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RESUMO

O uso de substancias psicoativas, em especial as drogas de abuso, representa um grave problema
socioecondmico e de saude publica. O consumo de drogas esta associado ao aumento das
ocorréncias de patologias e injdrias, incluindo manifestagdes neuropsiquiatricas e overdoses.
Nesse contexto, o desenvolvimento de novas técnicas para a deteccdo de drogas de abuso em
matrizes bioldgicas ndo convencionais, como o fluido oral, pode ser uma importante ferramenta
para verificacdo do uso dessas substancias. Este trabalho teve como objetivo desenvolver e
validar um novo método bioanalitico utilizando dried oral fluid spot (DOFS) para a
determinacdo de cocaina, benzoilecgonina, éster metil ecgonina, cocaetileno, hidroxicocaina,
anfetamina, metanfetamina, MDMA, MDA, MDEA, femproporex, fenciclidina e cetamina em
fluido oral por cromatografia liquida e espectrometria de massas em tandem. As amostras de
fluido oral foram coletadas por expectoragcdo e diluidas na proporcdo 1:1 (v:v) em &gua
ultrapura. Os parametros criticos para a eficiéncia do DOFS foram avaliados por anélises
univariadas e multivariadas e as melhores condi¢des foram escolhidas. Assim, uma aliquota de
100 puL de amostra foi pipetada no papel filtro, alocada em uma placa de 24-pocos, seca durante
60 min, e os analitos foram extraidos com 250 uL do solvente extrator (acetonitrila e metanol;
1:3; viv). A extracdo completa foi realizada em placas de 24-pocos, possibilitando a analise de
varias amostras simultaneamente. O método foi validado de acordo com recomendacdes
internacionais (ANSI/ASB Standard 036) e em seguida a metodologia desenvolvida foi
aplicada em 86 amostras de fluido oral. As curvas de calibragdo foram construidas na faixa de
1 — 100 ng/mL e os coeficientes de determinacéo (r?) foram superiores a 0,99 para todos os
analitos; os valores de limite de quantificacdo obtidos variaram de 1 a 5 ng/mL; Precisdo intra-
corridas foi de 3,05 a 13,01%; Precisdo entre-corridas foi de 1,97 a 8,13%. O estudo de
supressdo/ganho de ionizagdo indicou uma variagdo de -16,20 a 16,60%. Um total de 86%
amostras positivas foi encontrado, sendo majoritariamente COC, BE, EME o0 que aponta para
a aplicabilidade da metodologia proposta. Adicionalmente, os resultados obtidos podem
colaborar para o fortalecimento de a¢6es de toxicovigilancia, minimizando as subnotificacbes

associadas ao consumo destas substancias.

Keywords: Fluido oral, Substancias estimulantes, analises confirmatdrias, Dried oral fluid
spot, LC-MS/MS.



ABSTRACT

The use of psychoactive substances, especially drugs of abuse, represents a serious
socioeconomic and health problem. Drug use is associated with an increase in the occurrence
of pathologies and injuries, including neuropsychiatric manifestations and overdoses. In this
context, the development of new techniques for the detection of drugs of abuse in
unconventional biological matrices, such as oral fluid, can be an important tool for verify the
use of these substances. This work aimed to develop and validate a new bioanalytical method
using dried oral fluid spot (DOFS) for the determination of cocaine, benzoylecgonine, ecgonine
methy| ester, cocaethylene, hydroxycocaine, amphetamine, methamphetamine, MDMA, MDA,
MDEA, fenproporex, phencyclidine, and ketamine in oral fluid by liquid chromatography and
tandem mass spectrometry. Oral fluid samples were collected by expectoration and diluted 1:1
in ultrapure water. Critical parameters for DOFS efficiency were evaluated by univariate and
multivariate analyzes and the best conditions were chosen. Thus, an aliquot of 100 pL of sample
was pipetted onto filter paper, placed in a 24-well plate, dried for 60 min, and the analytes were
extracted with 250 pL of extracting solvent (acetonitrile and methanol; 1:3; v:v). The complete
extraction was performed in 24-well plates, allowing the analysis of several samples
simultaneously. The method was validated according to international recommendations
(ANSI/ASB Standard 036) and then the developed methodology was applied to 86 real samples
of oral fluid. The calibration curves were constructed in a range of 1 — 100 ng/mL and the
coefficients of determination (r?) were higher than 0.99 for all analytes; the limit of
quantification values obtained ranged from 1 to 5 ng/mL; Within-run precision was from 3.05
to 13.01%; Between-run precision was from 1.97 to 8.13%; Bias ranged between -19.7 and
9.6%; lonization suppression/enhancement study indicated a variation from -16.20 to 16.60%;
A total of 86% positive samples were found, with the majority being detected COC, BE, EME,
which points to the applicability of the proposed methodology. Additionally, the results
obtained can contribute to the strengthening of drug surveillance actions, minimizing

underreporting associated with the consumption of these substances.

Keywords: Oral fluid; Stimulant substances; Confirmatory tests; Dried oral fluid spot; LC-
MS/MS.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 DROGAS DE ABUSO: COCAINA E PRODUTOS RELACIONADOS,
ANFETAMINICOS, CETAMINA E FENCICLIDINA

O uso de substancias psicoativas, em especial as drogas de abuso, representam um grave
problema socioecondmico e de saude publica (THOMAIDIS et al., 2022). O consumo de drogas
esta associado a modulacdo de parametros de saude publica, contribuindo para mudangas nos
padrdes de morbidade e mortalidade. Um levantamento realizado pelo Instituto de Métricas e
Avaliacdo em Saude (IHME, do inglés: Institute for Health Metrics and Evaluation) estima que
em 2019, foram relatadas 494 mil mortes relacionadas direta ou indiretamente ao uso de drogas,
indicando um considerdvel aumento (17,5%) na altima década (IHME, 2020). Dados
apresentados no Relatério Mundial sobre Drogas 2021, indicam que 275 milhdes de pessoas
utilizaram drogas ilicitas em 2019, representando um aumento global de 22% entre 2010 e 2019.
A previsdo para 0s proximos anos é que paises menos desenvolvidos e com menor poder
econdmico sofram o0s maiores impactos com relagdo ao aumento de usuarios, paises
subdesenvolvidos devem apresentar um crescimento de 10% no numero de usuarios de drogas,

considerando o crescimento populacional (UNODC, 2021).

Dentre as diferentes substancias psicoativas ilicitas disponiveis a cocaina assume um
papel de destaque sendo uma das substancias mais utilizadas na Ameérica Latina, atrds apenas
da cannabis (UNODC, 2021). E considerada um composto estimulante, pertencente a classe
dos alcaloides e originaria da planta Erythroxylon coca. Na América do Sul, as folhas de coca
sdo utilizadas para fins culturais e religiosos. No final do século 19, a cocaina foi isolada da
planta e adicionada a formulacdes de produtos, aplicada na medicina, entre outras praticas. A
cocaina teve seu uso proscrito no Brasil e em outros paises ap0s a descoberta de seu potencial
efeito de inducdo a dependéncia e correlata tolerancia aos usuarios (GOLDSTEIN et al., 2009;
NIDA, 2020)

Segundo a UNODC (UNODC, do inglés: United Nations Office on Drugs and Crimes),
em 2019, cerca de 20 milhGes de pessoas utilizaram cocaina, contabilizando 0,4% da populagéo
adulta mundial (UNODC, 2021). Enguanto isso, estima-se que 4% da populagéo brasileira ja
entrou em contato com essa substancia em alguma de suas apresentacdes (cloridrato de cocaina,

crack e similares) ao menos uma vez durante a vida. Isso representa, aproximadamente, 6
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milhdes de brasileiros, conforme o 111 Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (111 LENAD)
(INPAD, 2017). A Erythroxylon coca € cultivada principalmente na América do Sul, sendo a
Colémbia responsavel pela producdo de 70% de toda a cocaina que € comercializada
globalmente. O Brasil € um dos paises que mais apreende cocaina em seu territorio,
representando 7% das apreensdes globais. Na rota do trafico, o Brasil ocupa um papel
fundamental na distribuicdo da droga para outros continentes, em especial a Europa e Africa.
Isso se da em funcdo da localizacdo geogréafica estratégica do pais, vizinho dos maiores
produtores de coca (UNODC, 2020; UNODC, 2021).

Os efeitos estimulantes provocados pela cocaina sdo consequéncia de sua atuacdo no
sistema nervoso central. O principal mecanismo de acdo consiste na inibicdo dos
transportadores de catecolaminas, responsaveis pela recaptacdo de dopamina, norepinefrina e
serotonina da fenda sinaptica (Figura 1). Estas catecolaminas controlam funcGes psiquicas
como o humor, percepcdo/alerta e prazer. Assim, o aumento da disponibilidade destes
neurotransmissores na fenda sinaptica potencializa seus efeitos no organismo. Além disso, a
cocaina também bloqueia os canais de sédio (Na*) e potassio (K*) nas células, induzindo
respostas cardiovasculares anormais (BACHI et al, 2017; ROQUE BRAVO et al., 2022).

Figura 1 - Mecanismo de acéo da cocaina, atuando na inibicdo pré-sinaptica dos transportadores de
noradrenalina (NAT), dopamina (DAT) e serotonina (SERT).

@ Cocaina
© Dopamina

@ Norepinefrina

TERMINAL PRE-
SINAPTICO

@ serotonina

Adrenoreceptores

TERMINAL POS
SINAPTICO

Fonte: Adaptado de BRAVO et al, 2022.
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A cocaina possui diferentes formas de apresentacao, as mais frequente sdo o crack que
é consumido por via pulmonar e o cloridrato de cocaina, que usualmente é administrado pelas
vias intranasal e intravenosa (NIDA, 2020). Apo6s a administracdo pelas vias pulmonar ou
intravenosa sdo observados efeitos em um periodo de 1 - 5 min com o pico de resposta
cardiovascular entre 8 - 12 min podendo perdurar por até 30 min. Os efeitos decorrentes da
administracdo intranasal ocorrem mais lentamente, entre 15 - 30 min apo6s a administragdo e o
pico de concentracdo plasmatica é alcancado entre 20 - 60 min. Em contrapartida, os efeitos
estimulantes ocorrem de forma prolongada (CHASIN; SILVA; CARVALHO, 2008;
ISENSCHMID, 2020).

A biotransformacdo da cocaina ocorre majoritariamente no figado por meio dos
processos de hidrdlise, entre outros mecanismos, como a a¢éo enzimatica da Citocromo P-450
(Figura 2). A molécula de cocaina (COC), possui em sua estrutura dois ésteres suscetiveis a
serem hidrolisados, formando produtos inativos. O éster ligado a alquila é hidrolisado por
esterases hepaticas ou espontaneamente, formando benzoilecgonina (BE). Ja o éster ligado ao
fenil sera hidrolisado a éster metil ecgonina (EME) através das colinesterases presentes no
figado e no plasma. Ambos sdo biotransformados a ecgonina (EC), que pode ser hidrolisada
espontaneamente. Ainda, a COC e a BE podem sofrer outros processos de hidrolise, gerando
produtos em menores concentracbes como meta-, para- e hidroxi- cocaina e -BE. A
biotransformacdo da cocaina por meio da Citocromo P-450 gera um produto de
biotransformag&o ativo (tdxico), denominado norcocaina (NCOC). A NCOC é considerada um
anestésico local mais potente que a cocaina. Outro produto de biotransformacao ativo que pode
ser gerado é o cocaetileno (CE), quando ha coadministracdo de alcool e cocaina. Por fim,
quando ha administracdo via pulmonar, ocorre a formacéao de produto toxico a metilecgonidina
(AEME) gerada no processo de pirolise do crack (BORTOLOTTI et al., 2012; OLIVEIRA E
DINIS-OLIVEIRA, 2018; ISENSCHMID, 2020).
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FIGURA 2 - Representacdo toxicocinética do mecanismo de biotransformacéao da cocaina.
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA E DINIS-OLIVEIRA, 2018.

Nota: CYP: citocromo P450; FMO: monoxigenase flavina dependente; hCE carboxylesterases; BuChE:
butirilcolinesterases.

Além da cocaina, as anfetaminas comp8em uma classe de substancias estimulantes
muito popular. Os estimulantes tipo anfetaminas (ATS, do inglés: Amphetamine tipe
stimulants), sdo substancias psicotropicas sintéticas analogas a molécula de anfetamina, que por
sua vez e derivada da molécula feniletilamina. A anfetamina foi sintetizada pela primeira vez
no inicio do século XX, durante 0 mesmo periodo, a efedrina e a pseudoefedrina também foram
isoladas da planta Ephedra sinica. O potencial farmacoldgico destas substancias comegou a ser
explorado pela industria farmacéutica e, inicialmente, as substancias eram utilizadas como
descongestionante nasal e no tratamento da asma. Efeitos adversos como redugéo de sono e
fadiga, sensacdo de euforia e bem-estar logo foram notados. Entdo, novos analogos da
anfetamina surgiram (metanfetamina, por exemplo) e passaram a ser prescritos para o
tratamento da depresséo, obesidade e para melhorar o desempenho cognitivo. Entretanto, as
propriedades estimulantes tornaram atrativo o uso abusivo da substancia, inclusive entre
soldados durante a Segunda Guerra Mundial. Apos o periodo de guerra, medidas para controlar
a fabricagdo e consumo dos compostos foram estabelecidas, mas a fabricacdo de compostos
derivados da anfetamina em laboratérios clandestinos tornou-se uma realidade que perdura até
a atualidade (RASMUSSEN, 2011; RASMUSSEN, 2015).

A UNODC estima que em 2019, aproximadamente 27 milhdes de pessoas ao redor do

mundo fizeram uso de anfetaminicos, o equivalente a 0,5% da populagdo global (UNODC,
16



2021). Na América Latina, o Brasil lidera o uso de anfetaminicos, 1,4% da populacdo relatou
ter feito uso ndo médico (sem prescricdo médica) de medicamentos a base de anfetaminicos
pelo menos uma vez na vida. Ainda, mais de um milhdo de pessoas relataram a utilizacdo de

ecstasy, revelando uma prevaléncia de 0,7% da populacéo brasileira (11l LENUD, 2018).

Entre as principais substancias pertencentes a classe dos anfetaminicos estdo a propria
anfetamina, efedrina, pseudoefedrina, femproporex, dietilpropiona, metilfenidato,
metanfetamina, 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) e 3,4-metilenodioxianfetamina
(MDA) (Figura 3). As anfetaminas possuem diferentes padrdes de uso. Sibutramina e
metilfenidato possuem uso no contexto terapéutico, sdo utilizadas no tratamento depresséo,
obesidade, TDAH (transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade) e narcolepsia. Outras
anfetaminas como femproporex e dietilpropiona estdo relacionadas ao uso nao-médico,
principalmente em funcdo das propriedades anorexigenas. Além disso, casos de dopagem com
anfetaminicos também ja foram reportados, principalmente em competicBes que exigem
resisténcia. Por fim, o uso de metanfetamina, MDMA, MDA e derivados estdo intimamente
relacionados ao abuso para fins de socializagdo, principalmente em festas (HOLT,;
EROTOKRITOU-MULLIGAN; SONKSEN, 2009; THEVIS et al., 2010; MOREIRA, 2017;
EMCDDA, 2018; CRUZ et al., 2018; STEINBUCHEL ; GREENHILL, 2020).

Figura 3 - Estrutura quimica de substancias pertencentes a classe dos estimulantes tipo anfetaminas (ATS)
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Fonte: Autoria propria.
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Um aspecto particularmente impactante no Brasil, € a utilizagdo de substancias
estimulantes no transito, em especial por caminhoneiros profissionais. As jornadas de trabalho
exaustivas e 0s curtos prazos estipulados para a conclusdo das viagens estdo fortemente
associados com 0 aumento da utilizacdo de anfetaminicos e cocaina, popularmente conhecidos
como “rebite”. Um estudo realizado por Oliveira e colaboradores, em 2015, revelou que quase
um tergo dos caminhoneiros participantes (29%) admitiram que dirigiam sob a influéncia de
anfetaminicos (YONAMINE et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2015; BOMBANA et al.,
2017; LEYTON et al., 2019).

Os efeitos psicoestimulantes das anfetaminas sdo decorrentes de sua acdo sob a
neurotransmissdao de monoaminas, principalmente, norepinefrina, dopamina e serotonina.
Alguns mecanismos de acdo sdo amplamente aceitos e bem estabelecidos, o primeiro deles é a
inibicdo da recaptacdo das monoaminas através do bloqueio dos transportadores. As
anfetaminas também séo inibidores da MAO (monoamina oxidase), enzima responsavel pela
degradacéo de norepinefrina e serotonina. A afinidade de cada substancia pelos transportadores
de monoaminas é variavel, modulando os efeitos provocados por cada substancia (LUETHI,
LIECHTI, 2020; JAYANTHI; DAIWILE; CADET, 2021). Os efeitos alucindgenos
relacionados ao uso de MDMA, por exemplo, esta intimamente relacionado com sua maior
afinidade por transportadores de serotonina (TORRE, 2004; MOREIRA, 2017; GREGORIO et
al., 2021; COSTA; GO, 2022). Entre os efeitos caracteristicos mais comuns das anfetaminas
estdo euforia, irritabilidade, insonia, taquicardia, reducdo da motilidade intestinal e elevagéo da
temperatura corporal. Os efeitos a longo prazo e com relacédo a dependéncia sao topicos ainda
bastante discutidos entre os especialistas. Entretanto, estudos realizados em primatas nao-
humanos demonstraram que a administracdo de anfetaminicos repetidas vezes ou a longo prazo
produz modificacbes nas concentracbes de norepinefrina, dopamina e serotonina
(CARVALHO et al., 2012; KEVIL et al., 2019; LUETHI; LIECHTI, 2020; JAYANTHI;
DAIWILE; CADET, 2021).

As anfetaminas sdo caracterizadas como compostos basicos, de baixo peso molecular e
lipossoluveis. Possuem diferentes formas de apresentacdo, comprimidos, cristais e em po.
Geralmente, sdo administradas por via oral, por possuirem rapida absor¢do gastrointestinal.
Entretanto, o uso por via nasal, endovenosa e pulmonar também pode ocorrer. Suas

propriedades fisico-quimicas facilitam a ultrapassagem das barreiras biologicas, como a
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barreira hematoencefélica e placentaria (CRUICKSHANK; DYER, 2009; CARVALHO et al.,
2012).

Um dos processos toxicocinéticos mais importantes a serem considerados em analises
toxicoldgicas é a biotransformacéo. Este processo bioldgico ocorre principalmente no figado e
as principais vias de biotransformacdo envolvidas sdo a hidroxilagdo aromatica, beta-
hidroxilagdo na cadeia lateral, desaminacdo oxidativa, N-desalquilagdo, N-oxidacdo e
conjugagao com o 4&tomo de nitrogénio. Sendo assim, é importante ressaltar a biotransformagao
de vérias substancias como a metanfetamina, a anfepramona e o femproporex geram como
produto de biotransformacdo a propria anfetamina (Figura 4) (KRAEMER; MAURER, 2002).
Ja a administracdo de MDMA, resulta em produtos ativos como o MDA, HMMA
(hidroximetoximetanfetamina) e a HMA (hidroximetoxianfetamina) (Figura 5). A
biotransformacdo do MDMA ocorre principalmente em duas vias: (1) N-dealquilacdo,
desaminacdo e oxidacao pela CYP2D6 (entre outras CYPs) e (2) O-demetilacdo pela acdo da
O-metiltransferase (COMT). Também acabam sendo formados produtos conjugados com acido
glicurdnico, sulfato e glicina. A excrecdo ocorre majoritariamente por via urinéria e é
dependente do pH, a alcaliniza¢do urinaria reduz a eliminacdo das anfetaminas em funcgéo do
fendmeno de reabsorcdo (TORRE, 2004; CARVALHO et al., 2012).

Figura 4 — Representacéo da biotransformacdo de metanfetamina, femproporex e dietilpropiona, gerando
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Fonte: Adaptado de KRAEMER; MAURER, 2002.
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Figura 5 — Representacdo dos produtos formados em funcéo da biotransformagdo do MDMA.
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A fenciclidina (PCP, do inglés: phencyclidine), conhecida popularmente como “p6 de
anjo” foi sintetizada pela primeira vez, com o objetivo de ser utilizada com agente anestésico.
Entretanto, durante os experimentos clinicos foram observados efeitos colaterais que incluiam
alucinacgtes, potencial de dependéncia, entre outros. Subsequentemente a partir da PCP, nos
anos 1960, surgiu a cetamina no intuito de desenvolver um novo agente anestésico
(COPELAND; DILLON, 2005). Porém, efeitos adversos semelhantes aos da PCP foram
relatados pelos pacientes, entre eles a sensacdo de transcendéncia corporal e alucinagdes. 1sso
porque, tanto a cetamina quanto a fenciclidina sdo consideradas substancias dissociativas,
atuam simultaneamente em diferentes areas cerebrais (Figura 6). O principal mecanismo de
acao atribuido a estes compostos é o antagonismo ndo-competitivo dos receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA). Entretanto, evidéncias apontam a interacdo da substancia com receptores
de opioides, nicotinicos e muscarinicos, receptores de dopamina, entre outros (LODGE;
MERCIER, 2015; LIU et al., 2016; SCHWENK et al., 2021).
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Figura 6 - Estruturas quimicas das substancias fenciclidina e cetamina.
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Fonte: Autoria propria.

Os efeitos agudos provocados por essas substancias incluem experiéncia extracorporea,
percepcOes alteradas, sensacdo de tempo prolongado e alucinag¢fes. Em funcéo disso, tornaram-
se drogas de abuso em potencial, utilizada em contextos recreativos como festas rave e uso nao-
médico (BOKOR; ANDERSON, 2014; LIU et al., 2016). As sinteses de substancias derivadas
da PCP ndo foram interrompidas apds o surgimento da cetamina, dando origem a outras
substancias dissociativas consideradas Nova Substancia Psicoativa (NPS, do inglés: New
Psychoactive Substances) da classe das substancias tipo fenciclidina. De acordo com a
UNODOC, foi a classe de NPS mais apreendida mundialmente em 2019. Estima-se que 0,2% da
populacdo brasileira ja tenha feito uso de cetamina a0 menos uma vez durante a vida (Il
LENUD, 2018; UNODC, 2021;). Além disso, Cunha e colaboradores realizaram um estudo
avaliando a prevaléncia de drogas ilicitas em festas e festivais de masica eletrénica no Brasil,
dentre as amostras positivas para alguma NPS, 75% das amostras foram positivas para cetamina
(DA CUNHA et al., 2021)

Cetamina e PCP podem ser administradas de varias formas diferentes. Considerando a
utilizacdo para fins recreacionais, geralmente sdo administradas por via intranasal ou fumada
juntamente com tabaco, maconha ou outras matrizes de origem vegetal (BOKOR;
ANDERSON, 2014). A biodisponibilidade da cetamina varia de acordo com a forma de
administracdo, quando utilizada via intranasal a biodisponibilidade pode chegar a 50%.
Apresenta baixa afinidade por proteinas plasmaticas e um amplo volume de distribuigdo (3- 5
L/kg). Em funcdo da alta lipofilicidade é capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica

rapidamente. A biotransformacao da cetamina ocorre majoritariamente no figado, onde ocorre
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principalmente a atuacdo de enzimas da CYP450 que através de N-demetilacdo formam o
produto ativo norcetamina. Além da norcetamina outros produtos de biotransformacéo também
sdo formados, incluindo os conjugados. Na urina sdo excretados em torno de 2% como cetamina
inalterada, 2% como norcetamina, 16% como dihidroxinorcetamina e 80% como conjugados
com o acido glucurénico (Dinis-Oliveira, 2017). J& a biotransformac&o da PCP ocorre de forma
bastante heterogénea, ocorrendo principalmente no figado através de rea¢Ges enziméticas por
enzimas da familia CYP450. Os principais produtos formados reportados sdo: cis-1-(1-fenil-4-
hidroxi- ciclohexil)piperidina (c-PPC), trans-1-(1-fenil-4-hidroxi- ciclohexil)piperidina (t-
PPC) e 1-(1-fenciclohexil)-4-hidroxipiperidina (PCHP) (MAURER; SAUER; THEOBALD,
2006; MEYER; MAURER, 2011)

1.2 ANALISES TOXICOLOGICAS: FLUIDO ORAL

Uma das etapas criticas para o sucesso em anélises toxicolégicas é a escolha da matriz
bioldgica utilizada para a determinacdo dos analitos. Com a evolucdo das metodologias de
coleta e preparo de amostras, bem como das instrumentacdes analiticas, muitas matrizes
bioldgicas puderam ser exploradas. Além das matrizes convencionais como sangue € urina, uma
das matrizes alternativas mais estudadas em toxicologia foi o fluido oral. Para alcancar o éxito
nas analises e obter resultados capazes de suprirem o objetivo, as caracteristicas da amostra
escolhida devem ser consideradas. Somente desta forma, é possivel interpretar corretamente as
informacgdes provenientes da analise. Cada matriz apresenta particularidades, possuem
finalidades diversas de acordo com sua constituigdo, procedimentos de coleta, metodologia de
andlise, acessibilidade, distribuicdo dos produtos de biotransformacédo e janela de deteccéo
(DRUMMER, 2006).

A saliva é uma secre¢do produzida por um conjunto de glandulas salivares presentes na
cavidade oral. E constituida por aproximadamente 99% de agua, contendo eletrélitos, proteinas
enzimaticas, glicoproteinas mucosas, polipeptidios e oligopeptidios, glicose e produtos
metabdlicos (ELMONGY; ABDEL-REHIM, 2016). Um adulto saudavel normalmente produz
500 — 1.500 mL de saliva por dia, aproximadamente 0,5 mL/min. Entretanto, muitos fatores
fisiologicos e patologicos podem influenciar na quantidade de saliva produzida, como a
estimulacdo do paladar, condi¢cdes psicologicas e hormonais, idade, higiene oral, exercicios

fisicos e o uso de drogas (CHIAPPIN et al., 2007). Com relacdo as modulacdes provenientes
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do sistema nervoso central, a estimulacdo parassimpética eleva o fluxo de &gua, tornando a
saliva menos viscosa e diluindo os componentes. Ja a estimulacdo simpatica, aumenta a
producdo de muco, elevando a viscosidade da saliva secretada (BELLAGAMBI et al., 2020).
Contudo, o fluido oral é composto pela saliva secretada na cavidade oral acrescido de células
epiteliais, bactérias, residuos alimentares, entre outros compostos presentes na cavidade oral
(CAMPOS et al., 2022).

Nos ultimos anos, o fluido oral vem sendo muito utilizado na monitorizagdo terapéutica
e para a deteccdo do uso recente de drogas, nos contextos ocupacionais e de direcdo sob a
influéncia de drogas. Os mecanismos mais comuns de transferéncia das drogas do sangue para
a saliva sdo a difusdo passiva e a ultrafiltracdo. 1sso porque, substancias de baixo peso
molecular sofrem difuséo passiva ou ultrafiltracdo do sangue para a saliva, entretanto a
passagem através das membranas celulares € restrita a drogas ionizadas ou ligadas a proteinas.
Drogas em sua forma inalterada sdo encontradas em concentracGes mais altas nesta matriz, em
funcdo da lipofilicidade que permite a passagem pelas membranas celulares mais facilmente
(FLANAGAN, 2004; CAMPOS et al., 2022). A Tabela 1 apresenta caracteristicas fisico-
quimicas importantes de algumas drogas de abuso. Entretanto, algumas substancias, como a
cocaina, estdo presentes em fluido oral tanto na forma inalterada como seus produtos de

biotransformacao.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas das drogas de abuso abordadas neste trabalho.

Massa

Drogas de Abuso Molecular pKa logP
Ester metil ecgonina (EME) 199.25 9.04 0.6
Cocaina (COC) 303.35 8.61 2.3
Benzoilecgonina (BE) 289.33 géi -0.3
Hidroxicocaina (COC-OH) 319.40 9.09 1.9
Cocaetileno (CE) 317.40 8.77 2.7
Anfetamina (AMP) 135.10 10.01 1.85
3,4-metilenedioxiamfetamina (MDA) 179.09 10.01 1.43
Metanfetamina (MET) 149.12 10.21 2.24
3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) 193.11 10.14 1.86
3,4-metilenodioxietilanfetamina (MDEA) 207.12 10.22 2.22
Femproporex (FEMP) 188.13 7.88 2.01
Fenciclidina (PCP) 243.19 8.29 4.69
Cetamina (KET) 237.09 7.16 3.35

Fonte: DRUGBANK, 2018; PUBCHEM, 2021.

Estudos farmacocinéticos mostram que além da cocaina, seus principais produtos de
biotransformacg&o (benzoilecgonina e éster metil ecgonina) também podem ser detectados em
fluido oral. Além disso, outros produtos da cocaina também ja foram detectados em fluido oral,
como 0 AEME e o cocaetileno, em menores concentragcdes (CONE; OYLER; DARWIN, 1997,
BORTOLOTTI et al., 2012; ELLEFSEN et al., 2016). Scheidweiler et al. (2010), demonstrou
através de um estudo farmacocinético que a cocaina apareceu em fluido oral pela primeira vez
entre 0,08 — 0,32 h (4,8 — 19,2 min) depois da administracdo da droga. Cocaina, benzoilecgonina
e EME permaneceram detectaveis (considerando o cutoff recomendado de 8 ng/mL) durante
0,08-9,8h,0,5-32,0he0,4-28,0 h, respectivamente, demonstrando que BE e EME tendem
a prolongar a possibilidade de terminacdo do uso de cocaina (SCHEIDWEILER et al., 2010).
Outro estudo realizado por Barnes et al., avaliou a janela de deteccdo do MDMA em fluido
oral. Além do proprio MDMA, MDA, HMA e HMMA também foram monitorados, apenas
MDMA e MDA foram detectados em fluido oral. Considerando a mesma dose administrada,
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MDMA apresentou tempo de meia vida de 7,4 h, enquanto MDA esteve presente em
concentragdes menores com tempo de meia vida de 8,1 h (BARNES et al., 2011).

Estudos demonstram que existe uma correlagdo entre as concentracdes de drogas
encontradas no fluido oral e as concentracGes plasmaticas, indicando a possibilidade de
realizacdo de analises quantitativas (WILLE et al., 2009; LANGEL et al., 2014; BUSARDO et
al., 2018). Sendo assim, o fluido oral tem se mostrado uma matriz alternativa ao uso de sangue,
indicado para determinacdo do uso recente de substancias. A janela de deteccdo das substancias
nesta matriz é considerada curta, ou seja, 0s analitos permanecem detectaveis por um curto
periodo apos o uso. Considerando baixas concentragcdes (& nivel de nanogramas por mililitro),
drogas de abuso podem ser detectadas em sangue por 1 ou 2 dias, em fluido oral por 5 - 48 h.
Enquanto em urina, ap6s a administracdo aguda podem ser detectadas entre 1,5 - 4 dias
(VERSTRAETE, 2004).

Um dos fatores mais importantes na determinacdo da concentracdo das substancias na
saliva é o pH salivar em relacdo ao pH da substancia, funcionando como uma armadilha idnica.
O pH salivar, geralmente, é levemente acidificado (pH 5,5). Em funcdo disso, drogas com
caracteristicas basicas apresentardo uma porcao maior de droga ionizada, consequentemente ha
um aumento da concentracdo de drogas basicas no fluido oral, o contrario o corre com
compostos &cidos. Substancias com valores de pKa maiores que 8,5 ou menor que 5,5,
dificilmente serdo ionizadas em fluido oral e acabam sofrendo uma influéncia menor as
variagdes do pH salivar, estas substancias tendem a apresentar uma correlacéo saliva/plasma
melhor. Por esta razdo observa-se resultados bastante expressivos na concentracao de opioides,
cocaina e anfetaminas neste tipo de amostra. Enquanto, drogas predominantemente &cidas,
como o THC (maconha) e benzodiazepinicos, apresentam menores concentracdes em fluido

oral quando comparadas com as concentragdes sanguineas (DRUMMER, 2006).

Fluido oral € uma das matrizes mais promissoras para avaliacdo de uso recente de drogas
on-site e em tempo real, através de testes de screening. A coleta de fluido oral pode ser realizada
com ou sem estimulacdo externa (&cido citrico) por expectoracdo em um tubo ou com o auxilio
de dispositivos comerciais de coleta, onde o fluido oral é absorvido por um swab que
posteriormente € adicionado a um diluente responsavel pela extragcdo dos analitos do swab. A
coleta pode ser realizada de forma simples, segura e ndo invasiva, sem a necessidade de um

profissional para realizd-la. Além disso, a coleta assistida pode ser realizada sem
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constrangimentos e em qualquer lugar, reduzindo a possibilidade de adulteragdo da amostra
(FLANAGAN et al., 2020; PASCUAL-CARO et al., 2022; CAMPOS et al., 2022).

Apesar das vérias vantagens, o fluido oral apresenta algumas limitac6es que devem ser
consideradas. A interpretacdo dos resultados deve ser realizada com cautela, considerando a
possibilidade de contaminacgdes provenientes da cavidade oral nos casos em que a substancia é
fumada, administrada por via intranasal ou oral. Além disso, as substancias s&o encontradas em
concentragdes mais baixas quando comparadas com sangue e plasma, por exemplo.
Adicionalmente, a disponibilidade de amostra pode ser escassa (1 mL) e ainda esta sujeita as
variacdes na quantidade de saliva produzida, em funcdo das modulagdes multifatoriais. Nesse
sentido, metodologias que utilizem pouco volume de amostra e ainda assim demonstram
sensibilidade adequada tornam-se uma alternativa atrativa (LILLSUNDE, 2008; GALLARDO;
BARROSO; QUEIROZ, 2009; CONE; HUESTIS, 2007; DESROSIERS; HUESTIS, 2019).

AplicacGes em analises forenses, controle de dopagem (ANIZAN; HUESTIS, 2014),
testagem de condutores suspeitos de casos direcdo sob a influéncia de drogas (DUID do inglés,
Driving Under the Influence of Drugs) (SCHULZE et al., 2012; VEITENHEIMER; WAGNER,
2017), no ambiente de trabalho (MOORE, 2012; SAMHSA, 2019) e monitoramento terapéutico
(CAPIAU; ALFFENAAR; STOVE, 2016; TEY; SEE, 2020) s&o algumas das aplicacdes mais
frequentemente reportadas. Entretanto, a maioria destas analises requer testes confirmatorios
realizados por metodologias mais robustas, especificas e de alta sensibilidade, como por

exemplo cromatografia associada a espectrometria de massas (MAURER, 2005).

1.3 DRIED ORAL FLUID SPOT

As analises toxicoldgicas, em geral, requerem instrumentos altamente sensiveis capazes
de detectarem baixas concentracdes dos analitos. Em funcgéo disso, as técnicas mais utilizadas
para determinacdo de drogas de abuso em amostras bioldgicas, incluindo fluido oral, sdo a
cromatografia liquida (LC, do inglés: liquid chromatography) ou cromatografia gasosa (GC,
do inglés: gas chromatography), geralmente associadas a espectrometria de massas (MS, do
inglés: mass spectrometry) (DESROSIERS; HUESTIS, 2019)(PASCUAL-CARO et al., 2022).

Cromatografia é uma técnica de separacdo, que possibilita a analise de substancias
presentes em misturas complexas, como em alimentos e amostras biolégicas. As amostras s&o

injetadas no sistema analitico onde encontram a fase movel (constituida por solventes ou um
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gas de arraste) que é bombeada por pressdo. A fase mdvel e a amostra passam pela coluna
cromatografica e é através da interacdo dos analitos com a fase movel e fase estacionéria que
ocorre a separacdo. Por fim, as substancias alcangam o detector, que gera um sinal proporcional

a concentracao, produzindo um cromatograma (HARRIS, 2012).

Jaatécnica MS é utilizada ha muito tempo para estudar as massas de &tomos, moléculas
e fragmentos de moléculas. As moléculas s&o ionizadas em seu estado gasoso ou dessorvidas a
partir de fases condensadas. Entdo, os ions sdo acelerados por um campo elétrico e separados
de acordo com a razdo entre suas massas e suas cargas elétricas (m/z). Diferentes tipos de
espectrometros de massa podem ser utilizados, como por exemplo, o triploquadrupolo que é
um espectrometro em tandem (MS/MS, do inglés: mass spectrometry tandem), técnica que
apresenta ainda mais sensibilidade e é amplamente aplicada na toxicologia (HARRIS, 2012;
WATSON; OSSELTON; WIDDOP, 2011).

Pascual-Caro e colabores, publicaram uma reviséo da literatura sobre as metodologias
analiticas desenvolvidas entre 2018 e 2021 para determinacao de drogas de abuso em fluido
oral. Eles observaram que todos os métodos encontrados que utilizavam GC, eram associados
a MS ou a MS/MS. Além disso, todas as metodologias publicadas utilizavam técnicas de pré-
tratamento de amostra, como SPME (do inglés: Solid Phase Microextraction), extragdo
magnética, MEPS (do inglés: Microextraction by Packet Sorbent) e DOFS (do inglés: Dried
Oral Fluid Spot). Apesar da ampla utilizacdo de CG, atécnica mais utilizada foi LC, em especial
LC-MS/MS (PASCUAL-CARO et al., 2022).

Uma das vantagens do LC-MS quando comparada ao GC-MS é o aumento da
sensibilidade utilizando pequenos volumes de amostra, além de ndo precisar da etapa de
derivatizacdo dos analitos (MAURER, 2005). Entre as técnicas de LC-MS, a espectrometria em
tandem oferece sensibilidade e seletividade superiores a apenas um quadrupolo. Essa
ferramenta pode operar em modo MRM (MRM, do inglés; multiple reaction monitoring mode),
que permite a deteccdo de baixas concentragdes dos analitos em matrizes bioldgicas complexas,
reduzindo o pré-tratamento de amostras e tempo de analise. Uma limitacdo do LC-MS/MS,
principalmente no modo ionizagdo por eletrospray (ESI, do inglés: Eletrospray lonization) é a
suscetibilidade ao fenbmeno do efeito matriz, preparo de amostras mais robusto pode ser
necessario (GALLARDO; BARROSO; QUEIROZ, 2009).
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Sensibilidade ¢ um ponto critico para a realizacdo de andlise de drogas de abuso em
fluido oral. Isso porque, como discutido anteriormente, as substancias encontram-se em
concentracdes na faixa de ng/mL. Os valores de cutoff para cocaina e benzoilecgonina em
fluido oral estabelecidos pela agéncia governamental americana Substance Abuse and Mental
Health Services Administration (SAMHSA) é de 8 ng/mL, para testes confirmatdrios. Para
anfetaminas, o cutoff estabelecidos é de 15 ng/mL. Enquanto para fenciclidina, o cutoff é de 2
ng/mL (SAMHSA, 2019).

Para a anélise de amostras complexas € necessaria uma etapa de pré-tratamento da
amostra, seja uma simples diluicdo ou técnicas mais robustas como as microextracdes. A
complexidade do preparo da amostra depende de varios fatores, como as caracteristicas do
analito e da amostra e do método analitico a ser utilizado. Geralmente, a utilizacdo de técnicas
cromatograficas, e em especial de MS requerem preparo de amostras com etapas eficientes de

clean-up e concentracao dos analitos (STIMPFL, 2011).

Contudo, a utilizacdo de técnicas de preparo de amostra € uma préatica frequente nas
analises de drogas em fluido oral. O Dried oral fluid spot (DOFS) é uma técnica simples e de
baixo custo, que consiste na aplicacdo (direta ou indireta) de um pequeno volume de amostra
de fluido oral na superficie de um papel filtro. Apds a desidratacdo do papel, os analitos sdo
extraidos utilizando solventes, o extrato pode ser concentrado ou ndo por evaporacdo e
geralmente é analisado por LC-MS/MS ou GC-MS/MS. O DOFS pode ser utilizado como
técnica de microamostragem, possibilitando a coleta simplificada de amostra, diretamente no
papel. Adicionalmente, o DOF é reconhecido pela capacidade de aumentar o tempo de
estabilidade das substancias, que podem ser armazenadas inclusive a temperatura ambiente
(ZIMMER et al., 2013; JACKES et al, 2019; TEY; SEE, 2020).

Almeida et al., 2022, encontraram que em fluido oral, BE apresentou perda de 13,5%
apos 136 dias de armazenamento quando armazenado em DOFS a temperatura ambiente, COC
e EC apresentaram até menos de 20% em 7 dias de armazenamento. EME teve um tempo de
estabilidade menor, apenas 3 dias (ALMEIDA et al, 2022). Outro estudo demonstrou que AMP,
KET e BE apresentaram perdas minimas quando armazenados em DOFS a 6°C por 35 dias
(GORZIZA et al, 2020). Em estudos realizados em sangue, durante 6 meses a estabilidade de
AMP, MET, MDA e MDMA foram armazenados em DBS (do inglés: dried blood spot) e
apresentaram perdas inferiores a 20% (SAUSSEREAU et al, 2012; SIMOES; CASTA; DIAS,
2018). Existem poucos estudos explorando o dried oral fluid spot em amostras de fluido oral,
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mesmo que essa técnica seja considerada uma Otima alternativa para analisar o uso recente de
substancias em diferentes contextos (PASCUAL-CARO et al., 2022).

A Tabela 2 apresenta uma revisdo da literatura, contemplando trabalhos que
objetivaram desenvolver metodologias analiticas para deteccdo de drogas de abuso em fluido
oral. O volume de amostra utilizado variou entre 50 — 500 pL de fluido oral. Dentre os artigos
selecionados, o limite de quantificacdo (LOQ) ou o menor limite de quantificagéo (LLOQ) dos
métodos variaram entre 0,05 - 40 ng/mL, considerando os analitos estudados neste trabalho.
Ainda, considerando todos os instrumentos analiticos utilizados, 0 menor tempo de analise foi
de 3 min e o mais longo foi de 17 minutos. De acordo com os dados encontrados, as técnicas
mais frequentes de preparo de amostras sdo extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés: liquid-
liquid extection), extracdo em fase sélida (SPE, do inglés: solid phase extraction), precipitacdo
de proteinas e diluicdo, que vai ao encontro de outras revisdes cientificas publicadas na
literatura sobre o tema (REMANE; WISSENBACH; PETERS, 2016; DESROSIERS;
HUESTIS, 2019; PASCUAL-CARO et al., 2022). Entretanto, cada vez mais, microextracdes e
metodologias que utilizam pouco volume de amostras tém sido exploradas no intuito de
aumentar a sensibilidade das anélises (DARYANAVARD et al, 2021)(ESTEVE-
TURRILLAS; ARMENTA; GUARDIA, 2020). Além das técnicas tradicionais de preparo de
amostras, foram encontrados estudos que usaram DLLME (do inglés: dispersive liquid-liquid

microextraction), incubacdo, MEPS e DOFS.
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Tabela 2 — Revisdo da literatura: metodologias desenvolvidas para analises quantitativas de drogas de abuso, estimulantes e alucindégenos, em fluido oral.

Analitos

Volume de
Amostra

Preparo de
Amostra

Instrumentacéo

Tempo de

Corrida

LOQ/LLOQ

Referéncia

Cocaina
Benzoilecgonina
Cocaetileno
Hidroxicocaina
EME
Anfetamina
Femproporex
Metanfetamina
MDA

MDMA
MDEA
Cetamina

PCP

100 uL

DOFS LC-MS/MS

8 min

1 ng/mL

5 ng/mL para
MDA,

Anfetamina e
Femproporex

Este estudo

Cocaina
Benzoilecgonina
Cocaetileno
Anfetamina
Metanfetamina

MDA

MDEA

MDMA

Cetamina

Outras drogas de abuso

200 puL

Diluic&o e injecdo LC-MS/MS

12 min

0.5 ng/mL para
COCeBE

1 ng/mL para
anfetaminas, CE,
e cetamina

BASSOTTI et
al., 2020

Benzoilecgonina
Metanfetamina
Cetamina
Anfetamina
Mitraginina

50 uL

DOFS LC-MS/MS

10 min

0.2 ng/mL

GORZIZA et
al., 2020

Cocaina
Benzoilecgonina
Cocaetileno

Outras drogas de abuso

300uL
aproximadamente

Incubacéo LC-MS/MS

13 min

8 ng/mL

DESHARNAIS
etal., 2020
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Analitos

Volume de
Amostra

Preparo de
Amostra

Instrumentacéo

Tempo de
Corrida

LOQ/LLOQ

Referéncia

Cocaina
Benzoilecgonina
Outras drogas de abuso

500 uL

US-DLLME

UPLC-MS/MS

3 min

0.5 ng/mL para
COC e BE

FERNANDEZ
etal., 2019

Cocaina
Benzoilecgonina
Anfetamina
Metanfetamina
MDMA

Cetamina

Outras drogas de abuso

500 uL

Diluicdo e Injecdo

UHPLC-MS/MS

10 min

0.5-2.2 ng/mL

MALACA et
al., 2019

Cocaina
Benzoilecgonina
Cocaetileno
Anfetamina
MDMA

50 uL

DOFS

LC-MS

40 ng/mL

JACQUES et
al., 2019

Cocaina
Benzoilecgonina
Cocaetileno
AEME

AEC

100 uL

Diluicdo e Injecdo

LC-MS

4.25 ng/mL

FIORENTIN et
al, 2017

Cocaina
Benzoilecgonina

EME

AEME

Outras drogas de abuso

250 uL

Precipitacéo de
Proteinas

LC-MS/MS

16 min

0.5-1 ng/mL

CONCHEIRO
etal., 2010

Cocaina
Benzoilecgonina
Cocaetileno

Outras drogas de abuso

300 uL

MEPS

UPLC-MS/MS

0.5-1ng/mL

Ares et al.,
2017

Cocaina
Benzoilecgonina
Anfetamina
MDMA

200 uL

SPE

UPLC-MS/MS

8.50 min

5 ng/mL

DI FAZIO et
al., 2018
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Analitos

Volume de
Amostra

Preparo de
Amostra

Instrumentacéo

Tempo de
Corrida

LOQ/LLOQ

Referéncia

Ecgonina
EME
EEE

p-hidroxibenzoilecgonina
m- hidroxibenxoilecgonini

Benzoilecgonina
Hidroxicocaina
Norcocaina
Cocaina
Norcocaetileno
Cocaetileno

E opioides

200uL

Precipitacéo de
Proteinas

LC-APCI-MS/MS

13 min

1 ng/mL

DAMS et al.,
2007

Cocaina
Benzoilecgonina
Morfina

6-AM
Anfetamina
Metanfetamina
MDA

MDMA

MDEA

MBDB

100 uL

SPE

LC-MS

17 min

10 ng/mL

CRUZ et al.,
2007

Anfetamina
Metanfetamina
MDA

MDMA
MDEA
Cetamina

E NPS

500 uL

LLE

LC-MS/MS

13.5 min

0.1-1ng/mL

Da Cunha et
al., 2020

Cocaina
Anfetamina
Metanfetamina
MDA

MDMA
Cetamina

Outras drogas de abuso

500 uL

Precipitacdo de
Proteinas

UHPLC-MS/MS

9.0 min

0.59-7.78
ng/mL

DI CORCIA et
al., 2013




Analitos

Volume de
Amostra

Preparo de
Amostra

Instrumentacéo

Tempo de
Corrida

LOQ/LLOQ

Referéncia

Cocaina

Benzoilecgonina

Cocaetileno

EME

Anfetamina

Metanfetamina 200 uL
MDA

MDMA

Cetamina

Outras drogas de abuso

LLE

LC-MS/MS

5.5 min

1 ng/mL

DI RAGO et
al., 2016

Cocaina

Benzoilecgonina

Anfetamina

Metanfetamina

MDMA 200 uL
MDA

MDEA

PCP

Outras drogas de abuso

SPE

LC-MS/MS

12 min

0.8 —5 ng/mL

FRITCH et al.,
2009

Anfetamina
Metanfetamina
MDA

MDMA
MDEA

50 uL

DLLME

LC-MS/MS

6.5 min

20 ng/mL

KAHL et al.,
2021

Anfetamina
Metanfetamina
MDMA

MDA

E catinonas sintéticas

LLE

GC-MS

15 min

2.5-10ng/mL

MOHAMED et
al., 2016

Cocaina

Anfetamina

Metanfetamina 200 uL
MDMA

Outras drogas de abuso

LLE/96-well plate

UHPLC-MS/MS

7.1 min

0.1-0.7 ng/mL

VALEN et al.,
2017
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Volume de
Amostra

Analitos

Preparo de
Amostra

Instrumentacéo

Tempo de
Corrida

LOQ/LLOQ

Referéncia

Cocaina

Benzoilecgonina

Anfetamina

Metanfetamina

MDMA 500 uL
MDA

PCP

Outros opioides

LLE para
anfetaminas e PCP

SPE para COC, BE,
e opioides

LC-MS/MS

10 ng/mL para
anfetaminas

2ng/mL para
COC, BE e PCP

KALA et al.,
2008

Cocaina

EME

Anfetamina

Metanfetamina

MDMA 1000 uL
MDEA

MDA

PCP

Outras drogas de abuso

LLE

GC-MS

9.73 min

5 - 25 ng/mL

LANGEL et
al., 2011

Cocaina
Benzoilecgonina
Anfetamina
Metanfetamina
MDMA

MDEA

MDA

Cetamina

Outras drogas de abuso

500 uL

SPE

UPLC-MS/MS

10 min

0.05-0.5 ng/mL

MERCIER et
al., 2022

Anfetamina

Metanfetamina

Fentermina

MDA 200 uL
MDMA

MDEA

LLE

GC-MS/MS

0.26 — 2.4 ng/mL

WOZNIAK et
al., 2018
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Volume de

Analitos Amostra

Preparo de

Instrumentacéo
Amostra ¢

Tempo de
Corrida

LOQ/LLOQ

Referéncia

Cocaina
Benzoilecgonina
EME
Anfetamina
Metanfetamina
MDMA

MDEA

MDA

Cetamina

PCP

Outras drogas de abuso

120 uL

MEPS LC-MS/MS

12.5 min

0.6 — 4 ng/mL

MONTESANO
etal., 2015

Cocaina
Benzoilecgonina
Anfetamina
Metanfetamina

MDA

MDEA

MDMA

PCP

Outras drogas de abuso

150 uL

Precipitacdo de

. UPLC-MS/MS
Proteinas

5 min

1.0-1.4 ng/mL

ZHENG;
SPARVE;
BERGSTROM,
2018

Nota: COC, cocaina; BE, Benzoilecgonina; CE, Cocaetileno; EME, éster metil ecgonina; EEE, éster etil ecgonina; AEME, éster metil anhidroecgoning;
AEC, anhidroecgonina; MDMA, 3,4-metilenodioximetanfetamina; MDA, 3,4-metilenodioxianfetamina; MDEA, 3,4-metilenodioxietilanfetamina; BMDB,
Metilbenzodioxolilbutanamina; PCP, Fenciclidina; 6-AM, acetilmorfina; NPS, new psychoactive substances; DOFS, dried oral fluid spot, LLE, liquid-
liquid extraction; SPE, solid phase extraction; MEPS, microextraction by packet sorbent; DLLME, dispersive liquid-liquid microextraction;; US-DLLME,
ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction; GC-MS/MS, gas chromatography-mass spectrometry tandem; LC-APCI-MS/MS, liquid
chromatography/atmospheric pressure chemical ionization-tandem mass spectrometry.
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A relevancia da determinacéo de drogas de abuso em amostras de fluido oral é
inerente. E com isso, surge a necessidade de desenvolver e aprimorar técnicas capazes de
serem aplicadas nesse contexto, suprindo os desafios encontrados. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método utilizando dried oral fluid
spot para a determinacdo de cocaina, benzoylecgonina, éster metil ecgonina (EME),
cocaetileno, hidroxicocaina, anfetamina, metanfetamina, 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA), 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), 3,4-
metilenodioxietilanfetamina (MDEA), femproporex, cetamina e fenciclidina em fluido
oral por LC-MS/MS.

36



2. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo desenvolver e validar uma nova abordagem
analitica para a determinacdo de cocaina, benzoilecgonina, éster metil ecgonina
(EME), cocaetileno, hidroxicocaina, anfetamina, = metanfetamina, 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA), 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), 3,4-
metilenodioxietilanfetamina (MDEA), femproporeX, cetamina e fenciclidina em fluido

oral utilizando dried oral fluid spot associado a placa de 24-pogos e LC-MS/MS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Otimizar o método para determinacédo de drogas de abuso utilizando cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS);

e Otimizar parametros criticos a técnica Dried Oral Fluid Spot (DOFS);

¢ Validar a metodologia, utilizando os pardmetros otimizados, DOFS para analise de
cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, hidroxicocaina, EME, anfetamina,

metanfetamina, MDA, MDMA, MDEA, femproporex, fenciclidina e cetamina;

o Analisar amostras reais de fluido oral, doadas pelo Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, provenientes de dependentes quimicos.
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4. MANUSCRITO

O manuscrito “An analytical approach for the determination of drugs of abuse
in oral fluid using dried oral fluid spot assisted by 24-well plate and LC-MS/MS”,
que conta com a parte experimental desenvolvida nesta dissertacao, foi submetido para
publicacdo na revista Forensic Toxicology (ISSN 0915-9606; fator de impacto 4,096,
2022; qualis A2) e estd apresentado a seguir. As normas de publicagdo da revista

mencionada estdo disponiveis no Anexo II.
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Abstract

Purpose In this work was develop and validate a new bioanalytical method using dried
oral fluid spot (DOFS) for the determination of cocaine, benzoylecgonine, ecgonine
methyl ester, cocaethylene, hydroxycocaine, amphetamine, methamphetamine, MDMA,
MDA, MDEA, fenproporex, phencyclidine, and ketamine in oral fluid by liquid
chromatography — tandem mass spectrometry.

Methods Samples were collected by expectoration process and diluted 1:1 in ultrapure
water. The extraction parameters of dried oral fluid spot (DOFS) were optimized by
multivariate and univariate experiments. Then, 100 uL. of samples were pipetted on the
filter paper, dried for 60 min, and extracted with 250 uL of a mixture of acetonitrile and
methanol (1:3). The complete extraction process was performed in 24-well plate. The
method was validated following the recommendations of ANSI/ASB Standard 036 and
after validation, 86 real samples of oral fluid were analyzed.

Results The calibration curves were constructed in a range of 1 or 5 to 100 ng/mL and
the coefficients of determination (r?) were higher than 0.99 for all analytes. The limits
obtained ranged from 1 to 5 ng/mL; Within-run precision were from 3.05 to 13.01%j;
Between-run precision were from 1.97 to 8.13%; Bias ranged between -19.7 and 9.6%;
lonization suppression/enhancement study were -16.20 to 16.60%. From a total of

analyzed samples, 86% were considered positive.
Conclusions This study demonstrated that the proposed method was successfully
validated, confirming a new bioanalytical alternative for the analysis of drugs of abuse in

oral fluid by dried oral fluid spot.

Keywords Oral fluid, Stimulant substances, New psychoactive substances, Dried oral
fluid spot, LC-MS/MS.
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Introduction

Drug use is directly associated with mental health disorders, hepatitis-related liver cancer
and cirrhosis, overdose, and premature death [1]. Stimulant substances like cocaine and
amphetamines are considered the most used drugs of abuse due to their effects such as
euphoria, reduced sleep and fatigue, and increased sociability [2,3]. In the other hand,
other substances such as phencyclidine (PCP) and its derivatives also represent a
considerable impact on the global scenario [4,5]. A recent study shown that ketamine was
one of the “designer drugs” most frequently used during electronic music festivals and

parties [6].

Generally, blood and urine are the most used matrices in toxicological analyses.
However, in recent years, the oral fluid has been considered one of the most promising
matrices for the evaluation of recent drug use [7-9]. Analysis, such as forensic, doping
control [10], testing in suspected cases of driving under the influence of drugs (DUID)
[11-13], in the workplace [14] and therapeutic monitoring [15] are some of the most
frequently reported applications of oral fluid samples. It consists of the fluid collected
from the oral cavity and is composed of water, proteins, epithelial cells, bacteria, food
residues and traces of drugs from the secreted saliva [16]. Oral fluid collection can be
easily and safely performed, besides that, is considerate non-invasively and without pain
promotion or embarrassment to the patient, representing important advantages compared
to conventional matrices [17,18]. Furthermore, several studies demonstrate a correlation
between drug concentrations in oral fluid and plasma samples [19,20]. Nevertheless, the
results interpretation must be performed with carefulness, due to the possibility of
contamination from the oral cavity in cases where the substance is smoked, administered

intranasally or orally [21,22]. Moreover, the sample volume available for collection is
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reduced (approximately 1 mL) and the substances concentrations in oral fluid are usually

lower than in blood and urine, which requires sensitive analytical techniques [17, 22,23,].

Conventional techniques such as simple dilution, protein precipitation, solid phase
extraction (SPE), and liquid-liquid extraction (LLE) are the most employed in oral fluid
samples [22,23]. In this context, the reduced sample volume and the low concentrations
of analytes promote some techniques very attractive. The dried spot technique is included
in this scenario, once presents several advantages such as increased stability, the use of
small amounts of sample (50-250 uL) and organic solvents, and the low cost of the
procedure [24,25,26]. Almeida et al. [27] demonstrated that cocaine and cocaethylene
remained stable (< 20% of loss) for 7 days at room temperature, while benzoylecgonine
has been at least 136 days of stability [27]. Despite being a viable option for the
determination of drugs of abuse in oral fluid, few studies explore this application of the

dried oral fluid spot (DOFS).

Considering the wide possibility of application of oral fluid in toxicological
analyses, this study aimed to develop and validate a new analytical approach for the
determination of cocaine, benzoylecgonine, ecgonine methyl ester (EME), cocaethylene,
hydroxycocaine, amphetamine, methamphetamine, 3,4-
methylenedioxymethamphetamine (MDMA), 3,4-methylenedioxyamphetamin (MDA),
3,4-methylenedioxyethylamphetamine  (MDEA), fenproporex, ketamine and
phencyclidine (PCP) in oral fluid using DOFS assisted by 24-well plate and liquid

chromatography — tandem mass spectrometry (LC—MS/MS).

Materials and methods
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Standards, reagents, and materials

Benzoylecgonine, cocaine, cocaethylene, EME, ketamine, MDA, methamphetamine,
MDEA, and PCP (1 mg/mL) certified reference materials were obtained from LGC
Standards (Manchester, HH, USA). Amphetamine, fenproporex hydrochloride,
hydroxycocaine, and MDMA (1 mg/mL) were purchased from Cerilliant Corporation
(Round Rock, TX, USA). The internal standards (IS) amphetamine-ds, benzoylecgonine-
d3, cocaine-ds, 3,4-methylenedioxymethamphetamine-ds,  ketamine-ds,  and
phencyclidine-ds (1 mg/mL) were obtained from Cerilliant Corporation (Round Rock,
TX, USA). All reference standards were > 99% purity. LC—MS grade solvents, methanol,
and acetonitrile were purchased from Merck (Darmstadt, Germany) while 98% purity
formic acid was obtained from Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA). Water was
purified using a Milli-Q system (Millipore, Billerica, MA, USA). The 24-well plates
purchased from Kasvi (Parand, Brazil). Quantitative filter paper 12.5 cm in diameter and

85 g in weight were obtained from Unifil (Parana, Brazil).

Stock solution preparation

The stock solution was prepared in acetonitrile at a concentration of 10 pg/mL. The
working solutions were prepared directly in oral fluid by diluting stock standard solutions
at concentrations of 50 ng/mL and 1000 ng/mL. To minimize the matrix effect, further
dilutions were performed in blank oral fluid. The IS were added to the extractor solution
to a final concentration of 50 ng/mL in each well. All solutions were stored at -20 °C.

Oral fluid samples
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Drug-free oral fluid samples were provided by laboratory staff and were used during all
validation experiments. Samples from all donors were mixed in a single tube. The pool
was maintained in the refrigerator at approximately 6 °C.

Authentic oral fluid samples were provided by the Centro de Pesquisa em Alcool
e Drogas at Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The samples were collected in hospital
emergencies at different care centers. Biological samples were collected from only
patients with suspected of cocaine intoxication and/or relapsed drug addict. These
samples were collected by spitting and were subsequently stored at -80 °C until analysis.
The protocol of study has been previously approved by the ethics committee of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Ethics Protocol Approval; NCAAE

31044714100005327).

Experimental Dried Oral Fluid Spot/24-well plate procedure

The drug-free oral fluid pool was centrifuged for 5 min at 10,000 rpm. The supernatant
was collected and diluted 1:1 ratio in ultrapure water. Afterward, the oral fluid was
fortified with the analytes. All necessary dilutions were performed directly in the blank
oral fluid to minimize possible variations resulting from the matrix effect.

The 24-well plates were in house developed. Therefore, four layers of filter paper,
measuring 16 mm in diameter, were cut uniformly (with the aid of a circular cutter), and
carefully placed at the bottom of each well.

The extraction procedure was optimized, and the best conditions were followed.
Briefly, 100 pL of the sample was pipetted into each well. For the sample drying step, the
plate was left at room temperature for 60 min. The solvent that showed the best efficiency

in the extraction of analytes was a mixture containing acetonitrile and methanol (3:1, v/v).
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Into each well, were pipetted 250 pL of this mixture. The plates were shaken on an orbital
shaker for 10 min at 100 rpm. After that, the total volume of the extract was pipetted into

vials and 2 pL were injected into the LC-MS/MS system.

Instrumental conditions

The analyses were performed in a Nexera-1 LC-2040C Plus system coupled to an LCMS-
8045 triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu, Japan). The chromatographic
separation was achieved with a 100 x 2.1 mm i.d., 1.9 mm, Shim-pack GISS Cis column
(Shimadzu, Japan) eluted with a flow rate of 0.4 mL/min and 40 °C, with a gradient of
0.1% formic acid in water (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B) as follows: 0-2.5
min, 5-100% of B; 2.5-3.0 min, was kept 100% of B; 3.1-8.0 min, 100-5% of B. The
electrospray parameters were set in the positive ion mode as follows: capillary voltage,
1500 V; desolvation line temperature, 250 °C; heating block temperature, 400 °C; drying
gas flow, 10 L/min; and nebulizing gas flow, 3 L/min. Collision-induced dissociation was
obtained with 230 kPa argon pressure. The analysis was performed in multiple reaction
monitoring (MRM) mode. The optimized MRM transitions for all analytes are listed in
Table 1. One quantifier transition and one qualifier transition were selected for each
compound. For data evaluation, LabSolutions® software (Shimadzu, Japan) was used for

the data treatment.

Optimization of the methodology proposed

In the optimization experiments, blank oral fluid samples were spiked with 50 ng/mL of

each analyte. The optimization of the extraction solvent type was investigated by simplex-
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centroid design, and the following solvents were tested (1) ultrapure water, (2) methanol,
and (3) acetonitrile was studied.

A complete factorial design 23 was applied to assess the influence of some
variables on the proposed extraction method. Three variables were evaluated in two
levels, and 8 experiments were performed. The variables included extraction time (5 and
15 min), shake speed (50 and 200 rpm), and extraction solvent volume (150 and 300 uL).
The multivariate analysis was processed using the software Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa,
OK, USA).

The influence of drying time was evaluated in triplicate by univariate
optimization. Blank samples from the same source were extracted and dried under four
different conditions: (1) after 10 min; (2) after 60 min; and (3) overnight drying (12h).

The results were compared considering the chromatographic area obtained.

Method validation

The method described was fully validated following the Standard Practices for Method
Validation in Forensic Toxicology (ANSI/ASB 036) guideline [28]. The parameters
evaluated were the lower limit of quantitation (LLOQ), linearity, carryover, precision,
accuracy, ionization suppression/enhancement, interference studies, and dilution
integrity. The LLOQ evaluated by analyzing nine replicates from three different blank
matrix sources. The replicates were injected in decreasing concentrations until the
coefficient of variation (CV) was below 20%. Linearity was investigated through the
construction of calibration curves in five replicates at concentrations of 1, 5, 10, 25, 50,
75, and 100 ng/mL, for EME, cocaine, benzoylecgonine, hydroxycocaine, cocaethylene,

methamphetamine, MDMA, MDEA, PCP, and ketamine. For amphetamine, MDA, and
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fenproporex the calibration curves concentrations were 5, 10, 25, 50, 75, and 100 ng/mL.
The determination coefficients (r?) were calculated based in the calibration curves tested
for heteroscedasticity previously. Carryover was evaluated by the injection of three blank
samples immediately after the highest point of the calibration curves. For the precision
and accuracy study, quality control (QC) samples were prepared at three levels: 3 ng/mL
(low QC) for EME, COC, BE, CE, COC-OH, MET, MDMA, MDEA, PCP, and KET; 15
ng/mL (low QC) for AMP, MDA, and fenproporex; 40 ng/mL (medium QC) and 80
ng/mL (QC) for all analytes. Three replicates of each QC in five different runs were
analyzed. Within-run and between-run precision were calculated using one-way analysis
of variance (ANOVA). Two sets of experiments were performed for the ionization
suppression/enhancement study. In the first set, two solutions of the analytical standards
diluted in the mobile phase at QC concentrations (low and high) were injected six times.
In the second set, duplicates of 10 blank matrices were fortified post-extraction also at
low and high QC concentrations. Endogenous selectivity was evaluated using 10 blank
matrices from different sources to verify the presence of interferents in the oral fluid.
Exogenous selectivity was assessed by the addition of the following substances caffeine,
codeine, carbamazepine, A°-tetrahydrocannabinol, morphine, nortriptyline, amitriptyline,
venlafaxine, fluoxetine, sertraline, imipramine, levomepromazine, chlorpromazine,
promethazine, haloperidol, diazepam, bromazepam, and alprazolam in 200 ng/mL. The
study of dilution integrity was performed by the fortification of blank samples with a
concentration of 150 ng/mL and 300 ng/mL concentration and dilution in a 1:2 and 1:10

ratio, respectively, with ultrapure water.

Results and discussion
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Optimization of sample preparation conditions

A critical point in the development of efficient analytical techniques is the application of
multivariate analyzes to evaluate the optimized parameters [29]. One of the most critical
parameters in the sample pretreatment is the extracting solvent. The optimization of the
extraction solvent choose was investigated by simplex-centroid design. The triangular
surface, presented in Fig 1 was generated from the geometric means of the
chromatographic areas of all analytes in each of the experiments. According to Fig 1, the
region with the highest response is characterized by the biggest intensity of the red color,
which corresponds to an equal of the three solvents evaluated. A mixture of methanol and
acetonitrile (1:3, v/v) was considered the best efficient response to extract cocaine and its
metabolites. The statistical model (special cubic) explains the results with a determination
coefficient (R) of 0.8871.

Other parameters involved in the DOFS-24-well plate procedure were tested to
determine if they were directly influencing the efficiency of the process. A complete
factorial design 230 was used to evaluate the influence of some variables on the proposed
extraction method. Three variables were considered: extraction time (5 and 15 min),
shake speed (50 and 200 rpm), and extraction solvent volume (150 and 300 uL). The
response applied to generate the Pareto chart was based on the geometric mean of the
chromatographic peak areas of the analytes in each experiment, as shown in Fig 2.
According to the ANOVA the determination coefficient obtained was 0.93046, which
demonstrates that the mathematical model applied was appropriate. The Pareto chart
shows the variables extraction time and solvent volume with a significant influence on
the efficiency of the process. The use of smaller volumes of solvent showed better

response. On the other hand, the longer extraction time (15 min) showed a better

56



analytical response. Therefore, the conditions used were defined to achieve the best
analytical response and at the same time keep the proposed technique helpful.

Finally, the influence of DOFS drying time was univariately evaluated. Three
different conditions were studied: (1) after 10 min; (2) after 60 min; and (3) overnight
drying (12 h). The geometric mean of all analytes was used to determine the best
condition., the result can be seen in Fig 3. According to the data obtained, the highest
analytical response for all analytes was achieved with DOFS dried for 60 min, probably
due to the increasing the incorporation of the matrix interferences in the paper. Therefore,
the presence of interferents in the final extract was reduced, improving the efficiency of
the extractive process. Jacques et al. [30] developed a DOFS method that uses sample
and solvent volumes similar to the present study, the total drying time of the paper was
evaluated through the weight difference. They found that the filter paper mass began to
stabilize between 70 and 90 min, which complements the result of the optimization

performed [30].

Method validation

The LLOQ values for COC, EME, BE, CE, and COC-OH, MET, MDMA, MDEA, PCP,
and KET were 1 ng/mL. The substances AMP, MDA, and fenproporex presented LLOQ
of 5 ng/mL. According to international guidelines, presented in Table 2, the LLOQ
obtained is at least 8 times lower than the cutoff values established for COC and BE in
oral fluid for confirmatory tests. Moreover, amphetamines showed LLOQ at least three
times lower than the recommended cutoff. Cutoff values for ketamine and PCP in oral
fluid are still under discussion for most institutions, however, SAMHSA guidelines set a

cutoff of 2 ng/mL for PCP [11,31,32]. Considering the studies describe in the literature,
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the limits (LOQ/LLOQ) presented ranged from 0.05 ng/mL to 40 ng/mL. Some research
that presented a limit < 1 ng/mL used a considered amount of sample or included an
additional step such as the sample concentration by drying with nitrogen stream [33-38].

Regarding linearity, the calibration curves were considered linear for all analytes,
with a variation between 0.9975 and 0.9997, the chromatograms obtained for each of the
analytes can be seen in figure 4. The F-test was applied for analysis of variances to verify
the heteroscedasticity phenomenon. In the concentration range of the calibration curve
for all analytes (1 or 5 - 100 ng/mL), the heteroscedasticity was present. Weighted least
squares linear regression was applied and the corresponding weighting factors are
described in Table 3. No analytical signal of carryover was detected.

The interference studies consisted of the evaluation of endogenous and exogenous
substances and the internal standards. No significantly analytical signal interfered with
the retention times of the analytes. The ionization suppression/enhancement study was
evaluated at two levels (low and high). The results of the ionization
suppression/enhancement study can be found in Table 4. The low QC results ranged from
-16.26% (MDEA) to 11.18% (COC). The high QC results ranged from -6.91% (MDA)
to 16.60% (COC). The signal variations presented were possibly caused by the matrix
effect. According to Matuszewski et al. [39] if the sensitivity of the method was
considered satisfactory, the matrix effect does not represent a significantly negative
influence [39]. Assuming that, the matrix effect promotes the same response to the
calibration curves and samples, the concentration of the substance should not be affected.
In addition, all substances showed suppression/enhancement of less than 25%, following
the guideline recommendations.

The precision data (within and between-run) were performed in three different QC

concentrations and calculated using one-way ANOVA with run as a grouping variable to
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adequately account and combine for within and between-run effects. The precision results
were expressed as relative standard deviation (RSD). The within-run precision ranged
from 3.05% (medium CE QC) to 13.01% (low MDEA QC). The between-run precision
ranged from 1.97% (medium COC-OH QC) to 8.34% (low MDMA QC). Thus, all
analytes obtained RSD below 20%, as recommended by the guideline [28].

The bias (%) was estimated by the equation (grand mean of calculated
concentration — nominal concentration)/nominal concentration x 100. The results for this
parameter presented a variation between -19.1 (high PCP control) and 9.6% (medium
EME control). According to guideline recommendations, the percentage of acceptable
bias is +20% [28]. The precision and accuracy data are described in Table 4 for all

analytes.

Analysis of real samples

After full validation, 86 authentic oral fluid samples were analyzed for EME, cocaine,
benzoylecgonine, hydroxycocaine, cocaethylene, amphetamine, methamphetamine,
MDA, MDMA, MDEA, fenproporex, phencyclidine, and ketamine. Of the total samples,
74 (86.04%) were positive for at least one of the substances.

Cocaine and BE were the analytes most frequently detected. Cocaine was detected
in 74 samples (86.04%) with a median concentration of 53.6 ng/mL (range 1.4-1,258.0
ng/mL). Benzoylecgonine was detected in 51 samples (59.30%) with a median
concentration of 14.0 ng/mL (range 1.3-167.0 ng/mL). EME was detected in 36 samples
(41.8%) with a median concentration of 28.3 ng/mL (range 5.0-339.0 ng/mL).
Cocaethylene was detected in 5 samples (5.8%) with a median concentration of 7.6 ng/mL

(range 2.1-15.0 ng/mL). Hydroxycocaine was not detected. Cocaine and BE were
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detected concomitantly in 68.9% of positive samples. In all EME positive samples, COC
and BE were also detected. A total of 27% of positive samples were positive for COC
only. Moreover, all positives for CE (n=5) were also positive for COC, BE, and EME
simultaneously. The other analytes validated in this study were not found in any sample
at concentrations higher than LLOQ.

Samples were collected from cocaine/crack users attended by health treatment
centers. So, the time between the last drug administration and the collection of biological
material was not controlled, which may explain the variations presented by the samples.
In this work, it was not possible to establish a clear kinetic correlation between cocaine
and its metabolites, but this is a topic that can be explored in future studies. However, the
results obtained for cocaine follow the trend described in previous studies [40,41], with a

predominance of COC followed by BE and EME, usually in lower concentrations.

Comparison with previously reported studies

Table 5 shows a compilation of studies in oral fluid that analyze at least one of the analytes
studied in this work. According to the data analysis, most of the sample preparation
methodologies used included simple dilution, protein precipitation, LLE or SPE.
However, in recent years, the application of microextraction and more robust sample
preparation techniques have been explored. Besides to the conventional sample
preparation techniques, some studies used dispersive liquid-liquid microextraction,
incubation, microextraction by packet sorbent, and DOFS [30,35,36,42-45]. Considering
the stability study, Almeida et al. [27] demonstrated that BE presented a loss of 13.5%
after 136 days of storage and stains at room temperature, COC and EC presented up to

less than 20% in 7 days of storage. EME had a shorter stability time, only 3 days [27].
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Another study demonstrated that AMP, KET, and BE showed minimal samples when
stored in dried oral fluid patches at 6 °C for 35 days [35]. In studies carried out in blood,
for 6 months the stability of AMP, MET, MDA, and MDMA were analyzed by dried
blood spots and showed losses of less than 20% [46,47].

One of the challenges of analyzing drugs of abuse in oral fluid is the low
concentrations present in oral fluid samples [22]. Also due to the low cutoff values in oral
fluid, LC-MS/MS is the most used instrumentation, because it is more sensitive. Even in
that context, the sample volumes used in the studies ranged from 50-500 pL, considering
only LC-MS/MS techniques. The use of low amounts of sample is considered an
important advantage because the average volume of oral fluid collected is 1 mL [17,23].
Most studies that used 100 pL or less of oral fluid contained a sample concentration step
before injection, often evaporating the sample using nitrogen. Despite being a widely used
technique, it adds cost and time to the extraction process, which may represent a
disadvantage. The developed method makes it possible to obtain an LLOQ of 1 ng/mL or
5 ng/mL, using 100 pL of sample and without the analytes concentration step. Moreover,
the use of a 24-well plate optimized the analysis time, allowing the extraction of 24

samples simultaneously, demonstrating the practical applicability in laboratory routines.

Conclusions

In this study, we developed a simple, low-cost, and sensitive technique for the analysis of

drugs of abuse in oral fluid. DOFS was developed, optimized, fully validated, and applied

to real samples of oral fluid demonstrating its applicability. Furthermore, the 24-well plate

used during the extraction process reduced the analysis time considering that it is possible
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to extract several samples simultaneously. Our results confirm the applicability of this

methodology in different contexts of toxicological analysis in oral fluid.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Optimization of extraction solvent: triangular surface resulting from the simplex-

centroid design.

Fig. 2 Pareto chart obtained from the complete factorial design 23 for speed shake,

solvent volume, and extraction time optimization.

Fig. 3 Optimization of drying time, the response was evaluated by the geometric mean of

the chromatographic areas of all analytes under each of the conditions.

Fig. 4 Extracted ion, considering the quantify transition, obtained from the oral fluid
samples spiked with ecgonine methyl ester (EME), cocaine (COC), benzoylecgonine
(BE), cocaethylene (CE), hydroxycocaine (COC-OH), amphetamine (AMP),
methamphetamine  (MET),  3,4-methylenedioxyamphetamine  (MDA), 3,4-
methylenedioxymethamphetamine (MDMA), 3,4-methylenedioxyethylamphetamine
(MDEA), fenproporex (FENP), phencyclidine (PCP), and ketamine (KET) in the

concentration of 10 ng/mL.
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Fig. 1

Fitted Surface; Variable: Var4
DV: Vard; R-sqr=,8871; Adj:,6613
Model: Special Cubic
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Fig. 2
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Fig. 3
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Tables

Table 1 Mass spectrometry conditions and retention time

Retgntion Precursor  Product Collision
Analyte Internal Standard time ion (m/z) ion (m/z) ® energy

(min) (eV)

Amphetamine Amphetamine-ds 3,03 136.0 91.1 -15
65.1 -39

Benzoylecgonine Benzoylecgonine-ds 2.61 290.0 168.2 -21
105.2 -31

Cocaethylene Cocaine-ds 2.92 318.1 196.2 -20
82.2 -35

Cocaine Cocaine-ds 2.80 304.0 182.1 -20
105.1 -33

EME Cocaine-ds 0.73 200.0 182.1 -20
82.2 -26

Fenproporex Amphetamine-ds 3.15 189.0 119.0 -15
91.0 -30

Hydroxycocaine Cocaine-ds 2.82 320.3 200.2 -20
182.1 -30

MDA MDMA-d5 3,09 180.0 163.0 -13
105.1 -23

MDEA MDMA-ds 3.26 208.05 163.1 -15
135.2 -22

MDMA MDMA-ds 3.16 194.0 163.1 -23
133.1 -16

Methamphetamine MDMA-ds 3.16 150.0 91.1 -20
119.2 -15

Ketamine Ketamine-ds 3.24 238.0 125.0 -25
207.0 -15

PCP PCP-ds 3.61 244.1 86.1 -15
159.1 -15
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Amphetamine-ds

Benzoylecgonine-ds;

Cocaine-ds

Ketamine-d,

MDMA-ds

PCP-ds

3.03

2.61

2.81

3.24

3.16

3.61

141.0

293.1

307.1

242.0

199.0

249.0

129.0
211.0
165.1
135.1
6.1

164.1

-20

-15

-20

-15

-10

-22

-30

-15

MDA 3,4-methylenedioxyamphetamine, MDEA 3,4-methylenedioxyethylamphetamine,

MDMA 3,4-methylenedioxymethamphetamine, EME ecgonine methyl ester, PCP

phencyclidine

2 Quantifying transition is highlighted in bold and underlined
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Table 2 Comparison of achieved LLOQ with cutoff values for confirmatory tests in oral

fluid, considering international guidelines

EWDTS  SAMHSA DRUID
Drug Guidelines Guidelines Recommendations HoQ
(ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Amphetamine 15 15 25 5
Benzoylecgonine 8 8 10 1
Cocaine 8 8 10 1
MDA 15 15 25 5
MDEA - 15 25 1
MDMA 15 15 25 1
Methamphetamine 15 15 25 1
PCP - 2 - 1

DRUID, Driving Under the Influence of Drugs, Alcohol and Medicines, EWDTS
European Workplace Drug Testing Society, LLOQ lower limit of quantitation, MDA 3,4-
methylenedioxyamphetamine, MDEA 3,4-methylenedioxyethylamphetamine, MDMA
3,4-methylenedioxymethamphetamine, SAMHSA Substance Abuse and Mental Health

Services Administration, PCP phencyclidine
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Table 3 Linear equation, weighting factor, linear range, determination coefficient, and lower limit of quantification for all analytes

Analyte Linear equation Weighting Linear range r2a C LLQQ =)
factor (ng/mL) oncentration CV%
(ng/mL)
EME y=0.0014x + 0.0020 1 1-100 0.9997 1 11.2
Cocaine y=0.0040x + 0.0031 1/x? 1-100 0.9981 1 5.9
Benzoylecgonine y=0.0142x + 0.0074 1/x? 1-100 0.9984 1 8.7
Hydroxycocaine y=0.0036x + 0.0005 1/x? 1-100 0.9988 1 8.8
Cocaethylene y=0.0069x + 0.0017 1/x? 1-100 0.9985 1 4.4
Amphetamine y=0.0218x + 0.0115 1/y? 5-100 0.9983 5 9.5
Methamphetamine y=0.0335x — 0.0019 1/y? 1-100 0.9989 1 9.4
MDA y=0.0061x — 0.0011 1/x? 5-100 0.9996 5 8.0
MDMA y=0.0162x — 0.0003 1/x? 1-100 0.9988 1 16.6
MDEA y=0.0310x + 0.0011 1ly 1-100 0.9985 1 9.8
Fenproporex y=0.0223x + 0.0037 1/x12 5-100 0.9997 5 5.5
PCP y=0.0195x + 0.0008 1/y? 1-100 0.9992 1 9.9
Ketamine y=0.0201x — 0.0014 1ly® 1-100 0.9975 1 12.8

MDA 3,4-methylenedioxyamphetamine, MDEA 3,4-methylenedioxyethylamphetamine, MDMA 3,4-methylenedioxymethamphetamine,

EME ecgonine methyl ester, PCP phencyclidine

2 Coefficient of determination (r?)
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Table 4 Results of validation parameters: within-run and between-run precision, bias, and ionization suppression/enhancement of each

quality control (QC)

Average ionization

Within-run Precision Between-run Precision Bias suppression/enhance
Analyte (RSD%, n=15) (RSD%, n=15) (%, n=15) (%, n=20)
Low Medium High Low Medium High Medium  High .
ac Qc Qc ac Qc Qc Low QC Qc Qc Low QC High QC
EME 12.04 10.20 10.19 6.41 5.69 5.68 -2.4 9.6 8.4 -8.68 -5.58
Cocaine 7.21 3.85 7.05 3.46 3.75 4,52 -2.9 4.6 4.3 11.18 16.60
Benzoylecgonine 7.04 5.46 8.16 4.25 3.83 4.05 9.1 -0.2 -0.6 10.15 4,59
Hydroxycocaine 8.83 3.21 3.90 6.06 1.97 2.80 -4.6 0.1 -3.5 341 3.35
Cocaethylene 6.35 3.05 5.12 3.99 2.20 2.65 4.4 4.3 4.9 3.39 -4.64
Amphetamine 6.82 4.53 7.34 4.77 3.28 5.07 -3.0 -8.2 -16.6 -1.27 0.74
Methamphetamine 5.72 7.72 7.12 4.46 4.35 4.74 1.2 -4.1 -16.4 -7.54 10.96
MDA 6.03 6.42 7.36 5.26 4.66 4,53 4.3 4.6 -12.1 -4.51 -6.91
MDMA 11.45 8.38 751 8.34 4,73 7.00 -5.9 -8.5 -15.8 -14.79 -3.20
MDEA 13.01 6.99 8.95 6.23 3.55 4,91 -12.1 -16.2 -16.0 -16.26 2.78
Fenproporex 6.69 8.20 6.34 6.51 4,50 4.90 -7.1 -5.2 -14.1 7.08 10.95
PCP 8.44 6.48 4.39 5.01 3.12 2.16 -11.9 -14.0 -19.1 -0.85 3.47
Ketamine 11.24 9.08 4.35 8.13 4.70 4,59 -5.2 -10.3 -19.7 -7.55 5.43

MDA 3,4-methylenedioxyamphetamine, MDEA 3,4-methylenedioxyethylamphetamine, MDMA 3,4-methylenedioxymethamphetamine,

EME ecgonine methyl ester, PCP phencyclidine, QC quality control, RSD relative standard deviation
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Table 5 Review of methodologies developed for the quantitative analysis of stimulant drugs and hallucinogens in oral fluid samples

Analytes

Sample
volume

Sample
Preparation

Instrument

LOQ/

Run time LLOQ

Reference

Cocaine
Benzoylecgonine
Cocaethylene
Hydroxycocaine
EME
Amphetamine
Fenproporex
Methamphetamine
MDA

MDMA

MDEA
Ketamine

PCP

100 pL

DOFS

LC-MS/MS

1 ng/mL
5 ng/mL for MDA,
Amphetamine, and
Fenproporex

8 min

This study

Cocaine
Benzoylecgonine
Amphetamine
Methamphetamine
MDMA

Ketamine

Other drugs of abuse

500 pL

Dilute and Shoot

UHPLC—-MS/MS

0.5 - 2.2 ng/mL for COC,
10 min BE, amphetamines, and
ketamine

[33]

Amphetamine
Methamphetamine
MDA

MDMA

MDEA

Ketamine

and NPS

500 puL

LLE

LC—-MS/MS

13.5 min 0.1 -1 ng/mL

[53]
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Analytes

Sample
volume

Sample
Preparation

Instrument

Run time

LOQ/
LLOQ

Reference

Cocaine
Benzoylecgonine
Amphetamine

Methamphetamine

MDMA
MDEA
MDA
Ketamine

Other drugs of abuse

500 pL

SPE

UPLC—-MS/MS

10 min

0.05 - 0.5 ng/mL

[48]

Cocaine
Benzoylecgonine
Cocaethylene
Amphetamine
MDMA

50 uL

DOFS

LC-MS

40 ng/mL

[30]

Cocaine
Benzoylecgonine
Cocaethylene
Amphetamine

Methamphetamine

MDA
MDEA
MDMA
Ketamine

Other 8 drugs of abuse

200 pL

Dilute and shoot

LC-MS/MS

12 min

0.5 ng/mL for COC and BE

1 ng/mL for

Amphetamines, CE, and

ketamine

[34]

Benzoylecgonine

Methamphetamine

Ketamine
Amphetamine
Mitragynine

50 uL

DOFS

LC-MS/MS

10 min

0.2 ng/mL

[35]
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Analytes

Sample
volume

Sample
Preparation

Instrument

Run time

LOQ/
LLOQ

Reference

Cocaine
Benzoylecgonine
Cocaethylene

Other 18 drugs of abuse

300 puL

MEPS

UPLC-MS/MS

0.5-1 ng/mL

[36]

Cocaine
Benzoylecgonine

EME

AEME

Other 12 drugs of abuse

250 L

Protein
precipitation

LC-MS/MS

16 min

0.5-1ng/mL

[37]

Ecgonine
EME
EEE

p-hydroxybenzoylecgonina
m- hydroxybenxoylecgonine

Benzoylecgonine
Hydroxycocaine
Norcocaine
Cocaine
Norcocaethylene
Cocaethylene
and opiates

200 pL

Protein
precipitation

LC—APCI-
MS/MS

13 min

1 ng/mL

[38]

Cocaine
Benzoylecgonine
Cocaethylene

Other 94 drugs of abuse

300 uL
approximately

Incubation

LC-MS/MS

13 min

8 ng/mL

[42]

Cocaine
Benzoylecgonine
Other 18 drugs of abuse

500 puL

US-DLLME

UPLC-MS/MS

3 min

0.5 ng/mL for COC and BE

[43]
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Analytes

Sample
volume

Sample
Preparation

Instrument

Run time

LOQ/
LLOQ

Reference

Cocaine
Benzoylecgonine
Cocaethylene
EME
Amphetamine
Methamphetamine
MDA

MDMA

Ketamine

Other drugs

200 pL

LLE

LC-MS/MS

5.5 min

1 ng/mL

[49]

Cocaine
Benzoylecgonine
Cocaethylene
Amphetamine
Methamphetamine
MDMA

MDA

MDEA

Ketamine

Other drugs of abuse

100 puL

Dilute and shoot

HPLC—-MS/MS

10 min

0.07 - 0.8 ng/mL

[50]

Amphetamine
Methamphetamine
MDA

MDMA

MDEA

50 uL

DLLME

LC-MS/MS

6.5 min

20 ng/mL

[44]

Amphetamine
Methamphetamine
MDMA

MDEA

MDA

and synthetics cathinones

500 puL

LLE

GC-MS

15 min

2.5-10ng/mL

[51]
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sample sample Instrument Run time LOQ/

Analytes volume Preparation LLOQ

Reference

Cocaine
Benzoylecgonine
EME

Amphetamine
Methamphetamine
MDMA 120 uL MEPS LC—MS/MS 12.5 min 0.6 - 4 ng/mL [45]
MDEA

MDA

Ketamine

PCP

Other drugs of abuse

Cocaine
Amphetamine

Methamphetamine 200 uL LLE/96-well plate  UHPLC—MS/MS 7.1 min 0.1-0.7 ng/mL [52]
MDMA

Others DOA

6-AM acetylmorphine, AEC anhydroecgonine, AEME anhydroecgonine methyl ester, COC cocaine, BE benzoylecgonine, CE cocaethylene,
DLLME dispersive liquid-liquid microextraction, DOFS dried oral fluid spot, EEE ecgonine ethyl ester, EME ecgonine methyl ester, GC-
MS/MS gas chromatography-mass spectrometry, LC-APCI-MS/MS liquid chromatography/atmospheric pressure chemical ionization-tandem
mass spectrometry, LLE liquid-liquid extraction, LOQ limit of quantitation, LLOQ lower limit of quantitation, MDA 3,4-
methylenedioxyamphetamine, MDB methylbenzodioxolylbutanamine, MDEA 3,4-methylenedioxyethylamphetamine, MDMA 3,4-
methylenedioxymethamphetamine, MEPS microextraction by packet sorbent, NPS new psychoactive substances, PCP phencyclidine, QC
quality control, RSD relative standard deviation, SPE solid phase extraction, US-DLLME ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid
microextraction
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel aprimorar a técnica de dried oral fluid spot (DOFS) para
determinacdo de cocaina, benzoilecgonina, éster metil ecgonina, cocaetileno, hidroxicocaina,
anfetamina, metanfetamina, MDMA, MDA, MDEA, femproporex, fenciclidina e cetamina em
fluido oral utilizando LC-MS/MS. Apesar de ser uma técnica amplamente explorada na
extracdo de outras matrizes, como por exemplo sangue, a aplicacdo em fluido oral representa
uma inovacdo analitica que corrobora com o desenvolvimento e futuras aplicacdes da técnica
em analises toxicoldgicas. As principais vantagens desta metodologia foram o pequeno volume
de amostra utilizado (100 pL), pequenos volumes de solvente (250 pL), requer poucos insumos
tornando o custo baixo e os valores de LLOQ obtidos para todos os analitos ficaram,
consideravelmente, abaixo dos cutoffs estabelecidos internacionalmente para fluido oral. Além
disso, a utilizacdo de uma placa de 24-pocos possibilitou a otimizagdo do processo de preparo

de amostras, tornando mais rapido e simples a extracdo de varias amostras simultaneamente.

A metodologia foi satisfatoriamente validada seguindo todos os parametros
recomendados pelo guia ANSI/ASB Standard 036. Apds a validacdo, foram analisadas 86
amostras reais de fluido oral coletadas de pacientes dependentes quimicos que buscaram auxilio
em centros de salde selecionados pelo Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Demonstrando

assim, a aplicabilidade da metodologia desenvolvida.

Adicionalmente, este trabalho oferece contribuigdes as areas de toxicologia forense e
analitica, apresentando aplicabilidade na area de analises toxicologicas em fluido oral. O DOFS
pode ser explorado em uma série de outras substancias, entre elas medicamentos e novas
substancias psicoativas, demonstrando ser uma alternativa para as analises em caso de DUID,

testagem anti-doping e testes no ambiente de trabalho, por exemplo.
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6. ANEXOS

6.1 ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

HOSPITAL DE CLINICAS DE

PORTO ALEGRE - HCPA / W

UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Analise de sistemas de testagem mdvel para a detecgio de cocalnicos em fluidos

biokbgicos
Pesquisador: Flavio Pechansky
Area Temdtica:
Versio: 4

CAAE: 3104471410000 5327
InstitulgBo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: FUNDACAD INSTITUTO DE PESQUISAS ECOMNOMICAS FIPE

DADGS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.084 438
Data da Relatoria: 03082015

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de emenda (Emenda 1) a0 projeto original, com a seguinte justificativa: O presente projeto
necessitou de alteragtes, pols passou de um estudo de conclusBo de curso de graduaglo para um estudo
de doutorado. Assim, alteragdes metodoligicas estdo sendo solictadas para uma medhora na gualidade do
estudo, levando em consideragio o maior tempo de execucio do projeto e as meblhores condigdes de
anélize metodokbgica proporcionadas em wm estudo de doutorado. Emenda adicionada em 04/05/2015 com

resposta &3 pendéncias em 25005201 5.
Objetivo da Pesquiza:

Objetrvo Geral: Estabelecer os indicativos de seletvidade, especifiddade, precisdo, sensibiidade e robustaz
de dispositivos médvels para & deteccio de cocalnicos, utiizando como padrio ours a andlise das matnzes
biokgicas pela técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de massas (CGEM) alou

cromatografia em fase liquida acoplada a detector de massas (LC/EM).

Objetivos Especificos: Avaliar & seletividade e a sensibilidede de dispositivos méveis para o monitoramento
do uso da cocalna’crack em amostras de fluido oral de pacientes em tratamento para a dependéncia
quimica através da andlise confirmatdria por CG/EM elou LC/EM,; Comparar os resultados provenientes de
uma mesma amaostra em diferentes dispositivos disponivels no mercada brasileiro; Comparar os resultados

obbidos pelas andlises confirmatdnas por CG/EM elou

Emderego:  Rua Ramin Barcelos 2 350 sala Z22T F

Baibrra:  Bam Fim CEP: 50.035-503
WUF: RS Municipicc PORTO ALEGRE
Talefone: (513}353--T540 Fax: (51325597640 E-mall: cephopafiihopa wiegs be

Piginn [ da 35
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HOSPITAL DE CLINICAS DE

FORTO ALEGRE - HCPA | Wﬂlﬂ
UFRGS

LCJ/EM para sangue com os resultados dos testes de tiagem por fluido oral; Avaliar a restividade cruzada
para & detecgio de cocalnicos com possiveis interferentes em dispositives mdveis de detecclo de
cocalnicos.

Avaliacio dos Riscos e Beneficlos:

D& acondo com o8 aulores:

Continuagis b Parecer. 1.004.£38

Riscos: A doagio do fluido oral consiste em torno de 0,6mL de saliva, que & coletada através do
pincelamento do dispositive de coleta no intenior da cavidade oral durante aproamadaments 40 segundos, o

que pode levar a algum desconforto a0 paricipante. A doagdo da unina consiste em tormo de SmL de urina,

que serd coletada pelo participante da pesquisa em banheiros dos locais de realizagio do estudo. As
chances de contaminagdo por microrganismos durante esses processos s8o relativamente baixas, visto que
08 dispositivos de coleta s80 estéreis e descartdveis. A coleta de sangue serd realizada por um profissional
capacitado, sendo coletado cerca de SmL de sangue. Akm do possivel desconforto dessa coleta, poderd
hawer a formag8o kocal de uma peguena drea moxa (hematoma local). Todos os eguipamentos utilizados
para a coleta s80 estérais e descartaveis e, por isso, as chances de contaminacio s80 minimas, mas
existentes.

Beneficios: Caso for verficado bons parBmetros de acurdcia e efetividade dos dispositivos para a cocalna,

eles poderfo passar & ser utlizados pelos servigos do hospital & das emergéncias, em locais de trabalho &
em fiscalizagiko de trénsito.

Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

O fluido oral & & urinag serdo coletados em dispositivos coletores espacificos para o sistema de testageam
rapida dos dispositivos a ser utilizados (DDS2 - Alere, Twist Screen Test Device — Abon e Triage® TOX
Dwrug Screen — Alere ), sendo a coleta realizads de acordo com &s instrugdes dos fabricantes. Através da
leitura dos dispositivos, serBo registradas as informagdes referentes & andlise para cocalnicos. Um ou mais
dispositivos ser@o testados simultaneamente, dependendo da disponibdlidade, voluntariedade & aceite do
sujeitn de pesquisa. Para & andlise dos indicadores de precisio, utilizaremos coma padrBo ouro a anéliss de
fiuido oral e de sangue através da técnica de CG/EM efou LC/EM.

Como padrio ouro, serd utilizada a andlise de fluido oral pela técnica de CG/EM efou LC/EM, gue estd
sendo padronizada pelo LABTOXICO - Laboratdrio de Toxicologia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Aproximadaments 1mbL de fluido oral serd coletado e armazenado nos tubos de coleta especificos
para a andlise de substinciss psicoativas (Ouantisal® Alere). e, apds a coleta, estes serfo imediatamente
transportados ao laboratdrio @ mantides em freezer -80°C até o momento da andliss.

Enmdarogo:  Rua Ramin Barcelos 2 350 sala 2227 F

Badrro:  Bom Fim CEP: §0,035-503
UF: RS Murilciplo: PORTO ALEGRE
Talafone: (5133537540 Fax: (5132557640 E-mall: cephopafiihopa wigs b
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Coanlifiagie b Pareser: 1.004.818

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Apresenta nova versdo do TCLE.

Recomendagbes:

Faoi verficado que o Patrocinador Principal cadasirado na Plataforma Brasil "FUMDACAD INSTITUTO DE
FESQUISAS ECOMOMICAS FIFE® ngo comesponde a0 FIPE/HCPA, quando da submiss&o de uma nova
emenda sugenmos aos pesquisadores readequar o cadastro.

Conclusbes ou Pendéncias & Lista de Inadequacdes:
1) Foi realizada stualizecdo do TCLE, contudo, ainda 580 necessarias as seguinies alteragdes:

COMENTARIO DO CEP:

8) Padronizar & fonte do TCLE, pois apresenta vanas diferentes, dificultando a laitura,
RESPOSTA DO PESGUISADOR:

A fonte do termo fol padronizada.

PENDEMCIA ATENDIDA.

COMENTARIO DO CEP-

b) Corrigir emmos de digitagio.
RESPOSTA DO PESOGUISADOR:

O ermos de digitagio foram comigidos.
PEMDENCIA ATENDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

c) Esclarecer em lnguagem leiga o objetivo do estudo, pois “selstividade & sensibilidede” s&o termos de
difficil entendiments para os possiveis participantes.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

O objetivo do estudo fol reescrito em lnguagem beiga, visando o melhor entendimento palos parScipantes.
PEMDENCIA ATENDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

d) Incluir uma frase esclarecendo gue os participantes ndo terdo cusios nem receberlo pagamento pela
participago.

RESPOSTA DO FESOUISADOR:

Emdarogo:  Rua Ramine Barcelos 2 350 sala 22T F

Badrro:  Bom Fim CEP: 90.035-503
UF: RS Muniiciple: PORTO ALEGRE
Telefone: (5133597640 Fax: (513]385-TE40 E-mall: cephopaiihopa uirgs br

Pigian 00 du 35
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Faoi incluida no TCLE uma sentenga comunicando que of participantes nao terdo cusios com & participagio

Conrtinuadas de Parecs: 1.004.438

no estudo & nem receberdo pagamentos por isso.
PENDENCIA ATENDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

&) Infarmar que o termo serd assinado em duas vies, sendo WMa para o participante & outra para os
pesquisadores.

RESPOSTA DO PESCUISADOR:

Incluimeos uma frase comunicando 8 necessidade da assinatura de duss vias do termo, sendo UME para o
participante & uma para o pesquisador.

PENDEMCIA ATEMDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

f) Sugerimos retirar a frase FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PACIENTES, pois o termo de
consantimento & um documents Anico.

RESPOSTA DO PESGUISADOR:

A sentenga FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PACIENTES foi removida.

PENMDENCIA ATENDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

) Nao B0 necessdrios todos aqueles itens da declaragBo. Basta uma frase informando que compreendeu
as informagdes & concorda em paricipar do estudo.

RESPOSTA DO PESGUISADOR:

Os itens no final da declaragdo foram substituidos por uma frase gue onde os participantes informam a
compreensdo das informagbes do termo & concordam com & paricipagdo no estudo.

PENDENCIA ATENDIDA.

COMENTARIO DO CEP:

h} Sugerimos esclarecer nas opgies sobre o wso do teste de wina, no final do termo, gue sa trata do teate
répido, evitando confusao com a coleta de urina da pesquisa.

RESPOSTA DO PESGUISADOR:

Incluimos o esclareciments de que o resultado do teste de urina diz respeito 80 teste rapido realizado pelas
equipes de assisténoia

Emderegoc  Rua Ramine Barcelos 2 350 sala Z227 F

Bairre:  Bam Fim CEP: 50.035-503
UF: RS Muniicipio: PORTO ALEGRE
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Continuage de Purecs: 1,004,898
PEMDENCIA ATENDIDA.

A emenda ngo apresenta pendéncias e estd em condigbes de aprovagdo.
Situagéo do Parecer:

Aprovaso

MNecessita Apreclacio da COMEP:

Nao

Consideragbes Finals a critério do CEP:
Emenda adiconada em 25/052015 aprovada, inclul mudangas na metodologia & nova versgo do TCLE.

PORTO ALEGRE, 05 de Junho de 2015

Assinado por:
José Roberto Goldim
(Coordenadaor)

Emderogoc  Rua Ramin Bancelos 2 350 sala Z22T F

Balrro:  Bom Fim CEP: o0.035-503

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Tolfone: (513)353--7540 Fax: (5133557620 Esmall: oephopafiihopa wings br
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6.2 ANEXO Il - NORMAS PARA SUBMISSAO DE TRABALHOS NA REVISTA
CIENTIFICA FORENSIC TOXICOLOGY

Title Page

The title page should include:

- The name(s) of the author(s)

- A concise and informative title

- The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

- The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of up to 250 words which should be divided into the
following sections:

- Purpose (stating the main purposes and research question)

- Methods

- Results

- Conclusions

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text

* Text of the paper divided into following sections, if appropriate: Introduction; Materials
and methods; Results; Discussion; Conclusions; Acknowledgements; Conflict of Interest;
References; tables; figure legends

* In this journal, the format "Results and discussion" is not acceptable; separate "Results"
and "Discussion" sections are mandatory in Forensic Toxicology. However, the "Results"
section is allowed to include short comments just below results obtained. The "Discussion”
section should describe the study from broader points of view, such as discussions about
the novelty of the main content, citing preceding papers on similar subjects, and
perspectives of the study described in the manuscript.

* Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

* Use italics for emphasis.

* Use the automatic page numbering function to number the pages.

* Do not use field functions.

* Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

* Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
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6.3 ANEXO Ill - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO NA
REVISTA CIENTIFICA FORENSIC TOXICOLOGY

Forensic Toxicology

An analytical approach for the determination of drugs of abuse in oral fluid using dried
oral fluid spot assisted by 24-well and LC-MS/MS
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Abatract Purpose In this work was develop and validate a new bioanalytical method using dried
oral fluid spaot (DOFS) for the determination of cocaine, benzoylecgoninge, ecgonine
methyl ester, cocaethylene, hydroxycocsine, amphetamine, methamphetamine,
MOMA, MDA, MOEA, fenproporex, phencyclidine, and ketamine in oral fluid by liquid
chromatography — tandem mass spectrometry.

Methods Samples were collected by expectoration process and diluted 1:1 in ultrapure
water. The extraction parameters of dried oral fluid spot (DOFS) were optimized by
multivariste and univariate experiments. Then, 100 pL of samples were pipetted on the
filter paper, dried for 60 min, and extracted with 250 pL of 8 mixture of acetonitrile and
methanal (1:3). The complete extraction process was performed in 24-well plate. The
method was validated following the recommendations of ANSIASE Standard 036 and
after validation, 86 real samples of oral fluid were analyzed.

Results The calibration curves were constructed in a range of 1 or 5 to 100 ngémL and
the coefficients of determination (r 2) were higher than 0.20 for &ll anslytes. The limits
cbtained ranged from 1 to 5 ngémL; Within-run precision were from 3.05 to 13.01%;
Between-run precision were from 1.97 to &.13%; Bias ranged between -19.7 and 9.6%:;
lonization suppressionfenhancement study were -16_20 to 16.60%. From a total of
analyzed samples, 36% were considered positive.

Conclusions This study demonstrated that the proposed method was successfully
validated., confirming a new bicanalytical alternative for the analysis of drugs of abuse
im eral fluid by dried oral fluid spot.
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hydroxycocaine, amphetamine, methamphetamine, MOMA, MDA, MDEA, fenpropores,
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