e precisdo da técnica MALDI(+)TOF
MS na andlise de amostras reais de cabelos de usuarios, incluindo baixas
concentragdes do analito monitorado (COC, 1,1 ng /mg).

Por fim, este estudo também investigou a influéncia do tratamento
clareador capilar na incorporacao do farmaco nos cabelos, o que evidenciou a
baixa eficiéncia da incorporacdo do COC nos cabelos tratados quando
comparados aos cabelos naturais. Todos esses resultados cooperativos
afirmam a aplicabilidade da técnica MALDI(+)TOF MS para deteccgéo eficiente
de farmacos em cabelos, de forma rapida e direta, pois extingue as etapas de

pré-analise (lavagem) e etapas de separagao cromatografica.
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ANEXOS

CROMATOGRAMAS POR CG-MS DAS AMOSTRAS ANALISADAS

A Figura 1 ilustra o sinal de THC detectado na amostra “A”
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Figura 1. Cromatograma da amostra “A” na transicdo m/z 371-289 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra“A’na transicdo m/z 386-371 (c) e seu espectro

de massa correspondente (d).

A Tabela 1 lista os resultados de deteccao e quantificacado referentes a analise

da amostra “A”

Amostra: “A
Analito identificado: THC
Tempo de retengéo (min): 6,25
Concentragéo (ng/mg): 0,1

Tabela 1: Resultados da analise da amostra “A” por CG-MS/MS



A Figura 2 ilustra o sinal de COC detectado na amostra “B”.
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Figura 2. Cromatograma da amostra “B”. na transi¢cdo m/z 182-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “B”. na transigdo m/z 303-82 (c) e seu espectro

de massa correspondente (d).

A Tabela 2 lista os resultados de deteccao e quantificacédo referentes a analise

da amostra “B”.

Amostra: “B”
Analito identificado: CcOoC
Tempo de retengao (min): 5,97
Concentragéo (ng/mg): 3,5

Tabela 2: Resultados da analise da amostra“B” por CG-MS/MS

A Figura 3 ilustra o sinal de COCE detectado na amostra ‘B”.
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Figura 3. Cromatograma da amostra “B” na transicdo m/z 196-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “B” na transicdo m/z 317-82 (c) e seu espectro

de massa correspondente (d).

A Tabela 3 lista os resultados de deteccao e quantificacédo referentes a analise

da amostra “B”.

Amostra: “B”
Analito identificado: COCE
Tempo de retengéo (min): 6,05
Concentragéo (ng/mg): 0,2

Tabela 3: Resultados da analise da amostra “B” por CG-MS/MS



A Figura 4 ilustra o sinal de COC detectado na amostra “C”
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Figura 4. Cromatograma da amostra “C” na transigcdo m/z 182-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “C” na transicdo m/z 303-82 (c) e seu espectro
de massa correspondente (d).

A Tabela 4 lista os resultados de deteccao e quantificacado referentes a analise
da amostra “C”

Amostra: “‘c”
Analito identificado: COoC
Tempo de retengao (min): 6,11
Concentragéo (ng/mg): 0,6

Tabela 4: Resultados da analise da amostra “C”’por GC-MS/MS



A Figura 5 ilustra o sinal de COC detectado na amostra “D”.
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Figura 5. Cromatograma da amostra “D” na transigcdo m/z 182-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “D”. na transicdo m/z 303-82 (c) e seu espectro
de massa correspondente (d).

A Tabela 5 lista os resultados de deteccao e quantificacédo referentes a analise
da amostra “D”

Amostra: “D”.
Analito identificado: COoC
Tempo de retengéo (min): 6,11
Concentragéo (ng/mg): 1,4

Tabela 5: Resultados da analise da amostra “D”. por GC-MS/MS



A Figura 6 ilustra o sinal de COC detectado na amostra “E”
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Figura 6. Cromatograma da amostra “E” na transicdo m/z 182-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “E” na transicdo m/z 303-82 (c) e seu espectro
de massa correspondente (d).

A Tabela 6 lista os resultados de deteccao e quantificacao referentes a analise
da amostra “E”

Amostra: ‘B
Analito identificado: CcocC
Tempo de retengao (min): 8,15
Concentragéo (ng/mg): 4.1

Tabela 6: Resultados da anélise da amostra “E” por GC-MS/MS



A Figura 7 ilustra o sinal de COC detectado na amostra “F”
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Figura 7. Cromatograma da amostra “F” na transi¢do m/z 182-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “F” na transigdo m/z 303-82 (c) e seu espectro
de massa correspondente (d).

A Tabela 7 lista os resultados de deteccao e quantificacédo referentes a analise
da amostra “F”.

Amostra: “F”
Analito identificado: COoC
Tempo de retengéo (min): 8,14
Concentragao (ng/mg): 1,6

Tabela 7: Resultados da anélise da amostra “F’por GC-MS/MS.



A Figura 8 ilustra o sinal de COCE detectado na amostra “F”

(@)

(b)

HOO0132620 p (User Sctlings) 0S/19M1T 11:27.20 CNH COC

RT:780-874 S 76
RT: 837 NL 4.76C5
AL 818700 TICF: » cEl SRM
AL ATSTTS ms2

100

195 0CO@cia10 00
[81.99% 82 00%

H90132620_p

Relatye Adandance

e 02 23 84 05 08 87
Time (min)
C\Xcalibu\.  \VCabelo\CNHMO00 132629 OSNANT 11.27. 20 CNH COC

HD00132620_p #2007 RT: 837 AV 1 NLU 554E5
F' +cElI SRM ms2 106 000620410 00 (31 99582 005)

10 e
Bl
;
=
-
<
5
v
x
o R A T Ra Lt R A R A
01,998 91.993 82000 02.002 02.004
mz
c)
HO00 132620 p (User Seltings) oSaNT 11210 CNH COC
RT:7.09-374 S 76
RT:2337 NL 1.03C8
AR 1729537 TICF: «c &l SRM
- AH: 1031585 ms2
7 317 0CO@cHI1500
[81.99% 82 00
S S
H20132620_p

Relate Adandance

0.10 818 820 o7
| I

o1 02 23 84 0s 95 87
Time (min)

k3

83



(d)

C \Xculibu\.  VCabelo\CNHHO000 132629 p 0SNANT 112720
1000132620_p #2006 RT 837 AV 1 NL 12266
F < c Bl SRM ms2 317 000R0d15 00 (31 99582 005
. €200
503
FIT—:
w1
'y- A
g 0]
- 3
= R
2
s 3
% 40]
]
s 3
10
203
10—
': ey ) " ) ) )
21.9¢¢ 81923 82000

Figura 8. Cromatograma da amostra “F’na transicdo m/z 196-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “F” na transigdo m/z 317-82 (c) e seu espectro

de massa correspondente (d).

A Tabela 8 lista os resultados de deteccao e quantificacado referentes a analise

da amostra “F”

82.004

Amostra: “‘F”
Analito identificado: COCE
Tempo de retengéo (min): 8,37
Concentragao (ng/mg): 0,05

Tabela 8: Resultados da analise da amostra “F” por GC-MS/MS

Dados da amostra “G” nao disponiveis .




A Figura 9 ilustra o sinal de COC detectado na amostra “H”
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Figura 9. Cromatograma da amostra “H” na transicdo m/z 182-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “H” na transicdo m/z 303-82 (c) e seu espectro
de massa correspondente (d).

A Tabela 9 lista os resultados de deteccao e quantificacédo referentes a analise
da amostra “H”

Amostra: “‘H”

Analito identificado: COC
Tempo de retencéo 6,29
(min):

Concentragao (ng/mg): 2,5

Tabela 9: Resultados da analise da amostra “H” por GC-MS/MS.



A Figura 10 ilustra o sinal de COCE detectado na amostra “H”.
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Figura 10. Cromatograma da amostra “H’na transicdo m/z 196-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “H” na transicdo m/z 317-82 (c) e seu espectro

de massa correspondente (d).

A Tabela 10 lista os resultados de deteccao e quantificacao referentes a analise

da amostra “H”

T
B1 955 81088

Amostra: “‘H”
Analito identificado: COCE
Tempo de retengao (min): 6,39
Concentragéo (ng/mg): 0,1

Tabela 10: Resultados da analise da amostra “H”por GC-MS/MS




A Figura 11 ilustra o sinal de COC detectado na amostra
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Figura 11 Cromatograma da amostra “I” na transigdo m/z 182-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “I” na transigdo m/z 303-82 (c) e seu espectro
de massa correspondente (d).

A Tabela 11 lista os resultados de deteccdo e quantificacdo referentes a
analise da amostra “I’

Amostra: “I”
Analito identificado: CcOoC
Tempo de retengéo (min): 6,30
Concentragao (ng/mg): 1,1

Tabela 11: Resultados da analise da amostra “I” por GC-MS/MS



A Figura 12 ilustra o sinal de COCE detectado na amostra
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Figura 12. Cromatograma da amostra “I’ na transicdo m/z 196-82 (a) e seu espectro de massa
correspondente (b). Cromatograma da amostra “I” na transigdo m/z 317-82 (c) e seu espectro
de massa correspondente (d).

A Tabela 12 lista os resultados de deteccao e quantificagao referentes a analise
da amostra “I”

Amostra: “I”
Analito identificado: COCE
Tempo de retengéo (min): 6,39
Concentragao (ng/mg): 04

Tabela 12: Resultados da anadlise da amostra “I” por GC-MS/MS.



A Figura 13 ilustra o sinal de MDMA detectado na amostra “J”
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Figura 13. Cromatograma da amostra “J” na transicdo m/z 289-131 (a) e seu espectro de
massa correspondente (b). Cromatograma da amostra “J” na transicao m/z 289-104 (c) e seu

espectro de massa correspondente (d).

A Tabela 13 lista os resultados de deteccao e quantificagao referentes a analise

da amostra “J”

Amostra:

an

Analito identificado:

MDMA

Tempo de retengao (min):

5,16

Concentragao (ng/mg):

3,6

Tabela 13: Resultados da analise da amostra “J” por GC-MS/MS



