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RESUMO

A analise toxicolégica em urina desempenha papel relevante na toxicologia clinica e
forense, contribuindo para o apoio ao diagnéstico de intoxicagdes, monitoramento de
exposi¢coes e agdes de toxicovigilancia. No entanto, a crescente complexidade do
cenario toxicolégico, marcada pela exposicdo simultanea a farmacos, drogas de
abuso tradicionais e novas substancias psicoativas, exige métodos analiticos
sensiveis, especificos e de amplo escopo. Esta tese teve como objetivo investigar a
aplicabilidade da analise toxicoldgica em urina como ferramenta de apoio diagnostico
e toxicovigilancia, com foco no desenvolvimento e aplicagdo de métodos multianalito
baseados em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem
(LC-MS/MS). Inicialmente, foi desenvolvido e validado um método analitico para a
analise simultdnea de 95 medicamentos e drogas de abuso em urina por LC-MS/MS.
Em seguida, o escopo analitico foi ampliado com um novo método para a detecgao
de novas substancias psicoativas, incluindo catinonas sintéticas, canabinoides
sintéticos e alucinégenos. Os métodos desenvolvidos e validados foram aplicados em
amostras de casos clinicos e forenses provenientes de instituicdes publicas do estado
do Rio Grande do Sul. Por fim, um dos métodos foi empregado em amostras de casos
pediatricos suspeitos de intoxicacdo atendidos pelo Centro de Informacéao
Toxicologica do Rio Grande do Sul, evidenciando exposigdo a substancias ilicitas,
especialmente por meio da deteccdo de marcadores relacionados a cocaina e a
cannabis. Esses achados evidenciam a relevancia da analise toxicologica em urina
para o apoio ao diagnéstico laboratorial, caracterizagdo de populagdes vulneraveis e
geracédo de dados epidemioldgicos, reforgando a analise urinaria como ferramenta

estratégica para o aprimoramento da toxicologia clinica, forense e da toxicovigilancia.

Palavras-chave: urina; LC-MS/MS; analise multianalito; intoxicagao; toxicovigiléncia.

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel: ODS 3 — Saude e Bem-Estar.



ABSTRACT

Urine toxicological analysis plays a relevant role in clinical and forensic toxicology by
contributing to the diagnosis and assessment of intoxication cases, exposure
monitoring, and toxicovigilance activities. However, the increasing complexity of the
toxicological scenario, characterized by simultaneous exposure to therapeutic drugs,
traditional drugs of abuse, and new psychoactive substances, requires sensitive,
specific, and broad-scope analytical methods. This thesis aimed to investigate the
applicability of urine toxicological analysis as a tool for diagnosis support and
toxicovigilance, focusing on the development and application of multi-analyte methods
based on liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Initially, an
analytical method was developed for the simultaneous analysis of 95 therapeutic drugs
and drugs of abuse in urine using LC-MS/MS. Subsequently, the analytical scope was
expanded through a new method for the detection of new psychoactive substances,
including synthetic cathinones, synthetic cannabinoids, and hallucinogens. The
developed and validated methods were applied to samples from clinical and forensic
cases obtained from public institutions in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Finally,
one of the methods was applied to samples from pediatric cases with suspected
intoxication attended by the Toxicological Information Center of Rio Grande do Sul,
showing exposure to illicit substances, particularly through the detection of markers
related to cocaine and cannabis. These findings highlight the relevance of toxicological
analysis for laboratory-based diagnostic assessment, the characterization of
vulnerable populations, and the generation of epidemiological data, reinforcing its
strategic role in improving clinical toxicology, forensic toxicology, and toxicovigilance.

Keywords: urine; LC-MS/MS; multianalyte analysis; intoxication; toxicovigilance.

Sustainable Development Goals: SDG 3 — Good Health and Well-being.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Intoxicagoes: aspectos clinicos e forense

As exposi¢des a substancias toxicas ou potencialmente toxicas, assim
como os casos de intoxicagao a elas associados, tém apresentado aumento nas
notificagdes nos ultimos anos no Brasil e no mundo. Os casos de intoxicag&o
exdgena notificados ao Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN) apresentaram aumento expressivo na ultima década no Brasil. Em
2015, foram registrados 99.238 casos notificados (48,5 casos/100.000
habitantes), numero que aumentou para 142.885 casos em 2020 (67,5/100.000
habitantes). Em 2025, as notificagbes mais que dobraram em relagao a 2020,
alcangando 296.557 casos (139,5/100.000 habitantes). Esses dados evidenciam
uma tendéncia crescente no numero absoluto e na taxa de notificagcdo de
intoxicagbes exogenas, configurando essas ocorréncias como um problema
persistente e crescente de saude publica (SINAN, 2026).

Entre os agentes toxicos envolvidos, os medicamentos representaram o
principal grupo responsavel pelas intoxicagdes registradas no SINAN no ano de
2025, correspondendo a aproximadamente 55,6% de todas as notificagdes. Em
seguida, destacaram-se as drogas de abuso, com 39.162 casos (13,2%),
evidenciando a importante contribuicdo dessas substancias para o numero de
intoxicagbes no pais. Outros grupos com numero relevante de notificagdes
incluiram substancias ignoradas/em branco (6,4%), produtos de uso domiciliar
(5,0%) e alimentos e bebidas (4,6%). Esse perfil demonstra o predominio de
intoxicagdes relacionadas a substancias amplamente acessiveis a populagao,
especialmente medicamentos, sem desconsiderar a participagao expressiva das
substancias psicoativas de uso ndo médico (SINAN, 2026).

No Brasil, o atendimento especializado as intoxica¢gdes € realizado pelos
Centros de Informacao e Assisténcia Toxicologica (CIATs), que desempenham
papel fundamental no suporte a tomada de decisdo clinica, na orientagéo
terapéutica e na vigilancia epidemioldgica das intoxicagdes e exposi¢cdes a
agentes toxicos. Os registros da maioria desses centros sdo consolidados na
plataforma DATATOX, que reune informagdes provenientes de diversos CIATs
distribuidos pelo pais, constituindo uma importante fonte de dados para o
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monitoramento do perfil das intoxica¢gdes no Brasil. Os dados mais recentes do
DATATOX evidenciam um aumento continuo do numero de atendimentos
realizados pelos CIATs. Em 2023, foram registrados aproximadamente 150 mil
casos, numero que aumentou para 163 mil em 2024 e atingiu cerca de 195 mil
casos em 2025. Entre esses registros, as intoxicagbes por medicamentos
representaram a principal categoria, totalizando aproximadamente 50,6 mil
casos em 2023, 55,5 mil em 2024 e 67,5 mil em 2025. As ocorréncias
relacionadas ao uso de drogas de abuso também apresentaram crescimento no
periodo, passando de 5,5 mil casos em 2023 para 5,8 mil em 2024 e 8,2 mil
casos em 2025 (ABRACIT, 2026).

Os registros do Centro de Informag&o Toxicoldgica do Rio Grande do Sul
(CIT-RS) também refletem a magnitude das exposi¢cbes toxicas no cenario
regional. Em 2024, foi observado o maior numero de atendimentos por exposi¢céo
humana da série histérica do CIT-RS, com 38,2 mil casos, superando os picos
anteriores de 31,5 mil atendimentos em 2023 e 26,4 mil em 2019. Dentre as
classes de substancias mais comuns estdo os antidepressivos (15,8%),
benzodiazepinicos (15,1%), analgésicos/antipiréticos (7,9%),
antipsicoticos/neurolépticos (7,4%), anticonvulsivantes (4,4%) e drogas de
abuso (4,1%) (CIT-RS, 2025).

Embora o numero de &bitos seja substancialmente menor que o de casos
notificados ao SINAN, a mortalidade associada as intoxicagdes evidencia o
potencial de gravidade dessas exposi¢cdes. Em 2024, foram registrados 1.014
Obitos por envenenamento ou intoxicacdo por substancias nocivas no Brasil
como causa basica do Obito, segundo o Sistema de Informagbes sobre
Mortalidade (SIM, 2026).

Neste contexto, as intoxicagbes também apresentam importante
relevancia medico-legal e forense. A exposi¢cdo a agentes toxicos pode estar
relacionada a circunstancias como acidentes, suicidio, homicidio, uso abusivo
de substancias psicoativas, direcdo sob influéncia de drogas, entre outras
situagbes de interesse clinico, epidemioldgico e pericial. Nesses contextos, a
investigacéo toxicolégica assume papel fundamental ndo apenas para o apoio
ao diagndstico e ao manejo clinico, mas também para o esclarecimento das
circunstancias da exposi¢cdo, a avaliacdo do nexo causal e produgdo de
evidéncias periciais (BIRK et al., 2025; RODDA et al., 2025).
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Do ponto de vista clinico, uma intoxicagado aguda pode ser definida como
um conjunto de sinais e sintomas decorrentes da exposi¢cdo a uma substancia
exdgena em quantidade suficiente para produzir efeitos deletérios ao organismo
(EATON; GILBERT, 2012). As manifestagdes clinicas sdo altamente variaveis e
dependem de fatores relacionados ao agente toxico, como dose, via de
exposic¢ao, propriedades fisico-quimicas e toxicocinéticas, bem como de fatores
individuais, incluindo idade, comorbidades, tolerancia e uso concomitante de
outras substancias. Dessa forma, intoxicacbes podem variar desde quadros
leves e autolimitados até quadros graves e potencialmente fatais (OLSON;
VOHRA, 2018).

Apesar da diversidade de agentes toxicos acessiveis a populagao,
diversas intoxicacbes manifestam-se por padrées clinicos relativamente
caracteristicos, denominados toxindromes ou sindromes toxicas. O
reconhecimento dessas sindromes, baseado em sinais vitais, alteracbes
neurologicas e achados autonémicos, pode fornecer pistas importantes sobre a
classe de substancia envolvida, especialmente quando a histéria de exposicéo
€ desconhecida ou limitada (HOLSTEGE; BOREK, 2012). Entretanto,
apresentacdes atipicas, exposicdo polissubstdncia e comorbidades
frequentemente dificultam essa abordagem exclusivamente clinica. Um estudo
prévio identificou a presencga de dois ou mais medicamentos ou drogas ilicitas
em cerca de 45% das amostras de plasma de casos suspeitos de intoxicagdes
atendidos pelo CIT-RS (DOS SANTOS et al., 2022). No cenario forense, diversos
estudos tém demonstrado a detecgdo concomitante de multiplas substéncias em
uma mesma amostra biolégica (FERRARI JUNIOR; CALDAS, 2022; ORFANIDIS
et al., 2022; RODDA et al., 2025). Assim, em intoxicagdes graves, a identificacdo
acurada do agente toxico, quando disponivel em tempo oportuno, pode ter
implicagdes diretas no manejo, na estratificagao de risco e no progndstico clinico
(HOFFMAN; ALOUMI; CAO, 2026).

Diante do exposto, a toxicologia analitica desempenha papel central no
suporte ao diagndstico clinico e a investigagdo forense. A identificagdo e
quantificacdo de agentes tdxicos em matrizes biolégicas podem confirmar
exposi¢oes, auxiliar na avaliagdo da gravidade, orientar condutas terapéuticas,
elucidar causa da morte e contribuir para a interpretacédo pericial. Contudo, a
interpretacdo dos resultados toxicolégicos depende de diversos fatores,
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incluindo o tempo entre a exposigado e a coleta, a matriz biolégica analisada,
parametros cinéticos da substancia e a metodologia analitica empregada.
Apesar de sua relevancia, os exames toxicologicos nem sempre estao
disponiveis em servigos de urgéncia e emergéncia. Além das limitagdes
relacionadas ao tempo de resposta, muitos métodos de triagem apresentam
painel analitico limitado, baixa especificidade ou sensibilidade insuficiente para
determinados analitos, o que pode dificultar a interpretagdo clinica e atrasar
intervengdes terapéuticas (FREDERICK; BISSELL, 2012; UGES, 2011).

1.1.1. Substéncias de relevancia toxicologica

Entre as substancias mais frequentemente envolvidas em intoxicagdes no
cenario clinico e forense, destacam-se os medicamentos e as drogas de abuso,
em razao de sua ampla disponibilidade, elevado potencial de exposi¢cado e
capacidade de produzir efeitos toxicos significativos no organismo (BEUHLER et
al., 2025; SINAN, 2026). Esses agentes estdo associados tanto a exposi¢des
acidentais quanto intencionais, incluindo tentativas de suicidio, acidentes
individuais, automedicagao e uso abusivo (CIT-RS, 2025).

Os medicamentos constituem o principal grupo de substancias envolvidas
em intoxicagcdes no Brasil, sendo particularmente relevantes aqueles com acao
sobre o sistema nervoso central (SNC) (SINAN, 2026). Entre as principais
classes de psicofarmacos, destacam-se antidepressivos, benzodiazepinicos,
anticonvulsivantes e antipsicoéticos (CIT-RS, 2025). A ampla prescricao desses
medicamentos, aliada ao uso prolongado, a acessibilidade e ao armazenamento
domiciliar frequente, contribui para o elevado numero de casos de exposi¢cao
toxica envolvendo estes medicamentos (COWANS et al., 2023).

Os antidepressivos representam uma classe heterogénea que inclui
farmacos com diferentes mecanismos de acado e indicagcdes de uso, como
antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRS), inibidores da monoaminoxidase e inibidores da recaptagdo de serotonina
e noradrenalina. Em superdosagens, os efeitos toxicos podem variar conforme
a classe envolvida (THANACOODY, 2020). Enquanto os ISRS tendem a
apresentar perfil de toxicidade relativamente mais brando, os antidepressivos

triciclicos estdo associados a intoxicagbes potencialmente graves, incluindo
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depressao do SNC, convulsdes e cardiotoxicidade. Adicionalmente, a exposi¢cao
a antidepressivos com agao serotoninérgica pode desencadear sindrome
serotoninérgica, caracterizada por alteragdes neuromusculares, autonémicas e
do estado mental (BENOWITZ, 2018a; BENOWITZ, 2018b).

Os benzodiazepinicos também estdo entre os agentes mais
frequentemente detectados em casos de intoxicagdo. Entre os
benzodiazepinicos mais utilizados destacam-se clonazepam, diazepam,
alprazolam e midazolam, que diferem principalmente quanto a duragao de acéo.
Seu efeito tdéxico decorre principalmente da modulacdo alostérica positiva dos
receptores GABA-A, com potencializagdo da neurotransmissdo inibitoria
mediada pelo acido gama-aminobutirico, resultando em depressdo do SNC.
Dentre as principais manifestagdes clinicas estdo sedagado, ataxia, disartria e
depressao do nivel de consciéncia (TSUTAOKA, 2018). Embora intoxicagdes
isoladas por benzodiazepinicos frequentemente apresentem baixa letalidade, o
risco de depressao respiratéria e complicagbes graves aumenta
substancialmente quando ha uso concomitante de outros depressores do SNC,
como alcool, opioides ou outros sedativos. O flumazenil pode reverter os efeitos
dos benzodiazepinicos em situagcdes selecionadas, mas seu uso deve ser
cauteloso, especialmente em pacientes com uso crénico, risco de convulsdes ou
exposicao simultanea a multiplas substancias. Esse aspecto torna a exposicao
polissubsténcia particularmente relevante na pratica toxicologica (ZAMANI;
HASSANIAN-MOGHADDAM; ZAMANI, 2022).

Os antipsicéticos ou neurolépticos também possuem importante
relevancia clinico e forense. Esses farmacos podem ser divididos em tipicos (ex.:
clorpromazina e haloperidol) e atipicos (ex.: risperidona e quetiapina) e podem
produzir toxicidade neuroldgica, cardiovascular e autonémica a depender do
farmaco. Entre as manifestagdes observadas destacam-se sedacgao, hipotensao,
prolongamento do intervalo QT, arritmias, sintomas extrapiramidais e, em casos
mais graves, sindrome neuroléptica maligna (ISBISTER; BALIT; KILHAM, 2005;
MINNS; CLARK, 2012; THANACOODY, 2020). A diversidade estrutural entre
antipsicoticos tipicos e atipicos também contribui para diferengas significativas
no perfil toxicolégico, uma vez que os antipsicoticos tipicos, em geral,
apresentam maior antagonismo dopaminérgico D2, enquanto muitos

antipsicoticos atipicos combinam antagonismo dopaminérgico com acéo
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serotoninérgica, embora o perfil farmacoldgico varie consideravelmente entre as
moléculas (CORRELL, 2012).

Os anticonvulsivantes também constituem uma classe de grande
relevancia toxicologica, especialmente em decorréncia de seu uso crénico no
manejo de epilepsia, transtornos de humor, dor neuropatica e outras condigdes
neuroldgicas e psiquiatricas (GUNAYDIN et al., 2015; WANG et al., 2023). Em
casos de overdose, esses farmacos podem produzir manifestagdes
predominantemente neuroldgicas, como sonoléncia, ataxia, nistagmo, disartria,
confusdo mental e rebaixamento do nivel de consciéncia (GRAY, 2024).
Entretanto, o perfil toxicologico varia consideravelmente entre as diferentes
moléculas. Farmacos como carbamazepina e fenitoina podem estar associados
a toxicidade cardiovascular, incluindo alteracbes de condugdo e arritmias
cardiacas, enquanto acido valproico pode causar hiperamonemia, acidose
metabdlica e hepatotoxicidade (WANG et al., 2023; WONG et al., 2023). Além
disso, o estreito indice terapéutico de alguns anticonvulsivantes e as frequentes
interagbes medicamentosas tornam essa classe particularmente relevante no
contexto da monitorizagdo terapéutica e da investigagéo toxicolégica (GRAY,
2024).

Além dos medicamentos sujeitos ao controle das autoridades sanitarias,
farmacos de venda livre também representam causa importante de intoxicacgao,
especialmente em exposi¢cdes acidentais pediatricas e em casos de
automedicagdo. O paracetamol ou acetaminofeno destaca-se entre os
medicamentos isentos de prescricdo com maior relevancia toxicolégica em nivel
global. Em estudos prévios, com analise de amostras de pacientes intoxicados
nos estados do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo, esse farmaco figurou entre
as trés substancias mais comumente detectadas (DOS SANTOS et al., 2023;
FRANCO DE OLIVEIRA et al., 2019). Em doses terapéuticas, o paracetamol
apresenta bom perfil de seguranga. Entretanto, em superdose, sua
biotransformacao leva a formagéo excessiva de N-acetil-p-benzoquinona imina
(NAPQI), produto reativo capaz de induzir lesdo hepatocelular grave e
insuficiéncia hepatica aguda. Apesar da gravidade da intoxicagdo em casos de
ingestas massivas, o paracetamol possui um antidoto especifico, a N-

acetilcisteina, que atua principalmente como precursora da sintese de glutationa
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e contribui para a neutralizacdo de metabdlitos reativos e a redugdo do estresse
oxidativo (CHIDIAC et al., 2023; DART et al., 2023).

Além dos medicamentos, as drogas de abuso também apresentam papel
central na toxicologia clinica e forense. Essas substéancias estao frequentemente
associadas a intoxicagdes agudas, eventos traumaticos, acidentes e mortes
relacionadas ao uso recreativo ou compulsivo (BOMBANA et al.,, 2022;
CASTALDELLI-MAIA et al., 2023; SINAN, 2026). Entre as drogas de abuso mais
relevantes no cenario brasileiro destacam-se cocaina, canabinoides e
psicoestimulantes do tipo anfetaminico, além das novas substancias psicoativas
(NSP).

A cocaina permanece como uma das drogas ilicitas mais frequentemente
associadas a intoxicagdes graves. Birk e colaboradores detectaram cocaina ou
seus metabdlitos em aproximadamente 18% das amostras de sangue post-
mortem oriundas de casos forenses no Rio Grande do Sul (BIRK et al., 2025).
De maneira semelhante, Campelo e Caldas relataram a identificacdo da
substancia e de compostos relacionados em cerca de 22% de mais de 1.800
amostras de urina analisadas no Distrito Federal (CAMPELO; CALDAS, 2010).
A toxicodinamica da cocaina envolve principalmente o bloqueio da recaptagao
de catecolaminas, como dopamina e noradrenalina, resultando em intensa
estimulacao simpatica. Clinicamente, a intoxicagao por cocaina pode manifestar-
se com agitagao psicomotora, taquicardia, hipertensao, hipertermia, convulsoes,
isquemia miocardica e arritmias potencialmente fatais (JORGE DINIZ-OLIVEIRA
et al., 2012). Além disso, o consumo concomitante com alcool pode levar a
formagdo de cocaetileno, produto este associado ao aumento da
cardiotoxicidade (ZUCOLOTO et al., 2021).

Os canabinoides, como o A%-tetrahidrocanabinol (THC), sdo compostos
presentes em produtos derivados da Cannabis spp. (familia das Cannabaceae)
e estdo entre as substancias psicoativas mais consumidas no mundo
(PEACOCK et al., 2018). No Brasil, a maconha, nome popular da droga, € a
droga de abuso ilicita mais consumida pela populagdo (BASTOS et al., 2017).
Embora muitas exposi¢cdes resultem em quadros leves, intoxicagbes agudas
podem causar ansiedade intensa, alteragdes perceptivas, comprometimento
cognitivo, taquicardia e, em casos especificos, quadros psicéticos agudos
(NOBLE; HEDBERG; HENDRICKSON, 2019). A crescente disponibilidade de
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produtos com altas concentra¢gées de THC tem contribuido para o surgimento de
quadros mais graves e imprevisiveis (SALAS-WRIGHT et al., 2019). No contexto
forense, seu consumo também apresenta relevancia em investigagbes
relacionadas a colisdes de transito, alteragdes psicomotoras e comprometimento
da capacidade de julgamento (JOHNSON; MISKELLY; RINDELAUB, 2022).

As anfetaminas e substancias correlatas, como metanfetamina e 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA), apresentam propriedades estimulantes e
empatogénicas que favorecem seu uso recreativo. Em intoxicagdes agudas,
esses compostos podem produzir agitagcdo, hiperatividade, hipertermia,
rabdomiolise, disturbios hidroeletroliticos e alteragcbes cardiovasculares
importantes. A gravidade clinica frequentemente depende da dose, assim como
do uso concomitante com outras substancias, sejam licitas ou ilicitas (GREENE;
KERR; BRAITBERG, 2008; ROXBURGH; LAPPIN, 2020)

Por fim, nos ultimos anos, as NSP emergiram como desafio importante
para a toxicologia. Essas substéncias incluem compostos sintéticos
desenvolvidos para mimetizar os efeitos de drogas ilicitas tradicionais e burlar a
legislacéo de controle de substancias (SANTOS et al., 2024). A rapida introduc&o
de novas moléculas no mercado ilicito, frequentemente com escassa
caracterizagao toxicologica, dificulta tanto o exame clinico quanto sua deteccgéo
laboratorial por métodos convencionais (GIORGETTI et al., 2025; KROTULSKI
et al., 2025). Dentre as principais classes de NSP com relevancia no Brasil estéo
as catinonas sintéticas (ex.: eutilona, N-etilpentilona), as fenetilaminas sintéticas
(ex.: derivados NBOMe e NBOH) e os agonistas sintéticos de receptores
canabinoides (ex.: ADB-BUTINACA, MDMB-4en-PINACA) (DOS SANTOS et al.,
2023).

Nesse cenario, a elevada diversidade estrutural e farmacolégica das
substancias envolvidas em intoxicagbes, associada a frequente exposicéo
simultdnea a multiplos agentes, impde desafios significativos a toxicologia
analitica. Métodos amplos capazes de detectar diversos compostos em
diferentes classes terapéuticas e recreativas tornam-se essenciais para o
suporte ao diagnostico clinico, monitoramento toxicologico e investigagcéo
forense (MAURER, 2005).
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1.2. Urina como matriz biolégica em toxicologia

A interpretagcdo de resultados em toxicologia clinica e forense depende
nao apenas da sensibilidade e seletividade dos métodos analiticos empregados,
mas também da escolha adequada da matriz biolégica analisada. Diferentes
matrizes podem fornecer informagdes complementares sobre a exposicdo a
agentes toxicos, incluindo janela de detecgao, padrado temporal de exposigao,
possibilidade de correlagdo com o quadro clinico e relevancia clinico-forense.
Entre as principais matrizes utilizadas, destacam-se sangue, urina, fluido oral e
cabelo, cada uma com vantagens e limitagdes especificas (ALLEN 2011; UGES,
2011). O Quadro 1 apresenta as principais matrizes biologicas empregadas em
toxicologia, incluindo as vantagens, limitacbes e desafios ao seu uso na rotina
analitica.

A urina apresenta diversas vantagens que justificam sua ampla utilizagdo
em analises toxicoldgicas. Entre elas, destaca-se a possibilidade de obtengao de
volumes relativamente elevados de amostra, geralmente superiores a 20 mL,
permitindo a realizacdo de multiplas analises e eventuais repeticdes. Além disso,
muitos farmacos, drogas de abuso e seus produtos de biotransformagéo s&o
excretados em concentragdes superiores as observadas em outras matrizes
bioldgicas, favorecendo a detectabilidade e ampliando a janela de detecgéo (ver
Figura 1). Outro aspecto relevante é a ampla disponibilidade de testes rapidos
comerciais para triagem, os quais podem fornecer resultados preliminares em
curto intervalo de tempo (FLANAGAN et al., 2020). Embora a coleta de urina seja
geralmente nao invasiva, em situag¢des especificas, como em pacientes criticos
ou atendidos em servigos de emergéncia, pode ser necessaria a realizagdo de
sondagem vesical para obten¢c&o da amostra (UGES, 2011).

Apesar de suas vantagens, o uso da urina também apresenta limitagcoes
que devem ser consideradas durante a interpretagao dos resultados. A amostra
estda sujeita a adulteragdo, substituicdo ou diluicdo intencional, exigindo
procedimentos para verificagcao de sua integridade. Adicionalmente, o estado de
hidratagdo do individuo pode influenciar significativamente a concentragado dos
analitos. Por fim, para determinadas substéncias, a investigacdo dos produtos
de biotransformacgao é indispensavel, uma vez que o composto original pode
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estar presente em baixas concentragdes ou ja ter sido extensivamente
biotransformado no momento da coleta (FLANAGAN et al., 2020).

Quadro 1. Principais matrizes biolégicas em toxicologia.

Matriz

Vantagens

Limitagoes e desafios

Sangue (incluindo sangue
total, plasma e soro)

Urina

Fluido oral

Cabelo

Pode ser correlacionado com
a clinica do paciente ou com o
estado antemortem.

Ideal para estudos cinéticos.
A quantificagéo tende a ser
relevante no contexto clinico-
forense.

Valores de referéncias bem
estabelecidos.

Disponibilidade de grandes
volumes de amostra
(usualmente > 20 mL).

Altas concentragdes dos
analitos comparados as outras
matrizes biolégicas.

Testes rapidos comerciais
estdo disponiveis no mercado.
A presencga do analito no fluido
oral geralmente é associada a
presenga no sangue.

Coleta nao invasiva.

Larga janela de detecgéo.
Permite verificar exposi¢des
cronicas e padrdes de uso
temporais.

Boa estabilidade.

Necessidade de profissional
treinado para coleta.
Pequena janela de deteccao.
Usualmente, os analitos
estdo em baixas
concentracoes.

Maior suscetibilidade a
instabilidade frente as outras
matrizes.

Possibilidade de adulteracao.
O status hidrico influencia na
concentracao ou diluicdo da
amostra.

Pode ser necessaria a
pesquisa de produtos de
biotransformacao.

As concentragdes no fluido
oral podem nao ser
correlacionaveis com as
concentragdes no sangue.
Necessidade de dispositivos
para a realizagao da coleta.
Baixo volume amostral (em
torno de 1 mL).

N&o util em casos agudos de
intoxicagoes.

Concentragbes baixas
(ordem de pg/mg de cabelo).
Cor e tratamentos
cosméticos podem
influenciar a incorporagao
das substancias na matriz.

Fonte: Adaptado de FLANAGAN et al., 2020.
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Figura 1. Janela de detecgéo por tipo de matriz biologica.

Matriz

Fluido oral

Semanas

Minutos Horas

Fonte: Adaptado de HADLAND; LEVY, 2016.

Usualmente, a janela de detecg¢ao de xenobibticos na urina varia de horas
a 2 ou 3 dias. A janela de detecc¢ao urinaria é influenciada, em grande parte, pela
toxicocinética do xenobidtico e pela formagao de produtos de biotransformagao
excretados por via renal. Outros fatores, como caracteristicas fisico-quimicas da
substancia, dose e frequéncia de uso e fatores intrinsecos do individuo irdo
influenciar o tempo em que a substédncia sera detectada na urina
(VERSTRAETE, 2004). A Tabela 1 apresenta a janela de detecgcédo das
substancias mais comumente pesquisadas em exames toxicoldgicos de urina.
De modo geral, substancias hidrossoluveis e seus produtos conjugados tendem
a ser eliminados com maior facilidade pela urina, prolongando sua
detectabilidade mesmo apds a reducio ou desaparecimento das concentragdes
plasmaticas (MAURER; SAUER; THEOBALD, 2006). Em usuarios crénicos,
especialmente no caso de compostos lipofilicos, como os canabinoides, a
detecgdo pode se estender por dias ou até semanas em razdo do acumulo
tecidual (como tecido adiposo) e da liberagdo gradual para a circulagao.
Entretanto, a interpretacéo dos resultados urinarios requer cautela, uma vez que
a presencga de um analito na urina confirma exposicao prévia, mas nem sempre
reflete exposicdo aguda, comprometimento clinico ou momento exato do
consumo (ODELL et al., 2015). Aléem disso, fatores como taxa de filtragdo

glomerular, pH urinario, estado de hidratacdo e possiveis adulteragbes da
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amostra podem impactar significativamente a concentracdo detectada e,

consequentemente, a interpretagéo toxicoldgica.

Tabela 1. Janela de detecg&o aproximada de drogas de abuso e medicamentos

em urina.

Analitos Janela de deteccédo
Anfetamina 2 a4 dias
Barbituricos Até 7 dias
Benzodiazepinicos Até 7 dias
Cocaina (considerando benzoilecgonina como marcador) 1 a 3 dias
Fenciclidina (PCP) 5 a 6 dias
LSD (dietilamida do acido lisérgico) 1 a 4 dias
Maconha (considerando THC-COOH como marcador) 1 a 30 dias
3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) Até 2 dias
Metanfetamina 2 a 4 dias
Opiaceos/opioides 2 a 5 dias

Fonte: Adaptado de HADLAND; LEVY, 2016; VERSTRAETE, 2004.

A funcado renal influencia diretamente a interpretacdo de resultados
toxicolégicos em urina, uma vez que alteragdes na filtragdo glomerular, secregéao
e reabsorcao tubular podem modificar a excre¢do de xenobidticos e seus
produtos de biotransformagdo (FLANAGAN et al., 2020). Em individuos com
comprometimento renal, a depuracio renal de determinadas substancias pode
estar reduzida, alterando tanto a concentragdo urinaria quanto a janela de
detecgdo. Dessa forma, a avaliagdo da funcao renal deve ser considerada na
interpretacdo de resultados toxicologicos, especialmente em pacientes com
disfungao renal. Adicionalmente, alteragdes no pH urinario, sejam fisiolégicas ou
induzidas terapeuticamente, podem modificar a excrecado renal de xenobidbticos
ao alterar seu grau de ionizagdo e reabsorgdo tubular, influenciando,
consequentemente, sua concentragao urinaria e detectabilidade. Cita-se como
exemplo a alcalinizagdo da urina com bicarbonato para aumento da eliminagéo
de acidos fracos com baixo volume de distribuicdo, como acido salicilico e
fenobarbital (OLSON; VOHRA, 2018).

Como destacado anteriormente, os xenobidticos estardo presentes na
urina majoritariamente na sua forma hidrossoluvel, como produtos de
biotransformacdo. As substancias podem ser biotransformadas por reacdes de
Fase |, como reacbes de oxidagcdo, reducao e hidrdlise, ou Fase Il, como
conjugagao com grupos polares, como o acido glucurénico e o sulfato (MAURER;
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SAUER; THEOBALD, 2006). Conhecer estes aspectos é essencial na analise
toxicolégica de urina, visto que algumas vezes somente os produtos de
biotransformacéo podem estar presentes na amostra ou, ainda, podem estar em
concentracbes maiores que o0s compostos inalterados. Ademais, etapas
adicionais como hidrélise podem ser necessarias pela liberacdo de analitos
conjugados (FLANAGAN et al., 2020). No contexto das NSP, a escassez de
dados sobre produtos de biotransformacéo, associada a indisponibilidade de
padrdes analiticos e a auséncia desses alvos em métodos de rotina, representa
um importante desafio para a analise toxicolégica em urina, podendo contribuir
para subdeteccdo e consequente subnotificacdo da real prevaléncia de
exposicao a essas substancias emergentes (WELTER-LUEDEKE; MAURER,
2016).

Apesar do mérito do uso da urina no contexto clinico-forense, algumas
consideragdes devem ser levadas em conta. Idealmente, a coleta de amostra de
urina deve ser sempre assistida, de forma que o coletador possa atestar a fonte
da amostra e que ndo houve adulteragao. Informag¢des como local, data e hora
da coleta, coletador e outras informagdes relevantes devem ser registradas na
cadeia de custédia da amostra (EWDTS, 2022). A coleta de urina pode ser
realizada por diferentes métodos, incluindo amostras aleatorias, primeira urina
da manha, amostras coletadas ao final do turno de trabalho ou urina de 24 horas,
conforme o objetivo clinico ou analitico. Em toxicologia, a amostra aleatdria de
jato médio é a mais utilizada devido a praticidade, enquanto amostras de horarios
especificos podem ser uteis em estudos metabdlicos ou de monitoramento
ocupacional. Idealmente, coleta-se entre 20 e 50 mL de amostra. Além disso, a
utilizacdo de preservantes, como acidos, e o armazenamento sob refrigeracéo
ou congelamento s&o estratégias importantes para minimizar o crescimento
microbiano, a degradacdo de analitos e alteragdes quimicas da amostra
(FLANAGAN et al., 2020).

Em contextos periciais e de monitoramento do uso de substancias,
tentativas deliberadas de adulteragao incluem substituicdo da amostra, adigao
de diluentes ou introdugéo de agentes quimicos capazes de degradar analitos
ou interferir em imunoensaios (FRANKE et al., 2024; WISSENBACH; STEUER,
2023). Estratégias podem ser implementadas para atestar a
veracidade/validacdo da amostra, como analise de cor, aspecto e odor, além de
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parametros quantitativos como densidade, pH e temperatura logo apos a coleta.
A densidade indica quao diluida ou concentrada estda uma amostra, seja esta
diluicdo externa (ex.: adicdo de agua ou outro diluente) ou diluigdo por
mecanismos internos (ex.: elevada ingestdo de agua ou uso de diuréticos)
(JOUBERT; LYNCH; CARTER, 2026). Aléem da densidade, a dosagem da
creatinina urinaria é util para verificar a diluicdo da amostra e pode ser usada
para normalizar os resultados (ex.: ng/mg de creatinina). Essa abordagem
baseia-se no fato de que a excrecao de creatinina apresenta relativa estabilidade
ao longo do dia, permitindo minimizar o efeito da diluicdo urinaria sobre a
concentracado dos analitos e proporcionando uma estimativa mais representativa
da excrecdo da substancia. Entretanto, a excrecdo de creatinina pode ser
influenciada por fatores como idade, sexo, massa muscular, dieta e fungéo renal,
devendo a interpretagdo dos resultados corrigidos considerar essas variaveis
(BARR et al., 2004). A normalizagdo pela creatinina € particularmente util em
estudos comparativos e em monitoramento longitudinal, pois reduz a
variabilidade causada pelo estado de hidratagcdo. Concentragdes urinarias de
creatinina entre 0,05 e 0,20 mg/mL sdo sugestivas de urina diluida por hiper-
hidratagdo, enquanto concentragdes inferiores a 0,05 mg/mL sao consideradas
inconsistentes com urina humana e podem indicar adulteragdo ou substituicao
da amostra (JOUBERT; LYNCH; CARTER, 2026). Na analise toxicoldgica, a
diluicdo da urina, seja intencional ou ndo, representa uma importante limitagéo,
uma vez que reduz a concentragcado dos analitos, podendo resultar em achados
nao detectaveis ou inferiores aos valores de corte estabelecidos.

Em determinados cenarios, o estabelecimento de valores de corte (do
inglés “cutoff’) é fundamental para a interpretacdo adequada dos resultados,
uma vez que define a concentracdo minima de um analito ou um produto de
biotransformacao necessaria para que uma amostra seja considerada positiva.
A proposicdo desses valores busca equilibrar sensibilidade analitica e
especificidade diagnodstica, minimizando tanto resultados falso-positivos,
decorrentes de exposicdes passivas, contaminagdes ou interferéncias analiticas,
quanto falso-negativos associados a concentragbes muito baixas
(BIEDERMANN et al., 2018; LUZZI et al., 2004). Os valores de cutoff podem
variar conforme o objetivo da analise, como monitoramento terapéutico,

toxicologia ocupacional, contextos forenses ou programas de monitoramento do
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uso de drogas, e devem considerar fatores como a janela de detecgdo da
substancia, a matriz analisada e a metodologia empregada. Guias como o
“European quidelines for workplace drug testing in urine” elaborado pela
European Workplace Drug Testing Society (EWDTS) é um exemplo de referéncia
para a testagem de drogas em urina no ambiente de trabalho (EWDTS, 2022). A
Tabela 2 apresenta valores de cutoff em urina para metodologias de triagem,
como imunoensaios, enquanto a Tabela 3 apresenta valores de cutoff em urina

para metodologias de confirmagao.

Tabela 2. Concentragdes de cutoff de triagem em urina estabelecidas pela
EWDTS.

Analitos Concentragao (ng/mL)
Anfetaminas (grupo) 500
Barbituricos (grupo) 200
Benzodiazepinicos (grupo) 200
Buprenorfina 5
Cetamina 100
Drogas-Z (ex.: zolpidem, zopiclona) 200
EDDP (ou metadona) 100 (300)
Fentanil 1
Gabapentina 2000
LSD ou produtos de biotransformacgao 1
Opiaceos (total) 300
Opioides 300

PCP 25
Pregabalina 500
Produtos de biotransformacgéo da cocaina 150
Produtos de biotransformacgédo do THC/maconha 50
Propoxifeno ou produtos de biotransformacao 300
Tramadol 200

Fonte: Adaptado de EWDTS, 2022.

Tabela 3. Concentragdes de cutoff de confirmacado em urina estabelecidas pela
EWDTS.

Analitos Concentragao (ng/mL)
Anfetaminas

Anfetamina (d+1) 200

Metanfetamina 200
3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) 200

3,4- metilenodioximetanfetamina (MDMA) 200

Outras anfetaminas 200
Benzodiazepinicos ou produtos de biotransformagao

Alprazolam 100

Bromazepam 100
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Tabela 3. Concentragdes de cutoff de confirmacado em urina estabelecidas pela

EWDTS. continuagéo
Analitos Concentragao (ng/mL)
Clonazepam 100
Diazepam 100
Fenazepam 100
Flunitrazepam 100
Flurazepam 100
Lorazepam 100
Lormetazepam 100
Midazolam 100
Nitrazepam 100
Nordiazepam 100
Oxazepam 100
Temazepam 100
Cocaina
Benzoilecgonina 100
Drogas-Z
Zaleplon 100
Zolpidem 100
Zopiclona 100
Maconha/Cannabis
11-nor-9-carboxi-A°%-tetrahidrocanabinol (THC-COOH) 15
Metadona
Metadona (d+l) 250
2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina (EDDP) 75
Opiaceos
6-acetilmorfina 10
Codeina 300
Diidrocodeina 300
Morfina 300
Opioides
Hidrocodona 100
Hidromorfona 100
Oxicodona 100
Oximorfona 100
Outras substancias
Barbituricos (grupo) 150
Buprenorfina ou norbuprenorfina 2
Cetamina ou norcetamina 75
Fentanil 1
Gabapentina 1000
Pregabalina 250
LSD ou produto de biotransformacgéao 1
PCP 25
Propoxifeno ou produtos de biotransformacao 300
Tramadol 100

Fonte: Adaptado de EWDTS, 2022.
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O valor de cutoff influencia diretamente a interpretagéo toxicologica, uma
vez que cutoffs mais altos reduzem falsos-positivos, mas podem aumentar
falsos-negativos, enquanto cutoffs mais baixos aumentam a sensibilidade
analitica. Nesse contexto, Lecompte et al. (2012) demonstraram que uma
possivel reducao do cutoff confirmatorio urinario de THC-COOH de 15 para 5
ng/mL aumentou em 25,2% o numero de resultados confirmados, além de elevar
o valor preditivo positivo da triagem de 63,9% para 80,0% (LECOMPTE et al.,
2012). Corroborando esse achado, West et al. (2011), em um estudo de coorte
retrospectivo com analise de 223 mil amostras de urina, demonstraram que a
reducdo dos valores de cutfoff aumenta significativamente a taxa de positividade
em testes urinarios. No estudo, a diminuigdo do cutoff de benzoilecgonina de 100
para 25 ng/mL aumentou em aproximadamente 39% o numero de resultados
positivos, enquanto para metanfetamina a redugéo de 250 para 50 ng/mL elevou
a positividade em cerca de 28%. Na testagem de THC-COOH, a redugao de 50
para 15 ng/mL resultou em aumento de 35%. Esses achados reforcam que
cutoffs mais baixos aumentam a sensibilidade diagndstica e favorecem a
ampliagdo da janela de detecgdo. Apesar disso, os valores de cutoff s&o
empregados para estabelecer limites de decisdo analitica, auxiliando a distinguir
exposic¢oes significativas de concentragdes residuais ou oriundas de exposi¢céo
passiva, além de definir janelas de detecgdo compativeis com a finalidade da
analise (WEST et al., 2011).

Diferentemente dos programas de monitoramento de drogas de abuso,
nos quais sao adotados valores de cutoff para otimizar a especificidade dos
testes de triagem, a toxicologia clinica prioriza métodos analiticos com elevada
sensibilidade e seletividade, capazes de detectar um amplo espectro de
xenobidticos. Nessa abordagem, os resultados laboratoriais devem ser
interpretados em conjunto com os dados clinicos e circunstanciais do paciente,
nao existindo valores universais de cutoff para caracterizagao de intoxicacdo. A
utilizagcdo de técnicas baseadas em espectrometria de massas amplia essa
capacidade diagndstica ao permitir triagem multianalito com alta sensibilidade,
reduzindo a dependéncia de imunoensaios baseados em valores de corte
(LUCH, 2010).

Aspectos pré-analiticos relacionados ao armazenamento e a estabilidade

das amostras de urina também devem ser considerados na analise toxicoldgica,
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uma vez que podem impactar diretamente a integridade dos analitos e a
confiabilidade dos resultados. Fatores como o tempo decorrido entre a coleta e
a anadlise, temperatura de armazenamento, exposicdo a luz e ciclos de
congelamento e descongelamento podem favorecer a degradagao dos analitos,
hidrélise ou biotransformacao residual de determinadas substancias. Além disso,
a proliferagcdo microbiana em amostras inadequadamente armazenadas pode
alterar parametros fisico-quimicos, como pH, e comprometer a estabilidade de
xenobidticos e de seus produtos (ALDUBAYYAN et al., 2021; HOFFMANN-
LUCKE et al., 2025; VAN DE MERBEL et al., 2014). Dessa forma, o
armazenamento sob condigdes controladas, como refrigeragdo ou congelamento
quando necessario, é fundamental para minimizar alteracbes pré-analiticas e
assegurar maior confiabilidade na interpretacdo analitica (ALDUBAYYAN et al.,
2021; GLICKSBERG; KERRIGAN, 2018; NISBET et al., 2023).
Hoffmann-Lucke et al. (2025), em revis&o sistematica sobre a estabilidade
de drogas de abuso em urina, demonstraram que a maioria dos analitos
apresenta estabilidade satisfatéria quando as amostras sdo armazenadas sob
refrigeracdo ou congelamento. Em contrapartida, o armazenamento em
temperatura ambiente, assim como variagdes de pH e contaminagao bacteriana,
pode comprometer a estabilidade de substancias mais suscetiveis a
degradagédo, como canabinoides, cocaina e alguns opioides (HOFFMANN-
LUCKE et al., 2025). De forma semelhante, Nisbet et al. (2023) destacaram que
a estabilidade de analitos em urina € altamente dependente das condi¢cbes de
armazenamento. Os autores observaram que, por exemplo, o THC-COOH
permaneceu estavel por até 52 semanas sob congelamento (-20 °C), enquanto
degradacéo significativa foi observada apds 1 semana em temperatura ambiente
e apds 4 semanas sob refrigeracdo (NISBET; DIEMMA; SCOTT, 2023). No
cenario das novas substancias psicoativas, os dados de estabilidade na urina
ainda sao escassos, mas a maior labilidade de muitos desses compostos sugere
que condicbes inadequadas de armazenamento podem comprometer
significativamente sua deteccdo. Esse aspecto torna-se ainda mais critico ao se
considerar que diversas NSP ja se encontram presentes em baixas
concentragdes na urina, de modo que pequenas perdas por degradagado podem
resultar em concentragdes abaixo dos limites de deteccao (ALDUBAYYAN et
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al., 2021; BOCCUZZI et al., 2026; GLICKSBERG; KERRIGAN, 2018; NISBET et
al., 2023).

1.3. Analise toxicolégica em urina: preparo de amostra e técnicas analiticas

1.3.1 Preparo de amostra

O preparo de amostra constitui uma etapa fundamental na analise
toxicologica, desempenhando papel decisivo na qualidade e na confiabilidade
dos resultados analiticos. De forma geral, essa etapa compreende o conjunto de
procedimentos realizados entre a obtencdo da amostra biolégica e sua
introdugéo no sistema analitico, com o objetivo de tornar a amostra compativel
com a técnica empregada, reduzir interferentes da matriz e favorecer a detecgao
dos analitos de interesse. Em toxicologia, o preparo de amostra é
particularmente relevante devido a complexidade das matrizes bioldgicas, que
contém sais, compostos endogenos, proteinas residuais, produtos de
biotransformacéo e outros componentes capazes de interferir na detecgao e na
quantificacdo dos compostos de interesse (JONES et al., 2022).

A principal finalidade do preparo de amostra é isolar, concentrar e/ou
purificar os analitos, minimizando a presenca de interferentes provenientes da
matriz. Esse processo contribui para a reducdo do efeito matriz, melhora a
seletividade e a sensibilidade do método, favorece recuperagdes adequadas e
reprodutiveis dos compostos-alvo e auxilia na preservacéo da integridade dos
sistemas instrumentais, especialmente em técnicas cromatograficas acopladas
a espectrometria de massas. Além disso, a escolha do tipo de preparo deve
considerar fatores como as propriedades fisico-quimicas dos analitos, a natureza
da matriz biologica, a técnica analitica empregada e os requisitos de
desempenho do meétodo, incluindo sensibilidade, robustez e produtividade
(COUCHMAN; MORGAN, 2011). Entre as principais estratégias empregadas no
preparo de amostras de urina, destacam-se a técnica de dilute-and-shoot, a
extragdo liquido-liquido (LLE) e a extragdo em fase solida (SPE), que seréo
abordadas a seguir. Adicionalmente, ressalta-se a etapa de hidrdlise,
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particularmente relevante na analise toxicolégica em urina, devido a presenga de

analitos conjugados e produtos de biotransformacéo.

1.3.1.1. Hidrdlise de compostos conjugados

A hidrélise de compostos conjugados € uma etapa frequentemente
necessaria na analise toxicolégica em urina, especialmente quando os analitos
sdo excretados predominantemente como produtos de biotransformacéao
conjugados com grupos polares, oriundos de reagdes de Fase Il. Os principais
produtos gerados s&o derivados conjugados com acido glucurénico ou sulfato. A
hidrélise exerce influéncia importante na etapa de extracdo, uma vez que
compostos conjugados apresentam maior polaridade e hidrossolubilidade, o que
pode dificultar sua recuperagdo em técnicas extrativas baseadas em particao
para solventes organicos ou interagcdo com sorventes menos polares. A
conversdo dos produtos conjugados para a forma livre reduz sua polaridade e,
em muitos casos, aumenta sua afinidade por solventes organicos ou sorventes
hidrofébicos, favorecendo a eficiéncia da extragcdo e a detectabilidade dos
analitico (FLANAGAN et al., 2020; UGES, 2011).

O processo de hidrolise pode ser dividido em trés métodos: hidrolise
acida, hidrodlise basica ou alcalina e hidrolise enzimatica. As hidrolises acidas e
basicas promovem a quebra de ligagdes conjugadas por meio da exposigao da
amostra a condi¢des extremas de pH, geralmente associadas ao aquecimento.
Embora essas abordagens apresentem como vantagens o menor tempo de
processamento e o baixo custo, podem resultar em degradacdo de analitos
termolabeis, formacdo de artefatos e menor seletividade. Um exemplo é a
utilizacao de hidrélise acida na analise de benzodiazepinicos que, embora seja
capaz de promover a desconjugacgao desses compostos, pode também induzir
abertura do anel diazepinico e formacdo de derivados benzofendnicos,
reduzindo a especificidade do método quando diferentes benzodiazepinicos
originam produtos comuns de degradac&o. De forma semelhante, a hidrolise
acida do 6-monoacetilmorfina-glucuronideo, importante marcador do consumo
de heroina, pode provocar reacdes de desacetilagdo, resultando na formacéao de
morfina e comprometendo a identificagdo inequivoca do composto original
(JOHNSON-DAVIS, 2018).
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Em contraste, a hidrdlise enzimatica tem sido amplamente empregada
devido a sua maior especificidade e as condi¢cdes reacionais mais brandas. Essa
abordagem utiliza enzimas, principalmente [-glucuronidase, para clivar
conjugados glucuronidados, e arilsulfatase, para clivar conjugados sulfatados,
preservando melhor a integridade dos analitos e reduzindo artefatos
secundarios. Apesar de frequentemente demandar maior tempo de incubacéao e
custos mais elevados, a hidrolise enzimatica é geralmente preferida na analise
toxicolégica em urina quando o objetivo € liberar analitos conjugados
preservando, tanto quanto possivel, a estrutura dos compostos livres
(FLANAGAN et al., 2020; SKOV et al., 2023).

A eficiéncia da hidrélise enzimatica depende de diversos fatores, incluindo
a origem da enzima, sua atividade especifica, os parédmetros de incubacéo
(tempo, temperatura e pH) e a natureza dos conjugados presentes na amostra.
Diferentes preparagbes de [(-glucuronidase apresentam especificidades
distintas, sendo as enzimas derivadas de Helix pomatia amplamente utilizadas
por associarem atividade da 3-glucuronidase e da arilsulfatase, possibilitando a
hidrolise tanto de conjugados glucuronideos quanto de conjugados sulfatos. Em
contrapartida, enzimas provenientes de Escherichia coli apresentam elevada
atividade B-glucuronidase, porém nao possuem atividade de sulfatase, tornando-
se mais adequadas para analitos excretados predominantemente como
glucuronideos. Além disso, a eficiéncia da hidrélise pode variar entre diferentes
classes de compostos e até mesmo entre amostras, em razao da presenca de
substancias capazes de interferir na atividade enzimatica. Dessa forma, a
selecao da enzima e a otimizacéo das condi¢des de hidrdlise devem considerar
o perfil dos analitos de interesse, sendo etapas fundamentais para maximizar a
recuperacdo dos compostos e garantir a sensibilidade e a confiabilidade dos
métodos analiticos (DWIVEDI et al., 2018; TAYLOR et al., 2017).

O Quadro 2 apresenta exemplos de protocolos e aplicacbes dos
diferentes tipos de hidrdlise. Por fim, a escolha do método de hidrélise deve
considerar fatores como a natureza do analito e de seus conjugados, a
estabilidade quimica dos compostos, o tempo de processamento, a
compatibilidade com a técnica analitica empregada e o impacto potencial sobre
a recuperagao e a integridade dos analitos.
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Quadro 2. Tipos de hidrdlise e respectivos exemplos de protocolos e aplicagdes.

Exemplo de

Hidrolise L Protocolo Referéncia
aplicagao
Acida Compostos Amostra: 500 yL LU et al., 2015
fenolicos, como Acido: 125 uL de HCI 12
alguns pesticidas e mol/L
disruptores Condigoes: 90 °C por 60
enddcrinos min
Basica/alcalina  THC-COOH Amostra: 2 mL DE OLIVEIRA et
Base: 100 uL de NaOH 10% al., 2021
(vv)
Condigoes: 60 °C por 20
min
Enzimatica Benzodiazepinicos Amostra: 2 mL DE BAIRROS et
Enzima: 25 uLde B- al., 2015

glucuronidase de Helix
pomatia (100 U/uL) + 100 uL
de tampao de acetato de
sodio 2 mol/L (pH 4,5)
Condigoes: 55 °C por 90
min

1.3.1.2. Dilute-and-shoot

Entre as principais técnicas de preparo de amostra de urina, uma das mais
simples e amplamente utilizadas €& a diluigdo seguida de injecao direta,
conhecida como dilute-and-shoot. Essa abordagem baseia-se na diluicdo da
amostra com solvente, fase mével ou solugao tampao compativel com o método
analitico, seguida de sua injegdo no sistema instrumental. Usualmente,
empregam-se agua, solugbes tampao e solventes orgénicos, como metanol,
acetonitrila ou etanol, isoladamente ou em mistura, conforme as caracteristicas
dos analitos e da separagédo cromatografica. Além da diluigdo, procedimentos
como adig&o de padrao interno, agitacao, centrifugacgéo e/ou filtragdo podem ser
empregados para homogeneizar a amostra, remover particulas em suspenséo e
reduzir a introdugao de material particulado no sistema analitico (DEVENTER et
al., 2014; TAMAMA, 2023). Trata-se de uma estratégia simples, de baixo custo,
rapida e compativel com rotinas de alto rendimento, com possibilidade de
automacgao parcial ou total do preparo em plataformas integradas ao sistema
analitico (SIDE, 2018).

Entre as principais vantagens dessa técnica destaca-se a possibilidade de

analise de uma ampla variedade de compostos em um mesmo preparo, uma vez
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que, diferentemente de métodos extrativos convencionais, ndo depende
diretamente de condicbes especificas de pH para a recuperagao dos analitos.
Tal atributo é favoravel no contexto clinico-forense para o desenvolvimento de
meétodos analiticos voltados a analise toxicologica sistematica, permitindo
analise direcionada ou n&o de substancias com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas (JONES et al., 2022; TAMAMA, 2023). CAO, KALETA e WANG (2015)
analisaram amostras de urina para 78 substancias em uma unica analise usando
um protocolo de dilute-and-shoot e LC-MS/MS. No painel de analitos, os autores
incluiram antidepressivos, benzodiazepinicos, analgésicos, anfetaminas, dentre
outros. Os limites de quantificag&do variaram de 0,3 a 62,5 ng/mL (CAO; KALETA;
WANG, 2015). No mesmo sentido, o método desenvolvido por LEE (2013)
permitiu a triagem simultanea de 177 substancias, incluindo drogas de abuso,
farmacos e seus produtos de biotransformagao, abrangendo classes como
opioides, benzodiazepinicos, estimulantes, antidepressivos e analgésicos. O
método usando dilute-and-shoot e analise por LC-MS/MS apresentou alta
sensibilidade, com limites de deteccdo inferiores a 62 ng/mL, chegando a 6
ng/mL para alguns analitos (LEE, 2013).

Em contrapartida, por tratar-se de uma técnica de diluigdo sem
concentracdo da amostra, € indicada para analitos que estejam presentes em
concentracdes consideraveis na amostra ou que tenham boa detectabilidade.
Por tal razdo, usualmente o preparo de amostra usando dilute-and-shoot é
associado a técnicas instrumentais de alta sensibilidade, como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (COUCHMAN; MORGAN, 2011).
Além disso, usualmente o dilute-and-shoot é aplicavel a amostras com baixo
conteudo proteico como urina, visto que os solventes de diluicio nem sempre
terdo capacidade desproteinizante (TAMAMA, 2023). Por fim, frente a outros
preparos extrativos, a técnica dilute-and-shoot tem capacidade de limpeza da
amostra (clean-up) inferior e o efeito da matriz no sinal analitico pode ser um

limitante de sensibilidade.

1.3.1.3. Extragao liquido-liquido (LLE)

A extracgdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction) € uma
das técnicas de preparo de amostras mais utilizadas em toxicologia. Seu
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principio baseia-se na distribuigdo do analito entre duas fases liquidas imisciveis,
geralmente uma fase aquosa, correspondente a amostra biolégica, e uma fase
organica, composta por um solvente extrator. A migracao do analito da amostra
para a fase orgénica depende principalmente de suas propriedades fisico-
quimicas, como polaridade, lipofilicidade e grau de ionizagdo, descritas por
parametros como pKa, logP e, sobretudo, logD no pH de extragdo. O extrato
obtido pode ser injetado diretamente no sistema analitico, desde que apresente
compatibilidade com a técnica empregada, ou submetido a evaporagao para
promover a concentragdo dos analitos (KARAKKA KAL; SUBHAHAR; KARATT,
2026).

A eficiéncia da LLE é fortemente influenciada pelo pH da amostra, pois
este determina o estado de ionizagado dos compostos acidos e basicos. Em geral,
moléculas em sua forma nao ionizada apresentam maior afinidade pela fase
organica, favorecendo sua extragdo. Enquanto isso, moléculas protonadas
(carregadas positivamente) ou desprotonadas (carregadas negativamente) teréo
maior afinidade pela fase aquosa, no caso, a amostra. Por tal motivo, o ajuste do
pH €& essencial para maximizar a recuperacdo dos analitos de interesse
(COUCHMAN; MORGAN, 2011). Uma das principais limitagbes da LLE é a
analise de substancias anféteras, isto €, moléculas que apresentem dois ou mais
sitios ionizaveis com pKa distintos (acidos e basicos). Como resultado, a
molécula tende a ficar ionizada, qualquer que seja o pH do meio. Um exemplo
classico é a benzoilecgonina, principal produto de biotransformag&o da cocaina,
que pode ser caracterizada como uma molécula anfétera, tendo baixa
recuperacado em métodos usando LLE. Nesse contexto, Maria e colaboradores
(2026) observaram recuperagao de apenas 11% para a benzoilecgonina, em
contraste com aproximadamente 69% para a cocaina, quando empregando LLE
com 2-propanol e acetato de etila e posterior analise por LC-MS/MS,
evidenciando a maior dificuldade de extracdo do produto em sistemas de
particao liquido-liquido (MARIA; NENG; BERG, 2026).

Além do pH, o tipo de solvente organico empregado também exerce papel
importante no desempenho da extragdo, sendo comumente empregados
solventes como acetato de etila, cloroférmio, diclorometano, éter etilico e
hexano, isoladamente ou em misturas. A escolha do solvente depende da classe

de compostos a serem extraidos. Idealmente, utilizam-se solventes com valores
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de logP semelhantes aos dos analitos, buscando maior afinidade e,
consequentemente, melhor recuperacdo (FLANAGAN et al., 2020). Misturas de
diferentes solventes também podem ser empregadas com o objetivo de ampliar
0 espectro de compostos analisados. Para a definicdo da composicao ideal da
fase extratora, podem ser utilizadas estratégias baseadas em planejamento
experimental multivariado, permitindo a identificagdo das condigcdes que
maximizam a eficiéncia de extracdo (BIGAO et al., 2024; COUCHMAN;
MORGAN, 2011).

Entre as principais vantagens da LLE destacam-se sua relativa
simplicidade operacional, baixo custo e boa capacidade de concentragdo dos
analitos, tornando-a amplamente aplicavel em analises toxicologicas clinicas e
forenses. Entretanto, a técnica também apresenta limitagcbes, como maior
consumo de solventes orgénicos, possibilidade de formagcdo de emulsdes e
menor eficiéncia para compostos altamente polares (WILLE; LAMBERT, 2007).
Além disso, o uso da LLE pode tornar mais desafiador o desenvolvimento de
métodos multianalito para substancias com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, embora essa limitagdo possa ser contornada por meio da adequada
otimizagcdo das condigbes de extracdo. Nesse contexto, um estudo de 2021
exemplifica a aplicagdo da LLE como etapa de preparo de amostras em um
método multianalito voltado a triagem de drogas classicas e novas substancias
psicoativas em urina, permitindo a extragao simultanea de diferentes classes de
compostos antes da analise por GC-MS e LC-HRMS. Essa abordagem
possibilitou a identificacdo de cerca de 80 substdncias em pacientes em
tratamento da dor, evidenciando a utilidade da LLE em estratégias multianalito
aplicadas a triagem toxicologica em urina (MARCHEI et al., 2021).

Ademais, embora preparos mais modernos tenham sido desenvolvidos, a
extragao liquido-liquido permanece como uma abordagem robusta, eficiente e

relevante no preparo de amostras para analise toxicologica.

1.3.1.4. Extracdo em fase solida (SPE)

A extragdo em fase sdlida (SPE, do inglés solid-phase extraction) € uma
técnica de preparo de amostras amplamente utilizada em toxicologia,

especialmente quando se busca maior seletividade, concentragao dos analitos e
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remogao de interferentes da matriz biolégica. Seu principio baseia-se na
retencdo seletiva dos analitos em uma fase estacionaria solida (sorvente),
seguida da remogao de compostos interferentes e posterior eluicdo dos analitos
com um solvente apropriado. De forma geral, o processo de SPE envolve quatro
etapas principais: condicionamento do sorvente, aplicagdo da amostra, lavagem
para remocado de interferentes fracamente retidos e eluicdo dos analitos
(BUSZEWSKI; SZULTKA, 2012).

O mecanismo de reteng¢ao na SPE depende das interagdes estabelecidas
entre os analitos, a matriz e o sorvente, podendo envolver interagdes
hidrofdbicas, polares, ibnicas ou mistas. Em sorventes de fase reversa, como
C18 e C8, predominam intera¢des hidrofébicas, sendo estes amplamente
empregados para compostos apolares ou moderadamente polares. Ja sorventes
de fase normal, como a silica, favorecem a retengao de compostos polares por
interagdes dipolo-dipolo e por ligagdes de hidrogénio. Além disso, cartuchos de
troca ibnica (catibnica ou anidnica) sdo uteis para analitos ionizaveis, enquanto
sorventes de fase mista combinam multiplos mecanismos de retencado, o que
permite maior seletividade em métodos multianalito (BADAWY et al., 2022). Mais
recentemente, sorventes poliméricos como os de balanco hidrofilico-lipofilico
(HLB, do inglés hydrophilic-lipophilic balance) tém ganhado destaque por
combinarem interagdes hidrofébicas e hidrofilicas, oferecendo ampla
aplicabilidade para analitos com diferentes polaridades (LOREDO et al., 2025).
Adicionalmente, materiais a base de zircbnia vém sendo empregados para
aplicagdes especificas, especialmente na remocéo seletiva de interferentes da
matriz, como fosfolipidios, contribuindo para a redug¢ao do efeito matriz e para a
melhora do desempenho analitico em métodos usando espectrometria de
massas (PUCCI et al., 2009).

A SPE pode ser realizada em diferentes formatos, incluindo cartuchos,
discos, placas de 96 pocos e ponteiras para sistemas automatizados, o que
amplia sua aplicabilidade e capacidade de automatizagdo. Entre suas principais
vantagens destacam-se a elevada capacidade de clean-up, a reducéo do efeito
matriz, o menor consumo de solventes organicos em comparagado a extragcéo
liquido-liquido e a alta concentragdo dos analitos (COUCHMAN; MORGAN,
2011). Seu elevado potencial de remogéo de interferentes da matriz torna a SPE
especialmente adequada para métodos baseados em analises untargeted ou
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full-scan, envolvendo, por exemplo, a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) e a espectrometria de massas de alta
resolucao (HRMS), uma vez que a redugao do ruido de fundo e do efeito matriz
contribui para a melhora da qualidade espectral e facilita a detecgdo e
identificacdo de analitos (MUSATADI et al., 2023).

Apesar de suas vantagens, a SPE também apresenta limitagbes. O
desenvolvimento do método pode ser mais complexo, exigindo otimizag&o
criteriosa do sorvente, das solugbes de lavagem e dos solventes de eluigéo.
Além disso, cartuchos especializados podem elevar os custos analiticos,
especialmente em analises em larga escala. Outro desafio esta no
desenvolvimento de métodos multianalito envolvendo compostos com
propriedades fisico-quimicas muito distintas, uma vez que a selegcao de
condigbes que favoregam simultaneamente a retengéo e eluigdo eficientes de
todos os analitos pode ser complexa. Ainda assim, a SPE permanece como uma
das principais estratégias de preparo de amostras de urina em toxicologia devido
ao seu equilibrio entre seletividade, robustez e desempenho analitico (BADAWY
et al., 2022).

1.3.1.5. Microextragdes

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de métodos de preparo de
amostras em toxicologia analitica tem sido fortemente influenciado pelos
principios da Quimica Analitica Verde (GAC, do inglés Green Analytical
Chemistry), uma vertente da quimica analitica voltada a redugcédo do impacto
ambiental das analises laboratoriais (BIRK et al., 2023). Esse objetivo é buscado
por meio da redugao do consumo de reagentes toxicos, da geragao de residuos,
do gasto energético e da exposigdo ocupacional a solventes e substancias
perigosas. Em toxicologia, esses principios foram adaptados ao conceito de
Toxicologia Analitica Verde (GAT, do inglés Green Analytical Toxicology), que
incorpora, além da sustentabilidade, as particularidades das analises
toxicolégicas, como a necessidade de elevada sensibilidade, seletividade,
robustez e capacidade de analise multianalito em matrizes biologicas complexas.
Nesse contexto, o desenvolvimento de técnicas miniaturizadas de preparo de

amostra surge como uma estratégia para reduzir volumes de amostra e de
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solventes organicos, favorecer a capacidade de automagdo e aumentar a
seguranga ocupacional do analista, desde que o desempenho analitico seja
preservado por adequada otimizacdo do método (BARROSO et al., 2012;
MEIRELLES et al., 2022).

Embora técnicas convencionais, como LLE e SPE, permanegam
amplamente utilizadas, essas abordagens frequentemente demandam consumo
significativo de solventes organicos e maior tempo para o preparo de amostra.
Além disso, na toxicologia clinica e forense, a crescente necessidade de detectar
analitos em concentragdes-traco, frequentemente em amostras de volume
limitado, imp&s novos desafios analiticos. Assim, novas técnicas de
microextracao tém destaque por combinarem etapas de extragao, limpeza e pré-
concentracdo em procedimentos mais rapidos, miniaturizados e potencialmente
automatizaveis (HE; CONCHEIRO-GUISAN, 2020).

De modo geral, as técnicas de microextragdo podem ser classificadas em
microextragées baseadas em fase sélida e em fase liquida, de acordo com a
natureza da fase extratora. Entre as abordagens em fase solida destacam-se a
microextracdo em fase solida (SPME), a extracdo em fase solida dispersiva
(dSPE), a microextragao por sorvente empacotado (MEPS) e a extragao sortiva
em barra de agitagdo (SBSE). Ja entre as abordagens em fase liquida, as mais
empregadas incluem a microextragdo em fase liquida (LPME) e a microextragcéo
liquido-liquido dispersiva (DLLME). Essas técnicas tém sido amplamente
aplicadas em toxicologia clinica e forense devido a capacidade de combinar
extracdo e pré-concentracdo com menor consumo de solventes e maior rapidez
analitica. Nas técnicas baseadas em fase solida, os analitos sdo extraidos
principalmente por mecanismos de sor¢do, adsor¢do ou interagdo com o
sorvente, enquanto, nas técnicas baseadas em fase liquida, a extragao ocorre
predominantemente por particdo entre a amostra e a fase extratora. Em ambos
0s casos, a eficiéncia depende das propriedades fisico-quimicas dos analitos, da
composicao da matriz, do pH, da forga ibnica, do tempo de extragcdo e das
caracteristicas da fase extratora (BARROSO et al., 2012; BIRK et al., 2023; HE;
CONCHEIRO-GUISAN, 2020).

Na SPME, os analitos particionam da matriz para um revestimento
sorvente imobilizado em uma fibra ou dispositivo equivalente, por imersao direta

ou em modo headspace, até o equilibrio ou um estado proximo a ele. Apds a
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sorg¢ao dos analitos na fibra, a dessorgéo pode ser feita diretamente no injetor,
no caso de cromatografia gasosa, ou em solvente apropriado para posterior
analise por cromatografia liquida. A SPME em modo headspace é
particularmente util para compostos volateis ou semivolateis, além de favorecer
a automacéo e reduzir a introdugcdo de componentes nao volateis da matriz no
sistema analitico. No entanto, sua aplicacdo depende da volatilidade e da
estabilidade térmica dos analitos, podendo exigir otimizagdo de temperatura,
tempo de extragdo, pH e forca idnica (LESZCZYNSKA et al., 2024). A SBSE
opera sob um principio semelhante, porém utiliza uma barra magnética revestida
com sorvente que permanece em contato com a amostra sob agitagio.
Geralmente, barras de SBSE possuem um volume de fase extratora
significativamente maior que o da SPME, o que pode aumentar a capacidade de
retencao e favorecer a sensibilidade analitica, especialmente para analitos com
elevada afinidade pelo revestimento (NAZYROPOULOU; SAMANIDOU, 2015).

Ja na dSPE, o sorvente é disperso diretamente na amostra, promovendo
maior area de contato e rapida interagdo com os analitos ou interferentes, sendo
posteriormente separado por centrifugacao, filtragdo ou magnetismo para que,
assim, seja feita a dessorgéo ou a recuperacéo da fragdo de interesse. Por sua
vez, a MEPS representa uma miniaturizagdo da SPE convencional, na qual
pequenas quantidades de sorvente sdo empacotadas em seringas, cartuchos ou
dispositivos miniaturizados. A amostra é aspirada e dispensada repetidamente
através da fase sdlida, permitindo retencdo dos analitos, remocao de
interferentes e posterior eluicdo em pequenos volumes de solvente, 0 que pode
favorecer a injecao direta no sistema analitico. (BIRK et al., 2023).

Na LPME, os analitos migram da amostra para pequenos volumes de
solvente orgénico ou para uma fase aceptora confinada, frequentemente em
membranas ocas porosas (do inglés hollow fiber), de acordo com sua afinidade
relativa entre as fases (DE BAIRROS et al., 2015). Na DLLME, uma mistura de
solvente extrator e solvente dispersor € rapidamente introduzida na amostra
aquosa, formando uma dispersédo de microgoticulas que aumenta drasticamente
a area interfacial entre as fases, acelera a transferéncia de massa e favorece a
extragao eficiente em curto tempo (JAIN; SINGH, 2016). Embora eficiente e
baseada no uso de baixos volumes de solvente, a DLLME exige selecéo
criteriosa dos solventes extrator e dispersor, além de controle das condicdes de
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dispersao, separacgao de fases e compatibilidade com a técnica instrumental
subsequente.

De modo geral, a escolha entre microextragées em fase solida ou liquida
depende das propriedades fisico-quimicas dos analitos, da complexidade da
matriz a ser analisada, dos limites de deteccédo e quantificacdo requeridos, da
necessidade de pré-concentragdo, da compatibilidade com a técnica
instrumental subsequente e do potencial de automacéao do preparo. No contexto
da analise toxicolégica em urina, as microextragdes tém sido amplamente
aplicadas na determinagdo de substancias de interesse toxicolégico, como
drogas de abuso tradicionais, novas substancias psicoativas, antidepressivos,
benzodiazepinicos, opioides e medicamentos isentos de prescri¢cao (BIRK et al.,
2023; NOURANI et al., 2022).

1.3.2. Técnicas de triagem

No cenario clinico e forense, os testes de triagem, screening ou testes
rapidos constituem, muitas vezes, a etapa inicial da investigagédo laboratorial
para deteccao de xenobidticos e produtos relacionados na urina. Seu principal
objetivo é fornecer uma avaliagao rapida e presuntiva sobre a possivel presenga
de substancias de interesse, auxiliando na tomada de decis&o inicial e na
selecdo de amostras que requerem investigacdo confirmatoria. Em geral, as
metodologias de triagem tendem a priorizar elevada sensibilidade, buscando
minimizar resultados falso-negativos e garantir que amostras com suspeita de
presencga do analito ou de uma classe de substancias sejam identificadas para
analises confirmatorias subsequentes (SMITH, 2020).

Entre as principais técnicas de triagem destacam-se os imunoensaios,
incluindo métodos como imunocromatografia de fluxo lateral, ensaio
imunoenzimatico (ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent assay),
imunoensaio enzimatico multiplicado (EMIT, do inglés enzyme multiplied
immunoassay technique) e imunofluorescéncia. Esses métodos baseiam-se na
interagdo entre antigenos e anticorpos, permitindo a detecgdo de classes de
compostos com relativa simplicidade operacional. Como vantagens, os testes de
triagem apresentam rapidez analitica, custo relativamente baixo por amostra,

facilidade de automacdo e capacidade de processamento em larga escala,
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caracteristicas que os tornam particularmente uteis em laboratérios com alta
demanda (MELANSON et al., 2012). Além disso, muitos testes rapidos podem
ser realizados com preparo minimo de amostra e com infraestrutura laboratorial
reduzida, favorecendo seu uso em ambientes descentralizados ou préximos ao
local de atendimento (dispositivos point-of-care) (KRASOWSKI et al., 2019).

Apesar de sua utilidade, os testes de triagem possuem limitagcoes
importantes que devem ser consideradas na interpretagdo dos resultados. Por
serem métodos essencialmente presuntivos, geralmente ndo fornecem
identificacdo inequivoca do analito. A ocorréncia de reatividade cruzada com
compostos estruturalmente semelhantes ou nao relacionados estruturalmente
pode levar a resultados falso-positivos, enquanto variagées na sensibilidade
analitica ou concentragdes abaixo do cutoff podem resultar em falso-negativos
(BRAHM et al., 2010). A ocorréncia de resultados falsos-positivos em
imunoensaios € amplamente documentada na literatura. Uma revisdo de 61
estudos demonstrou que diversos farmacos e seus produtos podem apresentar
reatividade cruzada, gerando interferéncias em diferentes classes de drogas,
como anfetaminas, benzodiazepinicos, cocaina, canabinoides, opiaceos,
opioides e PCP (SAITMAN et al., 2026). Diante disso, resultados positivos
obtidos em testes de triagem frequentemente requerem confirmagéo por
técnicas instrumentais mais seletivas e especificas, como cromatografia gasosa
ou liquida acoplada a espectrometria de massas.

Outra limitagao importante dos testes comerciais de triagem é a cobertura
limitada do painel de substancias contempladas, que, em geral, abrange drogas
de abuso e farmacos tradicionais, como cocaina, canabinoides, anfetaminas,
benzodiazepinicos e opiaceos (KRASOWSKI et al., 2019). Painéis analiticos
restritos podem resultar em triagens urinarias com resultado ndo reagente ou
nao detectado, mesmo na presenca de quadro de intoxicacdo clinicamente
relevante, comprometendo a exclusdo diagnostica quando utilizados de forma
isolada. Esse cenario foi demonstrado por Yamamoto et al. (2026), que
observaram detecc¢do de farmacos no sangue em 99,4% de 501 pacientes com
suspeita de intoxicagdo aguda e triagem em urina n&o reagente, sendo que
86,3% correspondiam a substancias ndo contempladas no teste de triagem,
evidenciando que resultados negativos ndo excluem exposigdo a xenobioticos
nem a possibilidade de intoxicacdo aguda (YAMAMOTO et al., 2026).
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A disponibilidade de testes rapidos voltados para as NSP permanece
reduzida, principalmente devido a grande variabilidade estrutural desses
compostos, ao surgimento continuo de novos analogos e a rapida mudanga nos
padrées de consumo e comercializacdo no mercado ilicito. Além disso, muitas
NSP possuem alta poténcia farmacolégica e podem estar presentes em
concentracbes baixas, 0 que representa um desafio adicional para o
desenvolvimento de imunoensaios sensiveis e suficientemente abrangentes
(KROTULSKI et al. 2025). Por fim, os testes de triagem devem ser
compreendidos como ferramentas de rastreamento uteis e frequentemente
essenciais para orientar a investigagao toxicologica inicial, mas n&o como

meétodos definitivos para confirmagéo analitica.

1.3.3. Técnicas instrumentais

As técnicas instrumentais desempenham papel central na toxicologia
analitica, especialmente em contextos que demandam elevada seletividade,
sensibilidade e confiabilidade na detecgao e/ou quantificagdo de agentes tdxicos
em matrizes bioldgicas. Diferentemente dos testes de triagem, que fornecem
resultados presuntivos e apresentam cobertura analitica limitada, métodos
instrumentais podem fornecer identificacdo confirmatéria e quantificagdo dos
analitos, desde que sejam empregados métodos validados e critérios adequados
de identificacdo. Na analise toxicoloégica em urina, essas técnicas s&o
particularmente relevantes devido a complexidade da matriz e a ampla
diversidade de substancias potencialmente presentes, incluindo farmacos,
drogas de abuso, produtos de biotransformac&o e, mais recentemente, novas
substancias psicoativas. Nesse contexto, as técnicas cromatograficas acopladas
a espectrometria de massas consolidaram-se como abordagens centrais para
confirmacédo, triagem ampliada e quantificagdo em laboratérios clinicos e
forenses (FLANAGAN et al., 2020; GALEZOWSKA et al., 2017; MAURER, 2010).

Entre as técnicas mais empregadas, destacam-se a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e sua versédo tandem (GC-
MS/MS), amplamente utilizadas para analise de compostos volateis,
semivolateis e termicamente estaveis (KYLE, 2017). Dada a ampla consolidag&o

histérica em laboratorios analiticos, tais plataformas muitas vezes sao
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consideradas padrao-ouro para confirmacao de diversas classes de substancias.
Na GC-MS, a identificacdo € frequentemente baseada na combinacido entre
tempo de retencdo e espectros de massas, com comparagdo a bibliotecas
espectrais, enquanto a GC-MS/MS agrega maior seletividade por meio do
monitoramento de transi¢des especificas de ions. Essa configuragao reduz ruido
proveniente de compostos interferentes e melhora a detec¢cao de analitos em
baixas concentragbes. Apesar de sua relevancia, a necessidade de
derivatizagdo para compostos com grupamentos polares, de baixa volatilidade
ou termolabeis pode representar uma limitacdo operacional da GC em
aplicagdes toxicologicas mais amplas (SNEDDON; MASURAM; RICHERT,
2007).

Por sua vez, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) expandiu significativamente as capacidades analiticas da
toxicologia, sobretudo para compostos polares, termolabeis ou de maior massa
molecular. Técnicas como LC-MS/MS tornaram-se amplamente utilizadas na
rotina laboratorial devido a alta sensibilidade, seletividade e compatibilidade com
preparos de amostra relativamente simples, favorecendo o desenvolvimento de
protocolos analiticos mais rapidos e aplicaveis a painéis multianalito
(COUCHMAN; MORGAN, 2011; PETERS; WISSENBACH, 2023). Além disso, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolugéo
(LC-HRMS) representa um avango importante ao permitir medigbes de massa
exata com elevado poder discriminatorio, possibilitando analises direcionadas,
suspeitas e nao direcionadas (fargeted, suspect e untargeted screening).
Abordagens nao direcionadas (untargeted) sao valiosas no contexto de analise
toxicologica sistematica, em especial em casos sem suspeita definida, assim
como na deteccdo de NSP e em estudos toxicocinéticos. Entretanto, quando
padroes analiticos ndo estdo prontamente disponiveis, os achados por LC-
HRMS devem ser interpretados segundo niveis de confianga e critérios de
identificacdo, podendo nao equivaler a confirmacdo definitiva do composto
(MAURER et al., 2013; WU et al., 2012). Em contraste com a LC-HRMS, a LC-
MS/MS é empregada predominantemente em analises direcionadas (target),
direcionadas a detec¢ao e quantificagdo de um conjunto previamente definido de
analitos (COUCHMAN; MORGAN, 2011).
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Um ponto central no contexto atual da toxicologia analitica é o
desenvolvimento de métodos multianalito, que possibilitam a deteccao
simultdnea de dezenas a centenas de substadncias em uma unica corrida
analitica. Essa abordagem é especialmente importante em amostras de urina,
onde a exposicdo a multiplas substéncias € frequente, seja em contextos
clinicos, forenses ou de monitoramento terapéutico. Métodos multianalito
aumentam a eficiéncia laboratorial, reduzem tempo de analise e consumo de
reagentes, além de permitirem uma visdo mais abrangente do perfil toxicoldgico
do individuo (MAURER, 2005). No contexto clinico, isso contribui para uma
identificacdo mais rapida e abrangente de exposi¢cdes polissubstancias,
auxiliando na tomada de decis&o terapéutica e no manejo de intoxicagdes com
quadros clinicos complexos (DOS SANTOS et al., 2023). Em investigagdes
forenses e post-mortem, a abordagem multianalito € particularmente relevante
por permitir a reconstrucdo mais completa das circunstancias de exposicao a
substancias, incluindo polifarmacia, uso recreativo de multiplas drogas de abuso
e possiveis interagcbes toxicas, fornecendo subsidios mais robustos para a
interpretacéo pericial e a determinagcdo de causa ou contribuigdo toxicologica
para o desfecho observado (LEE et al., 2013). O Quadro 3 apresenta uma
revisdo de meétodos multianalito em urina, assim como painel analitico
contemplado, preparo de amostra e instrumentacgao.

O desenvolvimento de métodos multianalito exige um equilibrio entre
abrangéncia e desempenho analitico, uma vez que a inclusdo de muitos
compostos pode impactar parametros como sensibilidade, efeito matriz e
robustez do método (PETERS et al., 2017). Um dos principais desafios € a
diversidade fisico-quimica dos analitos. Em um mesmo método podem coexistir
compostos com ampla variagao de polaridade, pKa, estabilidade térmica, massa
molecular e comportamento cromatografico. Isso dificulta a obtencdo de
condigbes unicas de preparo de amostra, separagdo e detecgdo que sejam
simultaneamente adequadas para todos os compostos, muitas vezes afetando a
sensibilidade ou resoluc¢ao para parte do painel (RYGAARD et al., 2023). Outro
ponto critico € a eficiéncia da separagdo cromatografica. Em métodos
multianalito, especialmente em LC-MS/MS, ha risco de coeluicdo de compostos,
0 que pode gerar interferéncias e, consequentemente, ganho ou supresséo de
sinal na fonte de ionizagdo (COUCHMAN; MORGAN, 2011). Em GC-MS, embora
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a separacédo seja frequentemente mais eficiente para compostos volateis, a
necessidade de derivatizagdo de multiplos analitos também pode introduzir
variabilidade adicional e reagbes incompletas para alguns componentes do
painel. Apesar disso, a GC-MS permanece como uma técnica adequada para a
analise toxicologica multiclasse (FERREIRA et al., 2023).

A otimizacao da deteccgao por espectrometria de massas também se torna
mais complexa. Em sistemas MS/MS, a selecao de transicdes de MRM para
dezenas ou centenas de analitos pode reduzir o tempo de aquisigcdo por
transi¢cdo (dwell time), impactando a sensibilidade e a qualidade do sinal. Além
disso, em métodos multianalito de grande abrangéncia, o desafio n&do se limita
ao numero de transi¢gdes monitoradas, mas também a necessidade de equilibrar
sensibilidade e seletividade, especialmente na presenga de compostos
isobaricos ou isoméricos com coeluicdo cromatografica. Nesses casos, a
escolha da transicdo mais intensa nem sempre € a mais adequada, sendo
frequentemente necessario priorizar fragmentos menos abundantes, porém mais
especificos, para minimizar interferéncias e evitar erros de identificagdo ou
quantificacdo (CHEN et al., 2022). J& em LC-HRMS, embora haja maior
flexibilidade na aquisi¢gao de dados, o volume e a complexidade das informagdes
exigem estratégias avangadas de processamento e critérios rigorosos de
identificac&o para evitar falsos positivos. Ademais, estratégias modernas tém se
baseado na otimizag&o de condi¢gdes cromatograficas, na segmentagao temporal
de métodos MRM, na selecéo criteriosa de transicdes, no uso de padrdes
internos, quando disponiveis, e em bibliotecas espectrais e bancos de dados de
alta resolucédo (GONCALVES et al., 2022; WU et al., 2012). Dessa forma, as
técnicas instrumentais n&o apenas sustentam a confirmagao e a quantificagao
de substancias de interesse toxicoldgico, mas também viabilizam a tendéncia

atual de analises mais amplas, rapidas e integradas em toxicologia analitica.
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Quadro 3. Revisao de métodos multianalito aplicados a urina: painéis analiticos, preparo de amostra e instrumentacao utilizada.

N Tempo de

Tipo de umero . . - Volume de corrida A

preparolextragdo de _ Painel de analitos Hidrélise amostra Instrumento cromatografica Referéncia

analitos (ML) (min)

Dilute-and-shoot 78 Opiaceos, opioides, NP (analise 100 LC-MS/MS 11,1 (modo CA; KALETA,;
benzodiazepinicos e direta de positivo) e 4,5 WANG, 2015
barbituricos conjugados (modo negativo)

glucuronideos
na urina)

Dilute-and-shoot 74 Anfetaminas, catinonas NP 20 LC-MS/MS 10,5 FAN et al., 2021
sintéticas e fenetilaminas
sintéticas

Dilute-and-shoot 127 Canabinoides, NP 150 LC-MS/MS 8 FARLEY et al.,
anfetaminas, cocaina, 2022
benzodiazepinicos,
opioides,
anticonvulsivantes, anti-
histaminicos, relaxantes
musculares, barbituricos

Dilute-and-shoot 19 Antipsicoéticos NP 25 LC-MS/MS 3,7 FENG et al., 2020

Dilute-and-shoot 40 Analgésicos, Enzimatica (- 100 LC-MS/MS 6 (modo FRANCO DE
benzodiazepinicos, glucuronidase; positivo) e 4 OLIVEIRA et al.,
antidepressivos, 60 min a 55 °C) (modo negativo) 2019
anticonvulsivantes, drogas
de abuso e pesticidas

Dilute-and-shoot 8 Opiaceos e anti- NP (analise 20 LC-MS/MS 28 YEN et al., 2020
histaminicos direta de

conjugados
glucuronideos
na urina)
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Quadro 3. Revisdo de métodos multianalito aplicados a urina: painéis analiticos, preparo de amostra e instrumentagao utilizada.

Tipo de Ndmero Volume de Iz::i:; de
~ de Painel de analitos Hidrdlise amostra Instrumento . Referéncia
preparo/extragao . cromatografica
analitos (uL) .
(min)

Dilute-and-shoot 14 Catinonas sintéticas e NP 10 LC-MS/MS 10 OLESTl et al.,
fenetilaminas sintéticas 2020

DLLME 9 Benzodiazepinicos e NP 5000 LC-MS/MS 24 CLIVILLE-CABRE
opioides etal., 2020

Extracao liquido- 94 Canabinoides sintéticos, Enzimatica (- 500 LC-HRMS 18 GOH et al., 2023

sélido suportada catinonas sintéticas e glucuronidase de
outras NSP Haliotis

rufescens; 1 h a
60 °C)

LLE 6 Catinonas sintéticas, NP 500 GC-MS 14,5 ALEXANDRIDOU
opioides e canabinoides etal., 2023
sintéticos

LLE 80 Anticonvulsivantes, NP 500 GC-MS e 32 (GC-MS) e 15 MARCHEI et al.,
antidepressivos, LC-HRMS (LC-HRMS) 2021

antipsicéticos, anfetaminas,

benzodiazepinicos,
cocaina, canabinoides,
opioides classicos e
sintéticos, canabinoides
sintéticos e catinonas
sintéticas
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Quadro 3. Revisao de métodos multianalito aplicados a urina: painéis analiticos, preparo de amostra e instrumentacao utilizada.

Tipo de Ndmero Volume de Iz::i:; de
~ de Painel de analitos Hidrdlise amostra Instrumento e Referéncia
preparo/extragao . cromatografica
analitos (uL) ,
(min)

LLE 54 Canabinoides, Enzimatica 200 GC-MS e 10 min (GC-MS) VERSACE et al.,
buprenorfina, anfetaminas,  (Glusulase Il GC-MS/MS e 5 min (GC- 2012
benzodiazepinicos, assistida por MS/MS)
antidepressivos e micro-ondas
antipsicoticos (350 W) por 5

min; Alternativa:
3ha60 °C)

LLE +1500 Drogas de abuso, Acida (15 min) 10000 GC-MS 15 MAURER,;
medicamentos, pesticidas e PFLEGER
produtos relacionados WEBER, 2017

LPME 11 Benzodiazepinicos Enzimatica (- 2000 GC-MS 11,33 DE BAIRROS et

glucuronidase de al., 2015
Helix pomatia;
90 min a 55 °C)

QuEChERS 79 Anticonvulsivantes, NP 500 LC-MS/MS 14,1 FERRARI JUNIOR;

modificado benzodiazepinicos, CALDAS, 2022
anfetaminas, opioides,
cocaina, canabinoides,
catinonas sintéticas,
fenetilaminas sintéticas,
canabinoides sintéticos e
outros

SPE 9 Benzodiazepinicos e NP 10000 LC-MS/MS 24 CLIVILLE-CABRE

opioides

et al., 2020
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Quadro 3. Revisao de métodos multianalito aplicados a urina: painéis analiticos, preparo de amostra e instrumentacao utilizada.

Tipo de Namero Volume de Iz::i:; de
~ de Painel de analitos Hidrolise amostra Instrumento c e Referéncia
preparo/extragao . cromatografica
analitos (uL) .
(min)

SPE 42 Anfetaminas, Enzimatica (B- 500 LC-MS/MS 11 CHIUMINATTO et
benzodiazepinicos, glucuronidase; 2 al., 2010
cocaina, canabinoides, h a 65 °C)
opioides, anestésicos,
anticonvulsivantes e outros

SPE 12 Opiaceos, cocaina, Enzimatica (- 500 LC-MS/MS 18 CONCHEIRO et
anfetaminas, metadona, glucuronidase; al., 2007
EDDP e LSD 16 ha 40 °C)

SPE 25 Antipsicéticos NP 1000 LC-MS/MS 10 KIM et al., 2020

SPE 40 Cocaina, anfetaminas, NP 5000 LC-MS/MS 34 PASCUAL-CARO
opioides, etal., 2023
benzodiazepinicos e NSP
(catinonas sintéticas)

SPE 43 Benzodiazepinicos e Enzimatica (- 500 LC-MS/MS 24 SOFALVI et al.,
drogas-Z glucuronidase 2020

recombinante
IMCSzyme; 30
min a 55 °C)

Abreviagdes: DLLME, microextragdo liquido-liquido dispersiva; LLE, extragao liquido-liquido; LPME, microextragdo em fase liquida; LSD, dietilamida do acido
lisérgico; NP, ndo performada; NSP, novas substancias psicoativas; SPE, extragdo em fase sélida;
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1.4. Aplicacdes da analise toxicoldgica de urina

A analise toxicologica em urina possui ampla aplicabilidade em diferentes
contextos, sendo uma das matrizes mais utilizadas devido as vantagens ja
citadas anteriormente. No contexto clinico, essa matriz contribui para o apoio ao
diagndstico de intoxicagbes agudas e para a identificagdo de exposi¢des
recentes a medicamentos, drogas de abuso e outros agentes toxicos,
especialmente quando interpretada em conjunto com dados clinicos, historico de
exposicdo e outros exames laboratoriais. Quando disponivel em tempo
compativel com a tomada de decisdo, a analise toxicolégica pode auxiliar a
conducdo terapéutica em servigos de emergéncia e unidades de terapia
intensiva, favorecendo interveng¢des mais direcionadas e a estratificacdo de risco
do paciente intoxicado. Em um cenario ambulatorial, a analise toxicologica de
urina pode ser utilizada para monitorar a adesao terapéutica, identificar o uso de
substancias, subsidiando a tomada de decis&o clinica (HOFFMANN; ALOUMI;
CAO, 2026).

No ambito forense, a analise toxicolégica em urina é amplamente
empregada na investigagdo de casos envolvendo suspeita de uso de
substancias psicoativas, especialmente em contextos criminais, acidentes e
situagdes de violéncia. Embora ndo seja a matriz mais adequada para estimar
concentragdo sanguinea ou correlagdo direta com efeito toxicologico, sua
utilidade reside na confirmacao da exposi¢ao prévia a determinadas substancias,
complementando achados de outras matrizes como sangue e tecidos. Dessa
forma, contribui para a reconstrugdo de cenarios toxicolégicos e para a
elucidagdo de circunstancias associadas a eventos investigados (DYER;
SALEHIAN, 2020; RODDA et al., 2025).

Em investigagbes post-mortem, a urina também pode fornecer
informacdes relevantes sobre exposi¢gdes anteriores ao oObito, auxiliando na
elucidagdo da causa da morte ou, mais frequentemente, da contribuicdo
toxicologica para o desfecho. Em conjunto com outras matrizes biologicas, como
sangue periférico, humor vitreo e tecidos, os achados na urina ajudam a compor
um panorama mais abrangente da exposi¢cédo a substancias, especialmente em
casos envolvendo multiplos agentes e em situagdes complexas ou inicialmente
indefinidas (AKHGARI; SARDARI-IRAVANI; GHADIPASHA, 2021; CEELEN et
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al., 2011). Ja em investigagbes in vivo, como tentativas de homicidio e
exposi¢cées envolvendo drogas facilitadoras de crime, a urina € amplamente
utilizada e, por vezes, preferivel, dada a sua maior janela de deteccdo (RODDA
et al., 2025; SKQOV et al., 2023). Em razdo dessa vantagem, a urina consolidou-
se como a matriz biolégica de escolha para o controle antidopagem no esporte,
permitindo verificar a exposigao prévia a substancias proibidas pela Agéncia
Mundial Antidopagem, como drogas de abuso, horménios e agentes
mascarantes (DEVENTER et al., 2014).

Além dos contextos forense e de emergéncia, a analise toxicolégica em
urina é amplamente aplicada no monitoramento do uso de substancias em
diferentes cenarios, como programas de reabilitagdo, no monitoramento
terapéutico da adesdo medicamentosa e no controle do uso de substancias em
populagdes especificas (COTTEN, 2012; DYER; SALEHIAN, 2020; KIM et al.,
2025; TENORE, 2010). Adicionalmente, no ambiente ocupacional, a analise de
urina € util no monitoramento da exposigdo a substancias quimicas em geral,
como produtos quimicos industriais e medicamentos perigosos, como citotdéxicos
(PORTILHA-CUNHA et al., 2025). No Brasil, o uso da urina para testagem
ocupacional é regido pela Norma Regulamentadora n° 07 (BRASIL, 2022).

Por fim, o exame toxicolégico em urina desempenha papel importante em
estudos epidemiolégicos e de saude publica, permitindo o monitoramento do
consumo de drogas de abuso em populagdes especificas e a avaliagdo de
tendéncias de exposicéo a substancias emergentes, como as NSP (HAYASHI et
al., 2018). Esses dados sdo fundamentais para fomentar a toxicovigilancia,
subsidiando politicas publicas, estratégias de prevencdo e intervengdes
direcionadas, especialmente diante da constante emergéncia de NPS e padrdes
de consumo. Dessa forma, a analise toxicolégica em urina se consolida como
uma ferramenta versatil e estratégica, com impacto significativo em diferentes
areas da saude e da justica (BARTHWELL, 2016; WHITLEY et al., 2022).

Em conjunto, essas aplicagdes evidenciam que a analise toxicoldgica em
urina ndo se trata da simples identificacdo de substancias, constituindo uma
ferramenta essencial para o cuidado em saude, a investigacdo forense e a
vigilancia em saude publica. Sua ampla janela de detecgéao, coleta relativamente
facil, elevada disponibilidade e capacidade de detectar simultaneamente

diferentes classes de compostos tornam a urina uma matriz estratégica para
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apoiar o diagndstico, orientar condutas clinicas, monitorar exposi¢gdes e gerar
informagdes relevantes para a toxicovigilancia. Nesse contexto, o
desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais abrangentes, sensiveis e
rapidos representa um passo fundamental para ampliar a utilidade da analise
toxicoldgica em urina e atender as demandas crescentes dos servigos de saude

e da toxicologia.
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2. JUSTIFICATIVA

A analise toxicologica desempenha papel fundamental nos contextos
clinico e forense, especialmente na identificacdo de substancias envolvidas em
intoxicagdes agudas, exposigdes ndo intencionais e investigagdes post mortem.
No cenario clinico, a identificacdo do agente toxico pode contribuir diretamente
para o diagnostico e para a definicdo da conduta terapéutica, favorecendo
intervengdes mais rapidas e precisas (HOFFMAN; ALOUMI; CAO, 2026). No
ambito forense, os achados toxicologicos auxiliam na elucidacdo da causa
mortis, na investigacdo de exposi¢des intencionais, no controle de dopagem e
na caracterizagdo de circunstancias associadas ao uso de substancias
psicoativas (BIRK et al., 2025; RODDA et al., 2025). Entretanto, a crescente
complexidade do perfil de exposi¢cdes, frequentemente envolvendo multiplos
agentes toxicos com caracteristicas fisico-quimicas distintas, impde importantes
desafios analiticos (MAURER, 2005).

Nesse contexto, a urina destaca-se como uma das principais matrizes
biolégicas utilizadas em toxicologia, em raz&o de sua coleta pouco invasiva na
maioria dos casos, ampla disponibilidade, presenca de analitos e produtos de
biotransformagcdo em concentragbes frequentemente elevadas e janela de
deteccdo geralmente mais ampla que a observada em matrizes como sangue ou
fluido oral para diversos xenobidticos (FLANAGAN et al., 2020). Essas
caracteristicas tornam a analise toxicolégica em urina particularmente relevante
nao apenas para o apoio ao diagndstico laboratorial, mas também para agdes
de toxicovigilancia, permitindo a identificagdo de padrdes de consumo e perfis
de exposigado (BARTHWELL, 2016; WHITLEY et al., 2022).

Tal abordagem é especialmente importante frente ao aumento da
exposi¢cao a medicamentos, drogas de abuso tradicionais e novas substancias
psicoativas, cuja circulagdo dinamica dificulta o monitoramento por métodos
convencionais de triagem (DOS SANTOS et al., 2023; KROTULSKI et al. 2025).
Além disso, a exposicdo simultdnea a multiplas substancias, a presenca de
produtos de biotransformagao urinarios como principais marcadores analiticos e
a limitagao dos painéis comerciais reforcam a necessidade de métodos capazes
de ampliar a cobertura toxicoldégica sem comprometer sensibilidade, seletividade
e confiabilidade.

55



Dessa forma, tornam-se necessarios o0 desenvolvimento e a
implementagcdo de métodos analiticos amplos e confiaveis para analise
toxicolégica em urina, capazes de detectar simultaneamente multiplas classes
de substancias. Aléem de fortalecer o apoio ao diagndstico laboratorial em
emergéncias e em investigacdes forenses, métodos analiticos robustos
fornecem dados essenciais para vigilancia epidemioldgica, subsidiando
estratégias de prevencgao e politicas publicas em saude e seguranga. Em vista
disso, o aprimoramento da analise toxicolégica em urina representa uma

necessidade cientifica, assistencial e pericial relevante diante dos desafios
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade da analise toxicolégica em urina como ferramenta
de apoio diagndstico, a investigagao clinica e forense e a toxicovigilancia, por
meio do desenvolvimento, validagdo e aplicagdo de métodos analiticos por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem em
casos clinicos e forenses com suspeita de exposi¢cdo a farmacos, drogas de

abuso e novas substancias psicoativas.

3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver, otimizar e validar um método multianalito em urina utilizando
LC-MS/MS e preparo de amostra por dilute-and-shoot para a analise
simultdnea de medicamentos, drogas de abuso e produtos relacionados
relevantes em contextos clinicos e forenses;

e Desenvolver, otimizar e validar um método analitico por LC-MS/MS para
a determinagdo de alucindgenos, catinonas sintéticas e canabinoides
sintéticos em urina;

e Aplicar os métodos desenvolvidos em amostras provenientes de casos
clinicos e forenses atendidos pelo Centro de Informag&o Toxicoldégica do
Rio Grande do Sul (CIT-RS), Servico de Verificagdo de Obitos da
Associagdo Hospitalar Vila Nova (SVO-AHVN) e Instituto Geral de
Pericias do Rio Grande do Sul (IGP-RS);

e Caracterizar o perfil epidemiologico e toxicologico da exposigao infantil a
drogas ilicitas no Estado do Rio Grande do Sul por meio da analise de
amostras de urina de casos suspeitos de intoxicagao atendidos pelo CIT-
RS;
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4. ARTIGOS

4.1. Artigo |

O artigo “A validated dilute-and-shoot LC—-MS-MS urine screening for the
analysis of 95 illicit drugs and medicines: Insights from clinical and
forensic Brazilian cases”, publicado no periodico Journal of Analytical
Toxicology (ISSN 1945-2403, fator de impacto 2.6, 2024), é apresentado a
seguir. O método descrito no artigo é baseado em preparo simplificado de
amostra (dilute-and-shoot) onde, aliado a LC-MS/MS, é capaz de detectar
simultaneamente 95 analitos, incluindo medicamentos, drogas de abuso e
produtos relacionados. O método demonstrou alta sensibilidade e aplicabilidade,
em que 839 amostras obtidas de casos clinicos e post-mortem foram analisadas,
evidenciando seu potencial como ferramenta diagndstica em toxicologia clinica
e forense. O artigp pode ser acessado na integra em:
https://doi.org/10.1093/jat/bkae005
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Abstract

Urine toxicological analysis is a relevant tool in both clinical and f i i bling the diagnosis of acute poisonings, elu-
cidation of deaths, verification of substance use in the workplace and identification of drug-facilitated crimes. For these analyses,
the dilute-and-shoot techmque associated with liquid pled with tand mass spectrometry (LC-MS-MS) is a
promnsmg alternative since it has demonstrated satisfactory results and broad applicability. This study developed and validated a

P ive LC-MS-MS g d to ly 95 illicit drugs and dici in urme les and ion to cli I
and forensic Brazilian cases. The dilute-and-shoot protocol was d th h Itivariate opti dies and was set using
100 pL of sample and 300 L of solvent. The total chromatographic run tlme was 7.5 min. The method was validated following the
recommendations of the ANSI/ASB Standard 036 Guideline. The lower limits of quantification varied from 20 to 100 ng/mL. Within-
run and between-i -run prel:lsmn coefficient of variations% were <20%, and bias was within £20%. Only 4 of the 95 analytes presented

significant ioni: or enh t (>25%) As proof of applicability, 839 urine samples from in vivo and postmortem
cases were analyzed. In total 90 9% of the ', les were positive for at least one substance, and 78 of the 95 analytes were
detected.The most pr were i (40.2%), inophen (38.0%) and benzoylecgomne (31.5%).The developed

method proved to be an efflclent and smpllfled alternatlve for analyzing 95 therapeutic and illicit drugs in urine samples. Additionally,

the results d from

are
datab for the p of health and safety public policies.

Introduction

Every year, thousands of individuals suffer from poisoning as
a result of their exposure to medications and drugs of abuse
(1). In Brazil, around 900,000 cases of poisoning by these
two groups of substances have been reported by local health
authorities in the last 10 years (2). These data are particularly
concerning since they may not accurately reflect the actual
number of cases due to underreporting (3, 4). One contribut-
ing factor to this situation is the inadequate and inefficient
diagnosis of intoxicated patients in emergency circumstances.

In clinical contexts, identification of the toxic agents
involved in an exposure provides the most appropriate choice
of management and treatment for the patient, aiming at a bet-
ter prognosis (5). Furthermore, the correct diagnosis of poi-
soning can result in significant cost savings for the healthcare
system (6).

| for understanding the profile of Brazilian substance use, serving as a valuable

Nonetheless, in the postmortem scenario, confirmation of
the presence of therapeutic and illicit drugs in biological sam-
ples is essential to elucidate the cause of death (7). In addition,
it is important to highlight other relevant forensic applications
of toxicological analysis, such as the verification of substance
use in the workplace and the identification of drug-facilitated
crimes (DFCs) (8-10).

Considering this, urine is an excellent matrix for toxico-
logical assays. The use of urine to confirm substance expo-
sure presents several advantages, including the availability
of substantial sample volumes (usually at least 30 mL), high
concentration of analytes, minimal interference from other
compounds and the comprehensive detection window which
can range from hours to days (11-13). However, the extended
window of detection can impair results interpretation, as tox-
icological findings from urine may not correlate with the

© The Author(s) 2024. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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clinical status of the patient or the cause of death (14, 15).
Despite this, urine analysis is extremely useful to complement
poisoning diagnosis.

An important aspect of the search for medicines and
illicit drugs in urine samples is the toxicokinetic of these
analytes (16, 17). In some cases, the respective metabo-
lites will be in greater concentration than the substance in
its unchanged form, as with cocaine (18). In addition, due
to Phase II metabolic pathways, substances such as opi-
ates, benzodiazepines and THC-COOH may be conjugated
with polar groups, requiring a prior hydrolysis procedure
(17,19, 20).

Considering the discussed requirements for urine analy-
sis, liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC—
MS-MS) is widely stated as the gold standard technique
for toxicological analysis (21, 22). The use of LC-MS-MS
allows high-reliability analysis and greater speed and sen-
sitivity when compared to other techniques, such as gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Furthermore,
dozens of compounds can be analyzed in a single analy-
sis in order to facilitate the screening of possible substances
involved in a poisoning case (23). Due to these advantages,
LC-MS-MS is increasingly being adopted for screening meth-
ods, besides the well-known employment in confirmatory
methods (24).

A screening method must allow the analysis of several ana-
lytes; therefore, a less selective sample preparation technique
must be employed. For urine analysis, several studies have
demonstrated that liquid-liquid extraction (LLE), solid-phase
extraction (SPE) and microextractions are suitable for the
analysis of amphetamines, cocaine, cannabinoids, benzodi-
azepines and antidepressants (25-31). However, simultaneous
analysis of substances with different chemical characteristics
can be challenging using these extractions, since they often
are highly selective due to pH adjustments and employment
of sorbents or solvents. Furthermore, these extractions may
require high volumes of sample or organic solvents, which
commonly need to be dried due to incompatibility with the
analytical system (22, 32, 33). Considering this, the dilute-
and-shoot technique is a notable strategy for urine screening
methods.

Dilute-and-shoot is an easy-to-perform sample preparation
for urine samples, in which the sample is diluted with an
appropriate solvent and injected into the LC-MS. The tech-
nique brings advantages such as the use of low quantities of
organic solvents, in addition to not using sorbents (e.g., C18
and SCX). Therefore, the dilute-and-shoot technique gener-
ates less waste, consumes a lower time of analysis and enables
the security of the operator (34). These advantages make
dilute-and-shoot an environmentally friendly choice, aligning
its characteristics with the concepts of green analytical chem-
istry (35). Several studies have already employed this sample
preparation in clinical-forensic scenarios and obtained good
results (36-39).

The applicability of dilute-and-shoot with LC-MS-MS in
the clinical and forensic context is well established. There-
fore, this study aimed to develop, optimize and validate
a screening method for quantitative analysis of drugs of
abuse, medications and related metabolites in urine samples
using dilute-and-shoot and LC-MS-MS. Furthermore, the val-
idated method was applied to suspected intoxication cases,
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in both in vivo and postmortem scenarios with the inten-
tion of verifying toxicological findings from the Brazilian state
population.

Materials and methods

Chemicals and reagents

Acetonitrile, methanol, isopropanol and formic acid 99%
were purchased from Merck® (Darmstadt, Germany). Ana-
lytical standards and deuterated internal standards were
purchased from Cerilliant® (Round Rock, TX, USA),
LGC Standards® (Manchester, NH, USA) and Cayman
Chemical® (Ann Arbor, MI, USA). Ammonium acetate and
B-glucuronidase (Type H-1, from Helix pomatia) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Ultrapure water
was supplied by a Milli-Q water system (Millipore, Billerica,
MA, USA).

Solutions

Stock solutions were prepared in acetonitrile, in a 100 pg/mL
concentration. Afterward, working solutions were prepared
at 8.34 ug/mL, except for morphine and codeine, which were
prepared at 16.68 pg/mL. Solutions were stored at -20°C
when not in use. Drug-free urine samples were fortified in
the optimization and validation processes by the addition of
the working solutions. These samples were obtained from the
researchers and previously tested to verify negativity.

The internal standard (IS) solution was prepared in water
at 500 ng/mL, containing amphetamine-ds, benzoylecgonine-
d;, chlorpromazine-d;, cocaine-d;, diazepam-d;, DMT-
dg, fentanyl-ds, fluoxetine-d,, haloperidol-d,, ketamine-d,,
MDMA-ds, nortriptyline-d; and PCP-ds.

Instrumentation

All the analyses were conducted using a liquid chromato-
graphic system coupled to a triple quadrupole mass spectrom-
eter (LC-MS-MS), model LCMS-8045 (Shimadzu, Kyoto,
Japan). The chromatographic separation was performed with
a Raptor Biphenyl column (50mmx 3.0 mm, 2.7 pm parti-
cle size) (Restek, USA). The mobile phases employed were
(i) ultra-pure water and (ii) acetonitrile, both fortified with
formic acid (0.1%, v/v). The column was heated at 50°C, and
the mobile phase flow rate was 0.5 mL/min. The chromato-
graphic run has 7.5 min and was performed using a gradient
as follows: 0-0.5min, 5% of B; 0.5-2.5 min, 5-100% of
B; 2.5-3.3min, 100% of B; 3.3-3.31min, 100-3% of B;
3.31-7.5 min, 5% of B.

The mass spectrometer was operated using electrospray
ionization (ESI). The acquisition of all analytes was made in
positive mode. The following settings were used for the instru-
mental parameters: heat block temperature, 400°C; capillary
voltage, 4.5kV; nebulizer gas (N,) flow, 3.0 L/min; drying
gas (N,) flow, 10 L/min; desolvation line temperature, 250°C;
and collision induced dissociation gas pressure (Ar), 230 kPa.
Multiple reaction monitoring (MRM) mode was used for the
analyses, with two MRM transitions for each analyte—one
for quantification and other for qualification. In the cases
of fluoxetine, O-desmethyltramadol and fluoxetine-dg, only a
MRM transition was used. Table I shows the retention time,
MRM transitions and collision energies for each compound.
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Table I. Analytes included in this study and their respective retention time (RT), transitions and internal standards

Dos Santos et al.

Analyte

RT (min)

Quantifier transitions ions,
m/z (collision energy, eV)

Qualifier transitions ions,

m/z (collision energy)

Internal standard

7-Aminoclonazepam
Acetaminophen
AEME
Alprazolam
Amitriptyline
Amphetamine
Benzoylecgonine
Biperiden
Brompheniramine
Bupropion
Buspirone
Captopril
Carbamazepine
Carisoprodol
Chlorpheniramine
Chlorpromazine
Chlordiazepoxide
Ciprofloxacin
Citalopram
Clomipramine
Clonazepam
Clonidine
Cocaethylene
Cocaine

Codeine
Cyclobenzaprine
Cyproheptadine
Desipramine
Desvenlafaxine
Diazepam
Diclofenac
Diethylpropion
Diphenhydramine
DMT

EME

Ephedrine
Fenproporex
Fenoterol
Fentanyl
Flunitrazepam
Fluoxetine
Fluphenazine
Haloperidol
Hydroxycocaine
Imipramine
Ketamine
Levamisole
Lidocaine
Loperamide
Lorazepam
Maprotiline
Mazindol

MDA

MDEA

MDMA
Meloxicam
Meperidine
Methamphetamine
Methylphenidate
Metoclopramide
Midazolam
Morphine
Naphazoline
N-Ethylpentylone
Nitrazepam
Norcyclobenzaprine

2.54
1.28
1.13
3.02
2.89
2.05
2.44
2.83
2.63
2.59
2.68
2.53
291
291
2.59
292
2.62
2.40
2.74
295
3.02
221
2.67
2.60
2.27
2.86
2.86
2.82
241
3.20
3.28
2.40
2.74
2.34
0.58
1.64
2.32
2.18
2.75
3.13
2.85
2.90
2.79,
2.60
2.85
245
2.35
2.40
3.06
2.96
2.86
2.62
2.26
242
2.34
3.16
2.57
2.27
2.52
247
2.74
1.20
2.49
2.55
2.97
2.83

286.0 — 121.0 (29)
152.0 — 110.0 (18)
182.1 — 122.1 (22)
309.1 - 281.1 (26)
278.2 - 91.0 (27)

136.0 — 91.1 (15)

289.9  168.2 (20)
312.2 5 98.1 (25)

319.0 - 274.0 (20)
240.0 - 184.0 (13)
386.2 - 122.1 (30)
218.0 - 116.1 (14)
237.1 - 194.0 (20)
261.2 > 176.3 (9)

275.1 - 230.1 (15)
319.2 5 58.2 (30)

300.0 — 283.0 (16)
332.0 - 314.1 (20)
325.1 — 109.1 (30)
315.0 — 86.1 (20)

316.1 — 270.0 (28)
229.9 - 44.1 (28)

318.0 - 196.1 (20)
304.0 - 182.1 (20)
300.4 — 165.0 (42)
276.0 - 215.0 (45)
288.0 - 191.0 (31)
267.2 - 72.0 (16)

264.1 - 58.1 (20)

285.1 — 154.1 (28)
296.0 - 214.0 (37)
206.0 - 105.0 (30)
256.2 - 165.1(38)
189.0 — 58.0 (13)

200.0 — 182.1(20)
166.1 — 148.1 (15)
189.0 — 119.0 (15)
304.0 — 107.0 (35)
337.1 - 105.0 (37)
314.0 - 268.1 (27)
310.1 — 44.1 (15)

438.1 - 171.2 (26)
376.1 - 165.1 (25)
320.3 — 200.2 (20)
281.2 - 86.3 (19)

238.0 — 125.0 (25)
205.0 - 178.1 (25)
235.0 - 86.1 (19)

477.2 - 266.1 (25)
321.0 - 275.0 (21)
278.2 5 250.1 (20)
285.1 — 44.0 (25)

180.0 — 163.0 (25)
208.0 - 163.1 (15)
194.0 — 163.1 (11)
352.0 — 115.1 (23)
248.1 - 70.1 (35)

150.0 — 91.1 (20)

234.0 - 84.1 (20)

300.1 — 227.0 (20)
326.1 - 291.1 (28)
286.1 - 165.1 (44)
211.0 - 141.1(33)
250.0 — 232.1(15)
282.0 - 236.0 (25)
262.0 - 215.0 (45)

286.0 — 222.0 (25)
152.0 — 65.0 (30)

182.1 — 91.2 (26)

309.1 - 205.1 (40)
278.2 - 105.0 (27)
136.0 — 65.1 (39)

289.9 5 105.0 (35)
312.2 2942 (17)
319.0 - 167.0 (45)
240.0 - 166.0 (16)
386.2 — 109.1 (49)
218.0 - 75.1 (23)

237.1 - 192.0 (25)
261.2 — 97.1 (18)

275.1 - 167.1 (45)
319.2 - 86.2 (15)

300.0 — 282.0 (25)
332.0 - 231.0 (36)
325.1 2341 (31)
315.0 — 58.1 (40)

316.1 — 214.0 (40)
229.9 5 213.0 (26)
318.0 - 82.2 (35)

304.0 - 82.1 (32)

300.4 — 215.1 (25)
276.0 - 216.0 (26)
288.0 —» 58.2 (23)

267.2 — 44.0 (40)

264.1 - 246.1 (13)
285.1 — 193.0 (29)
296.0 — 250.0 (14)
206.0 = 100.0 (30)
256.2 — 152.0 (36)
189.0 — 144.1 (16)
200.0 — 82.2 (20)

166.1 — 117.1 (22)
189.0 — 91.0 (30)

304.0 - 135.1 (20)
337.1 — 188.1 (24)
314.0 - 239.2 (39)
438.1 = 100.1 (45)
376.1 — 123.1 (42)
320.3 - 182.1 (30)
281.2 — 58.1(19)

238.0 — 207.0 (15)
205.0 - 123.1 (30)
235.0 — 58.1 (45)

477.2 - 210.0 (50)
321.0 — 303.0 (9)

278.2 - 219.1 (25)
285.1 — 242.0 (35)
180.0 — 135.1 (20)
208.0 - 135.2 (22)
194.0 — 133.1 (21)
352.0 — 140.9 (21)
248.1 - 91.0 (35)

150.0 —+119.2 (15)
234.0 - 56.1 (50)

300.1 — 184.0 (35)
326.1 —223.0 (38)
286.1 - 153.1 (45)
211.0 - 115.2 (38)
250.0 — 174.1 (33)
282.0 - 180.1 (41)
262.0 - 231.1 (16)

Diazepam-ds
Amphetamine-ds
Benzoylecgonine-dy
Diazepam-ds
Nortriptyline-d;
Amphetamine-ds
Benzoylecgonine-d;
Ketamine-d,
PCP-ds
Haloperidol-d,
Haloperidol-d4
Diazepam-ds
Chlorpromazine-d;
Diazepam-ds
Chlorpromazine-dy
Chlorpromazine-d;
Diazepam-d
MDMA-ds
Haloperidol-d4
Nortriptyline-d;
Diazepam-ds
Amphetamine-ds
Cocaine-dy
Cocaine-d;
Amphetamine-ds
Nortriptyline-d;
Nortriptyline-d;
Nortriptyline-d;
MDMA-d;
Diazepam-ds
Haloperidol-d4
Amphetamine-ds
Chlorpromazine-d;
DMT-dg
Benzoylecgonine-d;
Amphetamine-ds
Amphetamine-ds
Ketamine-dy
Fentanyl-ds
Diazepam-d
Fluoxetine-dg
Chlorpromazine-ds
Haloperidol-d4
Cocaine-d;
Nortriptyline-d;
Ketamine-d,
Ketamine-dy
Ketamine-d,
Haloperidol-d4
Diazepam-ds
Nortriptyline-d;
Amphetamine-ds
MDMA-d
MDMA-d;
MDMA-d;
Diazepam-ds
Amphetamine-ds
Amphetamine-ds
Amphetamine-d;
Ketamine-dy
Diazepam-ds
Amphetamine-ds
Amphetamine-ds
MDMA-d;
Diazepam-ds
Nortriptyline-d;

(continued)
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Table I. (Continued)
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Quantifier transitions ions,

Qualifier transitions ions,

Analyte RT (min) m/z (collision energy, eV) m/z (collision energy) Internal standard
Norfentanyl 2.41 233.0 — 84.1(20) 233.0 — 55.2(39) Fentanyl-ds
Norfluoxetine 2.81 296.3 — 134.1 (7) 296.3 — 30.1 (24) Fluoxetine-dg
Nortriptyline 2.86 264.1 — 233.1 (15) 264.1 — 91.1 (25) Nortriptyline-d;
O-Desmethyltramadol 2.31 250.1 — 58.1 (20) - Haloperidol-d4
Oxazepam 2.94 287.2 — 241.2 (28) 287.2 — 269.1 (12) Diazepam-ds
Oxymetazoline 2.66 261.1 — 205.1 (25) 261.1 — 44.1 (25) Amphetamine-ds
Paroxetine 2.81 330.0 — 192.2 (31) 330.0 — 70.2 (32) Fluoxetine-dg
rCcp 2.76 244.1 — 86.1 (15) 244.1 — 159.1 (15) PCP-ds
Phenacetin 2.71 180.0 — 110.0 (22) 180.0 — 138.0 (18) PCP-ds
Phenylephrine 0.65 168.0 — 150.1 (15) 168.0 — 91.1 (24) Amphetamine-ds
Phenylpropanolamine 1.15 152.0 — 134.2 (15) 152.0 — 115.1 (24) Amphetamine-ds
Piroxicam 3.04 331.9 — 95.1 (30) 331.9 — 78.0 (55) Diazepam-ds
Procaine 2.25 237.0 — 100.1 (15) 237.0 — 164.0 (16) Ketamine-dg
Promethazine 2.81 285.1 — 86.2 (16) 285.1 — 71.1 (45) Chlorpromazine-d;
Propranolol 2.67 260.0 — 116.1 (20) 260.0 — 183.0 (19) Diazepam-d;
Quetiapine 2.72 384.1 — 221.1 (40) 384.1 — 279.0 (26) Haloperidol-d4
Risperidone 2.63 411.1 — 191.1 (30) 411.1 — 110.1 (53) Haloperidol-d 4
Salbutamol 1.11 240.0 — 222.1 (10) 240.0 — 148.1 (20) Ketamine-d4
Sertraline 291 306.0 — 275.0 (15) 306.0 — 159.0 (26) Haloperidol-d
Sibutramine 2.92 280.2 — 125.0 (25) 280.2 — 139.0 (20) Amphetamine-ds
Sulfadiazine 2.39 250.9 — 156.1 (16) 250.9 — 92.1 (28) Haloperidol-d4
Sulfamethoxazole 2.70 253.9 = 156.1 (17) 253.9 — 92.1 (28) Haloperidol-d4
Temazepam 3.11 301.0 — 255.1 (25) 301.0 — 283.1 (13) Diazepam-ds
Tetracaine 2.70 265.1 — 176.1 (15) 265.1 — 72.1 (20) Cocaine-ds
THC-COOH 3.40 345.2 — 327.1 (16) 345.2 - 299.1 (21) Diazepam-ds
Trifluoperazine 2.96 408.0 — 113.1 (35) 408.0 — 70.1 (50) Chlorpromazine-d;
Trimethoprim 2.36 291.1 — 230.1 (25) 291.1 — 261.1 (27) Haloperidol-d4
Venlafaxine 2.61 278.1 — 58.1 (20) 278.1 — 260.1 (14) Haloperidol-d4
Zolpidem 2.64 308.1 — 235.1 (30) 308.1 — 236.0 (35) Haloperidol-d4
Amphetamine-ds 2.05 141.0 — 93.1 (20) 141.0 — 124.2 (15) -
Benzoylecgonine-d; 2.44 293.1 — 171.2 (20) 293.1 - 77.2 (55) -
Chlorpromazine-d; 2.92 322.0 — 89.3(22) 322.0 = 61.1 (39) -

Cocaine-d; 2.60 307.0 — 185.1 (20) 307.0 s 85.1 (32) -

Diazepam-ds 3.20 290.2 — 227.0 (30) 290.2 — 154.0 (30) -

DMT-d, 2.34 195.0 — 64.0 (15) 195.0 — 144.0 (15) -

Fentanyl-ds 2.75 342.1 — 188.1 (25) 342.1 - 105.1 (50) -

Fluoxetine-dg 2.85 316.2 — 44.0 (15) - -
Haloperidol-d, 2.79 380.0 = 127.2 (44) 380.0 — 169.0 (26) -

Ketamine-d, 2.45 242.0 - 129.0 (30) 242.0 5 224.0 (16) &

MDMA-d 2.34 199.0 — 165.1 (10) 199.0 — 135.1 (22) =
Nortriptyline-d; 2.86 267.1 — 233.0 (15) 267.1 = 105.0 (25) -

PCP-ds 2.76 249.3 — 96.1 (30) 249.3 — 164.1 (15) -

Abbreviations: AEME anhydroecgomne methyl ester; DMT, dlmethyltr) pnmme, EME ecgonine methyl ester; MDA, 3,4-methylenedioxyamphetamine;
M I MD 4

MDEA, 3,4-methyl cthyl.
nor-9-carboxy-A (ermhydrocmnabmol

MA 3,4-methyl

All data were extracted using the LabSolutions® software

(Shimadzu, Kyoto, Japan).

Sample preparation

In a polypropylene microtube, 100 pL of urine and 10 pL of
the internal standard solution (500 ng/mL) were added. Sub-
sequently, 5L of 3-glucuronidase (100 U/uL) and 100 pL of
acetate buffer (0.2 M, pH 4.8) were added. The mixture was
heated at 55°C for 60 min in order to promote enzymatic
hydrolysis of glucuronidated molecules. Following the hydrol-
ysis time, the sample was cooled to room temperature, and
300 pL of a cold methanol:acetonitrile solution (3:1, v/v) were
added. Afterwards, the mixture was vortexed for 15s and
centrifuged for 6 min at 9000 rpm. The supernatant was trans-
ferred to a vial, and 1.5 pL was injected into the LC-MS-MS
system.

PCP, phencyclidine; RT, retention time; THC-COOH, 11-

Optimization of sample procedure

The sample preparation steps can directly influence the sensi-
tivity of a method. Thus, optimizing the variables involved in
the procedure is crucial for analytical response enhancement
(40). In this study, the solvent used in the dilution was opti-
mized by multivariate approach in order to obtain better sen-
sitivity of the analyzed substances. A simplex-centroid design
was employed, evaluating the use of acetonitrile, isopropanol
and methanol. Solvents were tested purely and mixed in dif-
ferent proportions. In addition, sample and solvent volumes
were optimized through a Dochlert design. Sample volume
was evaluated in three levels (50, 75 and 100 uL), and sol-
vent volume in five levels (300, 450, 600, 750 and 900 uL).
The experiments were performed using blank urine samples
fortified with the analytes at a 500 ng/mL concentration. For
each experiment (condition), the geometric mean of the abso-
lute area of the analytes was used to evaluate the response.
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The resulting data from the optimization procedure were ana-
lyzed using the software Statistica 10.0 (Statsoft, Tulsa, OK,
USA). All generated models were statistically evaluated by
the ANOVA test. The best conditions were chosen based on
surface graphs from the obtained data.

Bioanalytical validation

The bioanalytical validation was carried out following
the ANSI/ASB Standard 036 guideline from the American
Academy of Forensic Science (AAFS) (41). All the parameters
evaluated in this study are described below.

(i) Lower limit of quantification (LLOQ): the LLOQ is
the lowest concentration of the analyte in the sample
at which it can be reliably quantified. The LLOQ was
evaluated by analyzing spiked samples with decreas-
ing concentrations. Three urine samples from different
sources were analyzed, each one prepared in tripli-
cate. To consider the result acceptable, the coefficient of
variation (CV%) between replicates should be <20%.

(ii) Interference studies: endogenous and exogenous inter-
ference studies were performed. Initially, the endoge-
nous interference was evaluated by analyzing 10 differ-
ent urine samples without the chosen analytes. Exoge-
nous interference was verified by the analysis of a
sample fortified with other substances that may be
present, such as caffeine, cannabidiol, cannabinol,
chlorpropamide, lamotrigine, phenobarbital, pheny-
toin, prednisone, theophylline and valproic acid. Addi-
tionally, the interference of stable-isotopes internal stan-
dards was evaluated. In the first set, a drug-free urine
sample was analyzed with the addition of the IS solu-
tion. The response of the analytes cannot be greater
than the LLOQ. If there is an analytical response from
the analytes, it may indicate contamination of the
stable-isotopes internal standards with non-deuterated
molecules. A spiked urine sample at 500 ng/mL was
analyzed in the second set without the IS. The signal
of the stable-isotopes internal standards should not be
observed or, if present, should not impact quantifica-
tion.

(iii) Linearity: calibration curves were obtained by forti-
fying blank samples with the analytes working solu-
tion. Six different concentrations were evaluated,
arranged equidistantly, from the LLOQ to the upper
limit of quantification (ULOQ). The ULOQ was
set at 1,000 ng/mL, except for fentanyl, which was
200ng/mL, and codeine and morphine, which was
2,000 ng/mL. The minimum requirement for linearity is
a coefficient of determination (r%) value >0.99. Addi-
tionally, homoscedasticity was verified using Fisher’s
F-test, and if heteroscedasticity was observed, the
weighted least squares model was employed. The tested
weights were: 1, 1/x, 1/x2, 1/x'2, 1/y, 1/y?> and 1/y'2.
For each analyte, the weight with the lowest sum of
residues was adopted, indicating a better fitting of the
calibration curve.

(iv) Bias and precision: spiked urine samples were analyzed
to assess bias and precision of the method. Samples
were prepared at three quality control (QC) levels: low,
medium and high. The low QC concentration was set

Dos Santos et al.

at three times the LLOQ concentration. The medium
QC concentration was set at 430 ng/mL, except for fen-
tanyl (100 ng/mL), codeine and morphine (860 ng/mL).
The high QC concentration was set at 860 ng/mL,
except for fentanyl (180 ng/mL), codeine and morphine
(1,720 ng/mL). Five runs were carried out at each QC
level, each prepared in a triplicate. Bias was verified
through the difference between the measured and theo-
retical concentration of each QC level. Bias was accept-
able within a +20% range. Precision was monitored
from within-run CV% and between-run CV% values,
which should be <20%.

Carryover: study of carryover was conducted to verify

contamination due to the injection of high concentrated

samples. The evaluation was conducted by analyzing
three blank samples after the injection of the ULOQ
level. The method is considered carryover-free if the
analyte response in the blank sample is less than the

LLOQ.

(vi) Matrix effect: matrix effect evaluation was conducted
according to Matuszewski et al. (2003, 42). This
parameter was performed by analyzing six urine sam-
ples obtained from different individuals. Each sample
was spiked with all analytes at their respective low
and high QC concentrations. To assess each substance
matrix effect, the analytical response of the samples
was compared with a neat solution containing the ana-
lytes prepared in methanol and acetonitrile (3:1, v/v)
at the same concentration. The matrix effect (ME%)
can be obtained from the equation: ME% = (peak area
in matrix/peak area neat standard solution) x 100. Val-
ues <100% indicate ionization suppression in the mass
spectrometer, while values >100% indicate ionization
enhancement. In this study, the mean ME% of the six
replicates are presented. The CV% between replicates
should be <20%.

(vii) Dilution integrity: the dilution integrity aims to verify
the maintenance of precision and bias when a prior dilu-
tion step is required. This frequently happens when the
analyte concentration exceeds the ULOQ. This study
evaluated a dilution factor of 1:20, using ultrapure
water as the diluent. Urine samples were spiked with
10,000 ng/mL of all compounds, except for morphine
and codeine, spiked with 20,000 ng/mL, and fentanyl,
spiked with 1,000 ng/mL. After dilution with ultrapure
water, samples were prepared and analyzed as usual.
Acceptability criteria are the same as those adopted for
precision and bias.

(v

Proof of applicability

In order to verify applicability, 839 urine samples were sub-
mitted for analysis employing the validated method. The
samples were obtained from three different institutions.

(i) Toxicological Information Center of Rio Grande do Sul
(CIT-RS): attends suspected in vivo cases of poisoning
treated in hospitals from the Rio Grande do Sul state.
In total, 675 urine samples from CIT-RS were analyzed.

(ii) Division of Postmortem Inspection, Associa¢io Hos-
pitalar Vila Nova (SVO-AHVN): responsible for post-
mortem investigation of death cases classified as natural
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causes which occurred in Porto Alegre city, Rio Grande
do Sul state. In this study, 101 urine samples from
SVO-AHVN were analyzed.

General Institute of Expertise of Rio Grande do Sul
(IGP-RS): performs investigation of cases involving legal
aspects that occurred in the Rio Grande do Sul state,
such as postmortem elucidation of death cases classi-
fied as non-natural or violent causes and in vivo cases
of DFCs. Sixty-three urine samples from IGP-RS were
analyzed.

(i)

The use of the samples analyzed in this work was
approved by the Ethical Committee for Human Studies of
the Federal University of Health Sciences of Porto Alegre
(UFCSPA), Brazil (CAAE 31992920.3.0000.5345 & CAAE
17996819.7.0000.5345).

Results and discussion

Several analytical techniques are available for toxicological
screening in urine, but LC-MS-MS has shown to be a wor-
thy strategy, offering fast and reliable results. Additionally,
dilute-and-shoot is an easy-to-perform, inexpensive and not-
so-selective sample preparation technique, which allows the
simultaneous analysis of substances with different physico-
chemical properties. In this work, a method for the determina-
tion of 95 substances, including therapeutic and illicit drugs
and their related metabolites, was developed and validated.
The selection of substances included in this study was based
on epidemiological data from poisoning cases in Brazil. A limi-
tation to be considered is the presence of some substances only
inits unchanged form. Since urine is an excretion matrix, com-
pounds such as 9-OH-risperidone (risperidone metabolite),
zolpidem-COOH (zolpidem metabolite) and other benzodi-
azepine metabolites would be of great value for case elu-
cidation. Unfortunately, these compounds were unavailable
at validation time in our laboratory. The chromatographic
analysis takes 7.5min, in line with or faster than other
previously published multi-analyte studies for urine analysis
(27, 39, 43-45).

(A)

B > 10466
B < 1.04E6
B < 1.02€6
B < 1e6
[ <9865
[ <9665
B <0.4E5
B <0.265
B <05

Acetonitrile

319

Optimization of sample procedure

The simplex-centroid design, used to evaluate the best dilu-
tion solvent, showed a maximum response for a mixture
of methanol and acetonitrile in a 3:1 (v/v) ratio. Figure 1A
shows the surface plot, where the best analytical response
is indicated by the darker color region. The special cubic
model was used, which presented P <0.05 and a coefficient
of determination (%) of 0.9148, showing a significant influ-
ence of the solvent on the response of the analytes. As for
the Dochlert design, both sample and solvent volumes were
variables that influenced the analytical response (P <0.001;
#*=0.9956). The best response was obtained using the high-
est level of sample tested (100 L) and the lowest level of
solvent tested (300 pL). This proportion was expected since
it would be the lowest dilution factor possible to be used
among the tested levels. Figure 1B shows the surface plot, with
the most intense analytical response in the darker color zone.
Larger sample volumes were not tested, as one of the objec-
tives was to employ the smallest amount of urine possible,
established by the authors at 100 pL. The performed optimiza-
tion enabled the use of small volumes, supporting the appli-
cation of the dilute-and-shoot technique as an eco-friendly
alternative.

Bioanalytical validation

LLOQ values of the 95 analytes ranged from 20 to 100 ng/mL,
as shown in Table II. These concentrations agree with
other previously published studies (27, 46-49). Consider-
ing the urine cutoffs established by the Substance Abuse
and Mental Health Services Administration (SAMHSA) and
Europe Workplace Drug Testing Society for some drugs
(amphetamines, benzoylecgonine, codeine, morphine and
PCP), the obtained LLOQs are in agreement with the cut-
offs for confirmatory testing. The only exception is THC-
COOH, where the LLOQ obtained was 50 ng/mL. There-
fore, this method can be considered as an initial test, which
requires confirmatory testing (8, 50). Moreover, it is crucial
to acknowledge that certain substances may necessitate more
sensitive methods to verify exposure and eliminate the possi-
bility of false negative results, such as in the case of fentanyl.

B > 1866
M -<1.7e6
B < 1.5e6
] <1.3€e8
= <1.1e6
B < 9t5

M < 7S

5

Figure 1. Surface plots obtained from multivariate experiments. Surface plot of simplex-centroid for optimization of dilution solvent (A). Surface plot of

Doehlert design for optimization of sample and solvent volumes (B).
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Additionally, the time between exposure to the substance and
collection of the sample must be considered in the interpre-
tation of negative or low concentration results. The CV%
between replicates obtained for each analyte’s LLOQ was
<20%, as defined by the ANSI/ASB guideline.

No analytical response was observed from the interfer-
ence studies, whether in blank samples or samples forti-
fied with other substances. Moreover, there was no inter-
ference from stable-isotopes internal standards in the ana-
lytes signal, nor the opposite. Additionally, carryover was
not observed in the analysis of blank samples after ULOQ
analysis.

All 95 analytes presented good linearity in their calibration
curves, with coefficients of determination >0.99. Some ana-
lytes showed heteroscedasticity, making it necessary to apply
weights (1/x and 1/x%). The obtained 7* values, as well as
the weighting factors used for each analyte, are presented in
Table II.

7-aminoclonazepam
Acetaminophen -
ME

Alprazolam |
Amitriptyline
Amphetamine -
Benzoylecgonine -
Biperiden -
Bromopheniramine =
Bupropion -
Buspirone -
Captopril
Carbamazepine -
Carisoprodol -
Chlorpheniramine -
Chlorpromazine -
Chordiazepoxide -
Ciprofloxacin =
Citalopram -
Clomipramine -
Clonazepam —
Clonidine -
Cocaethylene -
Cocaine
Codeine
Cyclobenzaprine -
Cyproheptadine -
Desipramine -
Desvenlafaxine
Diazepam =
Diclofenac
Diethylpropion -
Diphenhydramine
DMT+

EME+

Ephedrine -
Femproporex -
Fenoterol
Fentanyl
Flunitrazepam -
Fluoxetine 4
Fluphenazine -
Haloperidol -
Hydroxycocaine
Imipramine -
Ketamine
Levamisol
Lidocaine

t
{%}{*{*}}{{*+ *{**+{}{}*+{%}{4+*}f{++*{§++{**}{*

T T T 1
50.0 100.0 150.0 200.0

Matrix effect (%)

0.0

Figure 2. Matrix effect results per analyte.
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The method proved to be precise and accurate, demonstrat-
ing satisfactory precision and bias results within the accept-
able values defined by the validation guideline. Complete data,
organized by analyte and QC levels, are shown in Table II.
Within-run precision CVs% ranged from 3.8% (risperidone
and venlafaxine low QCs) to 18.5% (ciprofloxacin low QC).
Meanwhile, between-run precision CVs% ranged from 4.6%
(venlafaxine low QC) to 19.4% (maprotiline and mida-
zolam medium QCs). The bias varied from -19.9% (7-
aminoclonazepam low QC and diphenhydramine medium
QC) to 19.1% (ciprofloxacin medium QC), being within the
limit of +20%. Furthermore, dilution integrity data presented
within-run and between-run CV% values of up to 20% and
bias within +20%, as recommended.

Regarding the matrix effect parameter, 4 of the 95
substances exhibited a significant matrix effect (<75% or
>125%). Figure 2 shows a graph demonstrating the distri-
bution of matrix effect by substance. Ecgonine methyl ester

Loperamide
Lorazepam
Maprotiline

Mazindol

MDA

MDEA —

MDMA

Meloxicam
Meperidine
Methamphetamine -
Methylphenidate -
Metoclopramide -
Midazolam
Morphine -
Naphazoline -
N-ethylpentylone -
Nitrazepam -
Norcyclobenzaprine
Norfentanyl -
Norfluoxetine
Nortriptyline
O-desmethyltramadol
Oxazepam -
Oxymetazoline -
Paroxetine

PCP

Phenacetin
Phenylphrine —
Phenylpropanolamine -
Piroxicam -

Procaine -
Promethazine

Propranolol -
Quetiapine

Risperidone -
Salbutamol

Sertraline
Sibutramine
Sulfadiazine

Sulfamethoxazole -
Temazepam
Tetracaine
THC-COOH
Trifluoperazine -
Trimethoprim -

Venlafaxine

Zolpidem

0.0

**H**}********“H sttty

T T T 1
50.0 100.0 150.0 200.0

Matrix effect (%)
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(EME) and phenylephrine had considerable ionization sup-
pression, with ME% values of 40.0% and 53.9%, respec-
tively. In line with these data, Xiong et al. found signifi-
cant signal suppression for EME in urine, with ME% values
between 28.7% and 49.2% (51). Feng et al. also demon-
strated an intense ionization suppression for phenylephrine
in plasma samples. Despite differences in matrix constitu-
tion, the ME% varied between 46.5% and 60.4%, with a
result similar to the one found in this study (52). In contrast,
codeine and salbutamol showed an ionization enhancement,
with a ME% of 145.8% and 138.1%, respectively. Some stud-
ies did not observe a significant matrix effect in the analysis
of codeine or salbutamol in urine. However, these studies
employed more selective sample preparation techniques, such
as SPE (53, 54). An important point is that the CV% of the six
samples analyzed did not exceed 20% for all substances. This
shows that despite having signal suppression or enhancement,
the matrix effect is constant, not affecting the accuracy of
the method.

Application to clinical and forensic cases

The developed and validated method was successfully applied
to 839 urine samples from in vivo and postmortem cases. In
total, 90.9% of the samples analyzed were considered pos-
itive (>LLOQ) for at least one substance. Considering each
institution, 97.2% of the samples from CIT-RS were positive,
while 81.0% of IGP-RS samples and 55.4% of SVO-AHVN
samples were positive. This difference can be explained by
the type of cases each institution receives. Samples from CIT-
RS, for example, are more likely to give a positive result, as
only suspected cases of poisoning are attended. Furthermore,
the urine sample is collected in the hospital, often after the
administration of pharmaceuticals (included in this study) to
manage the poisoned patient. A more detailed distribution of
the number of analytes detected per sample is shown in Sup-
plementary Figure S1, in the Supplementary Material. Of the
95 analytes included in this work, 78 were detected in the
analyzed samples.

An essential data to highlight is the fact that 61.9% of the
samples had three or more substances. If considered a sce-
nario where 10 or more analytes are detected in the same
sample, 5.4% of the samples are included in this group. These
data reinforce the importance of developing and implement-
ing multi-analyte methodologies capable of analyzing as many
significant substances as possible. Moreover, in this context,
the selection of the analytes represents a crucial stage for
analytical laboratories, requiring a thorough consideration of
the unique substance consumption profile of each region or
country.

The profiles of the most detected substances in the samples,
in total and separated by institution, are presented in Table III.
Considering the main analyzed classes, the most prevalent
were benzodiazepines (33.0%), cocaine and its metabolites
(32.3%), antipsychotics (27.1%), antidepressants (23.7%),
antihistamines (18.8%), opioids (8.6%), amphetamine-type
stimulants (4.5%) and antimicrobials (2.5%). Lidocaine was
the most detected substance, present in 40.2% of the samples.
Although it can be a potentially toxic agent, whether through
direct exposure or as a cocaine adulterant, the presence of
lidocaine in most cases is due to its therapeutic use. A total
of 326 of the 337 positive samples for lidocaine came from

Dos Santos et al.

CIT-RS, that is, from hospital cases. Lidocaine is widely used
as a local anesthetic in medical procedures, such as endotra-
cheal intubation. Considerable levels of lidocaine are detected
in urine in only 1h after exposure (55). However, direct con-
tamination must be considered when collecting urine via a
urogenital probe.

The second most common substance in the samples was
acetaminophen, with a positivity rate of 38%. Acetaminophen
was the most detected drug in the samples from SVO-AHVN
and the second most detected in CIT-RS samples. In IGP-
RS samples, it was also one of the main substances, only
behind cocaine metabolites. These high rates can be related to
the easy accessibility of acetaminophen in Brazil, in addition
to the considerable hepatotoxicity associated with poisoning
cases due to this substance. In another Brazilian study con-
ducted by Franco de Oliveira et al. (2019), acetaminophen
was the second most prevalent substance in samples from
intoxicated patients (56). Likewise, Lee et al. (2018) found
that acetaminophen was the second most detected agent in
urine samples from intoxicated Korean patients when using a
method for diverse medicines classes (57).

Afterward, the next most prevalent substances were
cocaine metabolites, benzoylecgonine and EME, present in
31.5% and 22.6% of the samples, respectively. Overall,
32.3% of samples were positive for cocaine or one of its
metabolites. This substantial percentage is an indicative of
the ongoing situation in Brazil, as cocaine stands as the
illicit drug of utmost toxicological and public health signifi-
cance in the country (58). In comparison, Campelo & Caldas
(2010) found a positivity rate of around 22% for cocaine
and its metabolites in urine samples, where more than 1,800
postmortem cases in a Brazilian state were analyzed (59).

Only one positive sample for unchanged cocaine did not
have the presence of another metabolite. Furthermore, with a
more in-depth analysis, it was possible to verify that from all
the samples with concentrations of cocaine and benzoylecgo-
nine higher than LLOQ, only one had a benzoylecgonine con-
centration (54.1ng/mL) lower than the confirmation cutoff
(100 ng/mL) recommended by SAMHSA. This reinforces the
idea of using benzoylecgonine as a gold standard biomarker
for the verification of cocaine exposure when working with
urine samples. In the context of cocaine poisoning, two other
analytical aspects must be considered. The first is the inclu-
sion of metabolites such as anhydroecgonine methyl ester
(AEME, a cocaine pyrolysis product and marker of crack
cocaine use) and cocaethylene (a marker of concomitant
cocaine and alcohol use) in analytical methods. Of the pos-
itive samples for cocaine and its metabolites, 15.1% had the
presence of cocaethylene, and 9.6% were positive for AEME.
The second point is the inclusion of common cocaine-cutting
agents. In this study, every sample positive for levamisole,
phenacetin or tetracaine also exhibited a positive result for
cocaine.

Among the limitations of urine analysis verified in this
study, the most relevant was the wide concentration ranges
of substances. Of the 78 analytes detected, 62 substances had
positive samples with concentrations higher than the ULOQ,
requiring sample dilution. Furthermore, 34 analytes were
found to present concentrations greater than 10 pg/mL (or
20 pg/mL for codeine and morphine), the maximum concen-
tration evaluated, considering the possibility of dilution in
the 1:20 factor. Table IV exhibits the concentration ranges
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Table IV. Distribution of analyte concentrations observed in samples
(N=839)

Lowest con- Highest con-
Positive centration centration
Analyte samples (ng/mL) (ng/mL)
Lidocaine 337 21.5 >10,000
Acetaminophen 319 56.4 >10,000
Benzoylecgonine 264 20.0 >10,000
EME 190 21.0 >10,000
Temazepam 140 51.0 4,580
Cocaine 110 20.2 >10,000
Oxazepam 104 S1:1 9,603
7-Aminoclonazepam 97 50.0 >10,000
Haloperidol 94 20.4 1,473
Chlorpromazine 89 23.2 >10,000
Risperidone 86 21.0 >10,000
Ketamine 85 20.7 >10,000
THC-COOH 82 51.3 6,840
Promethazine 76 23.7 2,620
Carbamazepine 71 25.6 >10,000
Fluoxetine 64 22.8 8,282
Amitriptyline 62 20.5 >10,000
Metoclopramide 57 21.1 4,135
Midazolam 57 20.2 >10,000
Nortriptyline 54 32.7 >10,000
Norfluoxetine 53 51.0 5,119
Diclofenac 44 56.4 >10,000
Diphenhydramine 43 20.1 >10,000
Cocaethylene 41 20.3 3,276
Chlorpheniramine 39 32.4 >10,000
Naphazoline 35 20.3 4,776
Morphine 34 177 >20,000
Fentanyl 31 22.7 864
Citalopram 30 45.2 >10,000
Salbutamol 30 25.0 >10,000
AEME 26 20.0 469
Clonazepam 24 53.3 1,757
Bupropion 23 20.7 >10,000
Levamisol 22 23.5 6,506
Norfentanyl 21 52.4 809
Quetiapine 21 25.4 2,944
Sertraline 21 127 >10,000
Desvenlafaxine 20 23.8 >10,000
Carisoprodol 19 52.7 >10,000
Cyclobenzaprine 15 25.4 1,367
MDA 15 66.2 >10,000
Norcyclobenzaprine 13 23.2 1,214
Sulfamethoxazole 13 67.4 >10,000
Codeine 12 104 >20,000
Alprazolam 11 51.9 734
Diazepam 11 221 83.6
O- 11 31.1 6,855
Desmethyltramadol
Ephedrine 10 485 >10,000
Phenylephrine 10 142 >10,000
Trimethoprim 10 1890 >10,000
Biperiden 9 211 591
Clonidine 8 20.3 484
Imipramine 8 20.3 4,347
Lorazepam 8 57.8 7,088
MDMA 8 22.5 >10,000
Methylphenidate 8 20.9 >10,000
Venlafaxine 8 29.9 5,502
Brompheniramine 7 81.7 2,397
Ciprofloxacin 7 66.0 >10,000
Paroxetine 7 131 5,035
Propranolol 7 119 >10,000
Zolpidem 74 75.4 3,414
Amphetamine 6 46.3 602
(continued)
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Table IV. (Continued)
Lowest con- Highest con-
Positive centration centration
Analyte samples (ng/mL) (ng/mL)
Desipramine 6 28.5 1,363
Loperamide 6 20.7 452
Cyproheptadine N 53.5 2,173
Phenyl- 5 62.7 1,081
propanolamine
Captopril 3 84.8 >10,000
MDEA 2 422 561
Oxymetazoline 2 47.3 266
Buspirone 1 34.0
Clomipramine 1 113
Diethylpropion 1 23.4
Fenoterol 1 20.8
Methamphetamine 1 4,957
Phenacetin 1 913
Sulfadiazine 1 1,385
Tetracaine 1 47.3

Abbreviations: AEME, anhydroecgonine methyl ester; EME, ecgonine
methyl ester; MDA, 3,4-methylenedioxyamphetamine; MDEA, 3,4-meth-
ylenedioxyethylamphetamine; MDMA 3,4-methylenedioxymethamphetam-
ine; THC-COOH, 11-nor-9-carboxy-A°-tetrahydrocannabinol.

observed  for  each the
samples.

Figure 3 presents chromatograms of five cases analyzed
using the developed method. Case 1 refers toa 1-year-old baby
male who was admitted to the hospital displaying symptoms
of pallor, lethargy and reduced responsiveness. The child’s
guardians denied any possible exposure to toxic agents. After
a few hours, there was a brief recovery, followed by a new
episode of reduced sensorium and bradycardia, which led the
medical team to suspect a possible intoxication. The urine
analysis identified the presence of naphazoline, with a concen-
tration of 1,397 ng/mL. Naphazoline is an imidazoline drug
used as a nasal decongestant, contraindicated for children
due to its narrow therapeutic window for this population.
In these cases, it can lead to toxic effects, like bradycardia,
hypotension and reduced sensorium (60).

In Case 2, a woman of unknown age (around 20-25 years
old) was admitted to the hospital with reduced sensorium. The
patient suspected something was put in her drink at a party
she attended, three 3 h before secking medical care. Toxico-
logical analysis indicated the presence of methamphetamine
(4,957 ng/mL) and amphetamine (178 ng/mL). Despite the
presence of clinical manifestations characteristic of Central
Nervous System depressants, no other substance was detected
using the developed method. Obviously, other substances not
included in this method could not be discarded, e.g., gamma-
hydroxybutyric acid (GHB) and alcohol. In this case, metham-
phetamine may have been used as a crime-facilitating drug due
to its disinhibitory action, making the victim more susceptible
to violations, such as sexual assaults (61). Fiorentin & Logan
(2019) verified more than 1,000 cases of drug-facilitated
sexual assault, and the presence of methamphetamine and
amphetamine was found in 16.5% of the analyzed blood and
urine samples, being the third most prevalent substance, only
behind alcohol and THC and its derivatives (62).

In the same line of DFCs, Case 3 involved a 35-year-old
man who was victim of a robbery. This individual arranged

analyte  in analyzed
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Figure 3. MRM chromatograms of five urine samples, from in vivo and postmortem cases, were analyzed using the developed method.

a meeting through a dating app, initially to go to a bar  (64ng/mL) and its main metabolite 7-aminoclonazepam
and return home. The next day, he reported the robbery  (1,582ng/mL). Historically, clonazepam is one of the most
to police authorities and the potential involvement of drug-  frequent substances in DFC cases (63). In a prospective study
related exposure. Urine analysis verified that there was expo-  carried out in France, benzodiazepines were the main group
sure to clonazepam due to the positive result for clonazepam  involved in DFC, with clonazepam representing 20% of cases
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involving this class of substances (64). Analyzing Cases 2
and 3, an important aspect to consider in DFC cases is the
need to collect urine samples as quickly as possible. Unfortu-
nately, this does not happen in a great percentage of cases,
and therefore it is essential to analyze metabolites that are
capable of extending the detection window. In Case 3, sam-
ple collection was performed one day after exposure and the
concentration of clonazepam was already low. The presence
of 7-aminoclonazepam made it possible to confirm exposure
to clonazepam. As previously stated, the inclusion of more
metabolites (e.g., zolpidem-COOH, 7-aminoflunitrazepam) in
the method would be valuable in these situations (65).

Case 4 is a postmortem collection of a 43-year-old man
known to be a drug addict and with no other comorbidi-
ties. One day before death, he reported abdominal pain.
At autopsy, a perforated gastroduodenal peptic ulcer was
found, which was associated with the cause of death. Addi-
tionally, a COVID-19 test yielded a positive result, although
it was not likely to be related to the cause of death. Urine
analysis confirmed the history of substance use, especially
for cocaine (609 ng/mL) and its metabolites benzoylecgonine
(>10pg/mL), AEME (129 ng/mL) and EME (>10 pg/mL). In
this context, it was possible to confirm cocaine use by the
individual, especially in the form of crack cocaine, corrobo-
rated through the presence of AEME. Studies already reported
an association between the use of crack cocaine and the
occurrence of gastric perforations (66).

Finally, Case 5 involved the analysis of a sample from a 35-
year-old man whose body was found on a road, with multiple
close-range gunshots wounds to the head. The cause of death
was defined as cerebral hemorrhage. In the urine sample,
different substances were detected: MDMA (3,479 ng/mL),
MDA (269ng/mL), MDEA (42ng/mL), cocaine (4,187
ng/mL), cocaethylene (1,346 ng/mL), benzoylecgonine (>10
pg/mL), EME (>10 pg/mL), ketamine (137 ng/mL) and lev-
amisole (430 ng/mL). In this specific case, the positive toxi-
cological result is not directly related to death. However, it is
possible to verify that the individual was exposed to numer-
ous illicit drugs with significant psychoactive effects, which
can lead to violence-related behaviors (67). When analyzing
148 deaths involving MDMA, Armenian & Rodda (2022)
found that 45.3% of death cases were due to homicide, being
the most prevalent circumstance (68). All the cases presented
here illustrate the broad versatility of the developed method,
whether in clinical or forensic scenarios, for both in vivo and
postmortem applications.

Conclusion

This work developed a comprehensive screening LC-MS-MS
method for the analysis of 95 substances, including illicit
drugs and medicines, in urine samples. The dilute-and-shoot
technique for urine analysis was demonstrated to be a feasible
and effective alternative for implementation in analytical tox-
icology laboratories. The method was successfully validated,
in accordance with parameters and recommendations estab-
lished by the AAFS validation guideline. In total, 839 urine
samples from in vivo and postmortem cases were analyzed,
from three different institutions of a Brazilian state. A high
positivity rate (>90%) was observed, mainly due to the vari-
ety and number of substances included in the method. The
most detected substances were lidocaine, acetaminophen and
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cocaine metabolites. The developed methodology is a valuable
tool in poisoning diagnosis, as well as for substance use his-
tory evaluation, which cooperates in the elucidation of deaths
and related comorbidities. Ultimately, the data obtained from
the performed sample analyses are crucial to comprehend the
Brazilian context and produce strong evidence for the creation
and improvement of new health and safety public policies.

Supplementary data

Supplementary data is available at Journal of Analytical Tox-
icology online.
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4.2. Artigo Il

O artigo “A Sensitive and Comprehensive LC-MS/MS Method for the
Analysis of Hallucinogens, Synthetic Cathinones, and Synthetic
Cannabinoids in Urine Samples”, publicado no periédico Journal of Mass
Spectrometry (ISSN 1096-9888, fator de impacto 2.0, 2024), é apresentado a
seguir. O estudo descreve o desenvolvimento, a otimizagao e a validagdo de um
meétodo analitico sensivel por LC-MS/MS para a detec¢do de drogas de abuso
em urina, incluindo LSD e 2-oxo-3-OH-LSD, fenetilaminas sintéticas, catinonas
sintéticas e canabinoides sintéticos. O método apresentou elevada sensibilidade,
com limites de deteccdo entre 0,1 e 1 ng/mL, e foi aplicado com sucesso em 24
amostras de casos suspeitos de intoxicacdo atendidos pelo CIT-RS. Um caso
envolvendo o uso de 25B-NBOH e dois casos envolvendo LSD s&o descritos. O

artigo pode ser acessado na integra em: https://doi.org/10.1002/jms.5178
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ABSTRACT

The laboratory analysis of new psychoactive substances and related drugs is crucial for accurate clinical and forensic diagnosis
of poisonings. Given this, a new LC-MS/MS method for analyzing hallucinogens, synthetic cathinones, and synthetic cannabi-
noids in urine was developed. Urine samples were extracted using a liquid-liquid extraction protocol optimized via a multivar-
iate experimental design. An aliquot of 400 uL of urine was enzymatically hydrolyzed with -glucuronidase and extracted with
700 uL of ethyl acetate. The resulting extracts were analyzed using LC-MS/MS, with a total chromatographic run time of 8 min.
The method was validated according to the ANSI/ASB Standard 036 guideline and was applied to 24 samples from suspected
poisoning cases. The lower limits of quantification ranged from 0.1 to 1 ng/mL. Within-run and between-run precision (CV) were
<16%, and bias ranged from —12.8% to 19.8%. Nine of the 20 analytes investigated showed significant ionization suppression or
enhancement (> 25%). Only two analytes (2C-E and 2-ox0-3-OH-LSD) had a recovery rate lower than 70%. Among the 24 ana-
lyzed urine samples, one tested positive for 25B-NBOH, one for LSD, and two for 2-0xo0-3-OH-LSD. The developed method ena-
bles the simultaneous quantification of 20 illicit drugs, serving as an efficient diagnostic tool for clinical and forensic laboratories.

1 | Introduction in the 1961 Single Convention on Narcotic Drugs or the 1971
Convention on Psychotropic Substances [1, 3].

New psychoactive substances (NPS) represent a growing public

WILEY

health concern due to their potentially higher toxicity compared
to classic drugs of abuse, their dynamic distribution market
and easy accessibility, and their frequent absence from routine
drug screening methods [1, 2]. As of June 2025, a total of 1343
NPS have been reported globally [3]. The traditional definition
of NPS, as established by the United Nations Office on Drugs
and Crime (UNODC), includes all substances of abuse not listed

Among the main groups of NPS are synthetic cathinones, syn-
thetic phenethylamines, synthetic cannabinoid receptor ag-
onists (SCRAs), and synthetic opioids [2]. These compounds,
often designed to mimic the effects of controlled substances,
pose significant challenges in clinical and forensic toxicology,
including nonspecific clinical presentations, reliance on highly
sensitive and comprehensive analytical methods, and limited

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.
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availability of evidence-based treatment and management pro-
tocols for intoxicated patients [4, 5]. Common clinical manifes-
tations of NPS use include cardiovascular disturbances, central
nervous system and respiratory depression, hallucinations, de-
lirium, psychosis, and anxiety [6]. The use of NPS, either alone
or in combination with other NPS or additional substances, can
lead to life-threatening or fatal outcomes [7].

Analytical approaches for the detection of NPS have significantly
improved in recent years. A diverse range of validated methods
for the determination of NPS in whole blood [8-10], plasma
[11, 12], urine [13, 14], and hair [15] has been described in the lit-
erature. Typically, NPS are present in biological matrices at low
concentrations. In addition, the development of comprehensive
analytical methods that enable the simultaneous detection of
multiple substances or classes is essential, given the large num-
ber of NPS currently available to the population. To overcome
these challenges, the use of highly sensitive and selective tech-
niques, such as liquid chromatography-tandem mass spectrom-
etry (LC-MS/MS), is recommended [16]. The implementation of
LC-MS/MS-based methods in clinical and forensic laboratories
is critical for strengthening NPS surveillance, improving patient
management, and supporting forensic investigations [5].

Urine analysis allows a broader detection window, increasing
the likelihood of obtaining a positive result. Urine is also consid-
ered a cleaner biological matrix, with fewer interferents, ample
sample volumes (~20-30mL), higher analyte concentrations,
and frequent availability in clinical and forensic cases [17, 18].
An important aspect to consider in urine analysis is biotransfor-
mation, as it may be necessary to target the biotransformation
products rather than unchanged substances. Furthermore, a hy-
drolysis step may be required for drugs that are conjugated with
polar groups [17, 19-21].

Given this, this study aimed to develop and validate a quanti-
tative LC-MS/MS method for the simultaneous analysis of 20
drugs of abuse, including hallucinogens (2C-E, 25B-NBOH,
25B-NBOMe, 25C-NBOMe, 25E-NBOH, 25I-NBOH, 25I-
NBOMe, 2-0x0-3-OH-LSD, and LSD), synthetic cathinones
(4-chlor-dimethylcathinone, dipentylone, ethylone, eutylone,
mephedrone, methylone, N-butylpentylone, N-ethylheptedrone,
and pentylone), and synthetic cannabinoids (ADB-BUTINACA
and ADB-FUBINACA) in urine samples from clinical poison-
ing cases.

2 | Materials and Methods
2.1 | Chemicals and Reagents

LC-MS-grade acetonitrile, ethyl acetate, hexane, methyl tert-
butyl ether (MTBE), and 99% formic acid were acquired from
Merck (Darmstadt, Germany). Standard solutions of 25B-
NBOMe, 25C-NBOMe, 25I-NBOH, 25I-NBOMe, ethylone,
lysergic acid diethylamide (LSD), mephedrone, methylone,
and pentylone (1mg/mL) were purchased from Cerilliant
(Round Rock, TX, USA). 25B-NBOH, 2C-E, 25E-NBOH,
4-chloro-N,N-dimethylcathinone (4-CDC), ADB-BUTINACA,
ADB-FUBINACA, dipentylone, N-butylpentylone, and N-
ethylpentedrone (1-5mg total) were purchased from Cayman

Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Standard solutions of
2-0x0-3-OH-LSD (100pug/mL) and eutylone (1mg/mL) were
acquired from LGC Standards (Manchester, NH, USA). The
internal standard (IS) solutions MDEA-d; and PCP-d; (1mg/
mL) were also purchased from LGC Standards (Manchester,
NH, USA). Ammonium acetate, sodium hydroxide, and (-
glucuronidase (type B-1, from bovine liver) were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Ultrapure water was sup-
plied by a Milli-Q system (Millipore, Billerica, MA, USA).

2.2 | Solutions

A working solution containing all analytes was prepared in
acetonitrile at a concentration of 250ng/mL. When not in use,
the solutions were stored at —20°C. Blank urine samples were
spiked with the working solution for the optimization and val-
idation procedures. Drug-free samples were collected from the
researchers and previously analyzed to confirm the absence
of target analytes. Both blank and spiked urine samples were
stored in a freezer (—20°C) when notin use. The IS solution, con-
taining MDEA-d, and PCP-d,, was prepared in acetonitrile ata
concentration of 400 ng/mL.

2.3 | LC-MS/MS Settings

The analyses were performed using a liquid chromatographic
system coupled to a triple quadrupole mass spectrometer (LC-
MS/MS), model LCMS-8045 (Shimadzu, Kyoto, Japan). The
chromatographic separation was achieved using a Raptor
Biphenyl column (50 X3.0mm, 2.7um particle size) from Restek
(Bellefonte, PA, USA). Ultrapure water (A) and acetonitrile (B),
both acidified with 0.1% (v/v) formic acid, were used as mo-
bile phases, with a flow rate of 0.5mL/min. The column oven
was set at 50°C. The elution gradient used is described as fol-
lows: 0.0-0.25min, 5%-5% of B; 0.25-4.8 min, 15%-50% of B%;
4.8-5.5min, 50%-100% of B; 5.5-6.5min, 100% of B; 6.5-6.6 min,
100%-5% of B; 6.6-8.0min, 5% of B. The total chromatographic
run time was 8 min.

Mass spectral data were acquired using electrospray ioniza-
tion (ESI) in positive mode. The mass spectrometer settings
used were as follows: heat block temperature, 400°C; capillary
voltage, 1.5kV; nebulizer gas (N,) flow, 3.0L/min; drying gas
(N,) flow, 10 L/min; desolvation line temperature, 250°C; and
collision-induced dissociation (CID) gas pressure (Ar), 230kPa.
Analyses were performed in multiple reaction monitoring
(MRM) mode. For each analyte, three MRM transitions were
monitored: one for quantification and two for confirmation.
MRM transitions, collision energies, and retention time for each
substance are presented in Table 1. Figure 1 shows a representa-
tive chromatogram of all analytes extracted from a spiked urine
sample at 12ng/mL concentration. All data were processed
using the LabSolutions software (Shimadzu, Kyoto, Japan).

2.4 | Sample Procedure

An aliquot of 400 uL of urine and 20uL of the IS solution (400 ng/
mL) were added to a polypropylene microtube. The sample was
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TABLE1 | Analytesand their respective mass spectrometry conditions, retention time, and internal standard (IS).

MRM

transitions Dwell Q1 pre Q3 pre Retention

Analyte (m/z) time (s) bias (V) CE (eV) bias (V) time (min) 1S

2C-E 210.0—193.1 1.0 10 14 21 2.81 PCP-d5
210.0—178.1 1.0 14 20 17
210.0—163.0 1.0 10 29 30

25B-NBOH 366.1 —243.0 1.0 13 24 25 3.95 PCP-d5
366.1 - 107.0 1.0 13 28 18
366.1 —260.1 1.0 13 12 17

25B-NBOMe 380.0—-121.1 1.0 13 22 22 4.59 PCP-d;
380.0—-91.1 1.0 11 45 16
380.0—93.1 1.0 13 32 16

25C-NBOMe 336.1—121.1 1.0 12 21 23 4.42 PCP-d;
336.1-91.1 1.0 12 48 15
336.1-93.1 1.0 12 40 16

25E-NBOH 316.0—193.1 1.0 21 21 18 4.25 PCF’-d5
316.0 -107.1 1.0 11 31 18
316.0—178.1 1.0 21 31 17

25I-NBOH 414.0-290.9 1.0 15 24 30 4.25 PCP~d5
414.0-107.1 1.0 15 31 18
414.0—308.0 1.0 15 14 20

25I-NBOMe 428.0—-121.1 1.0 15 24 21 4.90 PCP~d5
428.0—-91.1 1.0 15 53 15
428.0—-93.1 1.0 15 46 17

2-Ox0-3-OH-LSD 356.0—237.1 1.0 24 25 23 211 MDEA-d5
356.0 -222.0 1.0 24 34 22
356.0—265.1 1.0 24 19 28

4-CDC 212.0—-139.0 1.0 19 20 21 2.28 MDEA-d5
212.0—167.0 1.0 19 15 25
212.0—-103.0 1.0 18 25 14

ADB-BUTINACA 331.2—-201.1 1.0 12 27 20 5.67 PCP-d5
331.2—314.2 1.0 12 10 21
331.2-286.1 1.0 12 16 18

ADB-FUBINACA 383.1—338.2 1.0 22 16 21 5.89 PCP»d5
383.1-366.2 1.0 13 10 24
383.1—-253.1 1.0 14 26 22

Dipentylone 250.0—100.1 1.0 17 23 18 2.62 MDEA-d5
250.0—205.0 1.0 16 15 21
250.0—-175.1 1.0 17 20 17

(Continues)
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TABLE1 | (Continued)

MRM
transitions Dwell Q1 pre Q3 pre Retention
Analyte (m/z) time (s) bias (V) CE (eV) bias (V) time (min) 1S
Ethylone 222.0—-174.1 1.0 20 20 20 2.02 MDEA-ds
222.0-204.1 1.0 16 14 20
222.0—-146.1 1.0 16 29 14
Eutylone 236.0—188.1 1.0 20 20 20 2.30 MDEA-dS
236.0—218.0 1.0 20 15 20
236.0—189.1 1.0 20 25 20
LSD 324.2-223.0 1.0 12 26 22 3.04 MDEA-d;
3242-281.1 1.0 12 19 30
324.2-207.0 1.0 21 45 20
Mephedrone 178.0 - 160.1 1.0 20 15 20 2.10 MDEA-d;
178.0—145.1 1.0 20 16 20
178.0 - 144.1 1.0 18 15 20
Methylone 208.1 - 160.1 1.0 20 20 20 1.86 MDEA-d5
208.1—-132.1 1.0 15 22 23
208.1-190.1 1.0 15 12 17
N-Butylpentylone 278.1 -260.2 1.0 20 15 20 3.46 MDEA-d;
278.1—-230.1 1.0 20 20 20
278.1—188.0 1.0 20 20 20
N-Ethylheptedrone 234.1-216.1 1.0 20 15 20 3.48 MDEA-d;
2341-091.1 1.0 20 30 20
234.1-146.1 1.0 20 20 20
Pentylone 236.1—188.1 1.0 20 20 20 2.49 MDEA-d5
236.1—-218.1 1.0 20 14 20
236.1—-131.1 1.0 18 40 22
MDEA-d5 213.1-163.1 1.0 20 15 20 2.18 —
213.1-105.1 1.0 20 30 20
213.1-135.1 1.0 19 23 20
PCP-CI5 249.3-96.1 1.0 20 32 20 3.61 —
2493 —-164.2 1.0 20 18 20
249.3-86.1 1.0 20 22 20

Abbreviations: CE, collision energy; IS, internal standard; MRM, multiple reaction monitoring.

hydrolyzed by the addition of 10uL of f-glucuronidase (400U/
uL) and 50 uL of acetate buffer (0.2mol/L, pH 5.2), and the mix-
ture was heated at 55°C for 60min. After hydrolysis, the sample
was cooled to room temperature. Then, 100uL of NaOH solution
(0.1 mol/L) and 700 uL of ethyl acetate were added. The mixture
was vortexed for 10s and centrifuged for 6 min at 9000rpm.
Subsequently, 650uL of the organic phase was transferred to a
new tube and dried under nitrogen flow at 50°C. The dried ex-
tract was reconstituted with 30uL of ACN:water (3:1, v/v) with

0.1% (v/v) formic acid. Finally, 1 uL was injected into the LC-MS/
MS.

2.5 | Optimization of Sample Extraction
Sample preparation is an essential step for obtaining bioan-

alytical methods with reduced matrix interferents and im-
proved sensitivity. To achieve this, proper optimization must
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FIGURE1 | Chromatogram of all analytes included in this study, at medium QC level (12ng/mL).

be carried out to ensure that the best conditions for the param-
eters involved in the extraction process [22]. In this study, a
multivariate experimental approach was employed to improve
the responses of variables that can influence the extraction
efficiency. Initially, a fractional factorial design with five
factors (2°!) was conducted to evaluate the following vari-
ables: solvent volume, sample volume, NaOH concentration,
use of salting-out, and extraction time. For each variable, two
values (low and high) were defined, totaling sixteen runs.
The complete experiment matrix is presented in Table S1.
Subsequently, variables considered significant, when applica-
ble, were further evaluated. A Doehlert design was employed
to assess the optimal combination of solvent and sample
volumes. Sample volume was optimized at five levels (100-
400 L), whereas solvent volume was evaluated in three levels
(200-800uL). The complete Doehlert experimental matrix is
provided in Table S2. Next, the composition of the extractor
solvent was investigated using three different solvents: ethyl
acetate, hexane, and MTBE. Extraction was performed with
both pure solvents and their mixtures, with ratios detailed
in Table S3. All optimization experiments were conducted
using drug-free urine samples spiked with analytes at a con-
centration of 15ng/mL. In both the fractional factorial and
Doehlert designs, MTBE was fixed as the extraction solvent.
The geometric mean of the absolute chromatographic area
of all analytes was used to assess the response of the experi-
ments. Optimization data were analyzed using Statistica 10.0
software (Statsoft, Tulsa, OK, USA) and statistically evaluated
using the analysis of variance (ANOVA).

2.6 | Bioanalytical Validation

Bioanalytical validation was performed in accordance with the
Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology
(ANSI/ASB Standard 036 guideline), from the American
Academy of Forensic Science (AAFS), as well as other inter-
national recommendations [23, 24]. The evaluated parameters

included lower limit of quantification (LLOQ), interference
studies, linearity, precision, bias, matrix effects, extraction re-
covery, dilution integrity, and processed sample stability.

The LLOQ was determined by analyzing fortified urine samples
at decreasing concentrations (1.0, 0.5, and 0.1 ng/mL). Triplicate
samples from three drug-free individuals were extracted and an-
alyzed, totaling nine evaluations. The LLOQ was defined as the
lowest concentration level that presented a coefficient of varia-
tion (CV%) below 20%.

Interference studies were conducted to assess potential false
signals from different urine matrices and substances that may
be present in the sample. First, endogenous interference was
evaluated by analyzing 10 negative urine samples from differ-
ent individuals. Second, exogenous interference was assessed
by adding compounds commonly found in urine samples, in-
cluding cocaine and its metabolites, amphetamine-type stimu-
lants, cannabinoids, benzodiazepines, opioids, antidepressants,
antipsychotics, and antiepileptics. Lastly, potential interference
from stable isotope-labeled IS was investigated by analyzing a
negative sample containing the IS solution and a fortified sam-
ple without IS addition.

To assess the linearity, calibration curves were constructed
with six calibrators, ranging from the LLOQ to 25ng/mL. The
calibrators were prepared by spiking drug-free urine samples
with the working solution. All curves were required to present
coefficients of determination (R?) greater than 0.99 to be con-
sidered linear. Furthermore, Fisher's F-test was used to assess
the presence of heteroscedasticity. If detected, a weighted least
squares model was applied using weight factors as 1/x and 1/x2.
The optimal weighting scheme was selected based on the model
yielding the lowest sum of residuals. After analysis of the upper
limit of quantification (25ng/mL), carryover was evaluated by
injecting three blank samples. The method was considered free
of carryover if the analyte signal in the blank samples was lower
than the signal at the LLOQ.

50f13

‘01 '$T0T 288369601

O LMy ‘2de) 4q 341§ STUTO0T 01/10P/

L #0225 "[9707/90/£7) W Lmxqr

U ot

\FT 2RO 2T

ye

‘asteor] suoTmIIO) aspear) s[qearjdde a1 £q pemaios are sAPRIE YO BN

82



To assess the precision and bias of the method, fortified urine
samples were evaluated at three quality control (QC) concen-
trations: low (0.3 or 1.5ng/mL), medium (12ng/mL), and high
(22ng/mL). Each QC level was analyzed in triplicate within a
single analytical run. Five runs were performed for each QC
level, totaling 15 analyses per level. Precision was assessed by
calculating within-run and between-run coefficients of varia-
tion (CV%) using ANOVA. According to the ANSI/ASB guide-
line, acceptable CV% values should be equal to or less than
20%. The same experiments were used to evaluate method bias,
which was calculated as the difference between the measured
and theoretical concentrations, with an acceptable range of
+20%. Additionally, dilution integrity was evaluated using a
1:20 (v/v) dilution factor to verify precision and bias when sam-
ple dilution is required due to analyte concentrations exceed-
ing 25ng/mL. For this purpose, fortified samples at 300ng/mL
were diluted with ultrapure water and analyzed. Acceptance
criteria for this test were CV% <20% and bias within +20%.

Matrix effect (ME) and extraction recovery were evaluated ac-
cording to the procedure described by Matuszewski et al. [24].
For this purpose, three sets of six samples from different indi-
viduals were analyzed: Set A, neat solution; Set B, urine samples
spiked before extraction; and Set C, urine samples spiked after
extraction. The ME% was calculated by dividing Set C by that of
Set A and multiplying by 100. The CV% of ME% across the six
individual samples was required to be below 20%. Extraction re-
covery was calculated by dividing Set B by Set C and multiplying
by 100. Both ME and extraction recovery were evaluated at low
and high QC concentrations.

Processed sample stability was evaluated by analyzing six sam-
ples at time zero and again after 24 h of storage in the LC-MS/

MS autosampler maintained at 15°C. This parameter was as-
sessed at all QC levels, and results were expressed as the per-
centage of the concentration at 24 h relative to the concentration
at time zero.

2.7 | Application to Urine Samples From
Poisoning Cases

As proof of the method's applicability, 24 urine samples from
poisoning cases attended by the Toxicological Information
Center of Rio Grande do Sul (CIT-RS), southern Brazil, were
analyzed using the validated method. This study was approved
by the Ethics Committee for Human Research at the Federal
University of Health Sciences of Porto Alegre (UFCSPA),
Brazil, and by the Ethics Committee for Human Research of
the School of Public Health, State Health Department of Rio
Grande do Sul, Brazil (CAAE 31992920.3.0000.5345 and CAAE
31992920.3.3001.5312).

3 | Results
3.1 | Extraction Optimization

In the fractional factorial design (25-1), three variables (sample
volume, solvent volume, and NaOH concentration) had a signifi-
cant effect (p <0.05) on the analytical response. Extraction time
and the addition of NaCl were not significant, with p values of
0.6355 and 0.7171, respectively. These results can be visualized
in the Pareto chart of effects (see Figure 2). All variables that
crossed the red significance threshold line (p=0.05) were con-
sidered statistically significant.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Absolute area
2**(5-1) design; MS Residual=614462E5
DV: Absolute area

(1)Sample volume

(3)NaOH concentration

(2)Solvent volume

-.488788

(5)Extraction time

(4)NaCl -372739

““ -4.26995

2.951315

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURE 2 | Pareto chart of effects from the variables evaluated in the fractional factorial design (2°). All variables that crossed the red line
(p=0.05) were considered statistically significant, that is, these variables are able to influence the analytical response.

60f13

Journal of Mass Spectrometry, 2025

‘01 '$T0T 288369601

oL 3 225 “[9707/90/£ 7] w0 Lxqry O Ly, ‘2de) £q §415 STITO0T 01/10P/

U ot

\FT 2RO 2T

ye

‘asteor] suoTmIIO) aspear) s[qearjdde a1 £q pemaios are sAPRIE YO BN

83



Fitted Surface; Variable: Absolute area
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=181572E4
DV: Absolute area
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FIGURE3 | Surface response graph from Doehlert design for the evaluation of sample and extractor solvent volumes.

The subsequent optimization focused exclusively on sample
volume and solvent volume, as low NaOH concentrations had
already been evaluated in the fractional factorial design. The
standardized effect value for NaOH concentration indicates
a trend toward better responses at the lowest tested level, cor-
responding to 0.1mol/L NaOH. The Doehlert design demon-
strated a more sensitive analytical response when using the
highest volumes of both sample and extraction solvent. This
result was expected, because the larger the sample volume, the
greater the amount of analyte available to be extracted. The
surface response plot is shown in Figure 3, where the red re-
gion represents the highest response (geometric mean of abso-
lute areas). The R? value of the model was 0.9909. Finally, the
simplex-centroid optimization indicates neat ethyl acetate as the
most suitable extractor solvent, as shown in Figure 4. The ob-
tained R? for the design was 0.7628.

3.2 | Bioanalytical Validation

The complete validation data is presented in Table 2. The
LLOQ ranged from 0.1 to 1.0ng/mL, with CV% values below
20% between the nine replicates. All analytes showed accept-
able linearity, with R* values greater than 0.9918. Except for
2-0x0-3-OH-LSD, the calibration curves exhibited heteroscedas-
ticity, requiring the application of weight factors. The weighting
schemes applied were 1/x and 1/x, both commonly used in an-
alytical toxicology. No carryover effect was observed following
the injection of the upper limit of quantification. During the in-
terference assessment, no peaks were observed at the retention

times of the analytes or IS, either in the analyses of urine sam-
ples fortified with exogenous compounds or in the analysis of
drug-free urine samples from different sources, confirming the
selectivity of the method. Additionally, no interference from the
stable isotope-labeled ISs was identified.

The obtained within-run and between-run precision values
were below 20% for all QC concentrations, in accordance
with the ANSI/ASB guideline [23]. Within-run precision CVs
ranged from 4.0% to 15.8%, corresponding to the low QCs of
ADB-BUTINACA and 25B-NBOMe, respectively. Between-
run precision CVs ranged from 2.5% (high QCs of 25E-NBOH
and mephedrone) to 9.5% (low QC of N-butylpentylone). The
observed biases ranged from —12.8% to 19.8%, associated with
the low QC of 2C-E and the medium QC of 25I-NBOMe, re-
spectively. Dilution integrity results showed within-run and
between-run CV% and bias values within the +20% accep-
tance range.

The ME varied considerably among analytes, ranging from
53.7% to 277.7%. Nine substances exhibited significant ME (de-
fined as <75% or >125%). In the ME assessment of 4-CDC and
ethylone, ion suppression was observed, whereas ion enhance-
ment was detected for 2C-E, 25B-NBOMe, 25C-NBOMe, 25E-
NBOH, 25I-NBOH, 25I-NBOMe, and LSD. Despite ME values
falling outside the 75%-125% range, all CV% values between
replicates were below 20%, indicating the consistency and repro-
ducibility of these effects. Extraction recovery rates were gener-
ally high, with only two analytes exhibiting values below 70%.
The analytes with low or moderate recovery—2-oxo-3-OH-LSD
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Fitted Surface; Variable: Absolute area
DV: Absolute area; R-sqr=,7628; Adj:,2884
Model: Special Cubic
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FIGURE4 | Surface response from simplex-centroid design for the optimization of the type of extractor solvent.

(38.9%) and 2C-E (60.2%)—are more polar compared to the
other compounds.

Additionally, processed sample stability over 24h ranged
from 73.2% to 126.4%. Only three analytes exhibited nota-
ble instability (outside the +25% range): the medium QC of
2-0x0-3-OH-LSD and the low QC levels of N-butylpentylone and
pentylone. Complete processed sample stability data are pro-
vided in Table S4.

3.3 | Analysis of Samples From Poisoning Cases

Of the 24 urine samples analyzed from suspected poisoning
cases, three tested positive for at least one target compound.
Case 1 was positive for LSD (73.8ng/mL) and its metabo-
lite, 2-ox0-3-OH-LSD (>300ng/mL). Case 2 was positive
for 2-oxo0-3-OH-LSD alone (3.8ng/mL). Finally, Case 3 was
positive for 25B-NBOH, with a concentration of 8.4ng/mL.
MRM chromatograms of the three positive cases are shown
in Figure 5.

4 | Discussion

This study presented a sensitive and targeted analytical method
for the detection of 20 drugs in urine, including NPS from dif-
ferent chemical classes. The NPS panel was defined based on
the most relevant substances circulating in Brazilian territory
in recent years. Historically, synthetic cathinones and syn-
thetic phenethylamines have been the most frequently en-
countered NPS in Brazil, according to national drug seizure
data [25]. Since the early 2020s, SCRAs have gained increasing

prominence in the Brazilian context [26, 27]. Although LSD and
its main urinary metabolite, 2-oxo-3-OH-LSD, are not classified
as NPS, they were included in the method due to the common
substitution of LSD with NBOMe and NBOH derivatives, par-
ticularly in blotter papers or powders [28, 29]. In the state of Rio
de Janeiro, analysis of 3899 blotter papers seized between 2006
and 2019 identified 25I-NBOH as the most prevalent substance
(41.3%), followed by 25I-NBOMe (16.6%) and LSD (14.2%) [30].
In another Brazilian state, Santa Catarina, blotter papers seized
between 2011 and 2017 were analyzed by GC-MS, and the pres-
ence of LSD in positive samples per year ranged from 0.12% to
100% [31].

A major challenge in the simultaneous analysis of diverse
compounds such as NPS is their wide chemical variability.
This complexity makes it difficult to establish a single sam-
ple preparation procedure capable of efficiently extracting
structurally distinct analytes while maintaining high sensi-
tivity and precision. The use of multivariate experimental
design enabled the simultaneous assessment of multiple vari-
ables and the selection of optimal extraction conditions for
all target compounds included in the study. Additionally, the
structural similarity between certain substances, particularly
positional isomers, complicates their detection and quantifi-
cation. In this study, pentylone and eutylone shared the same
MRM transitions. Therefore, chromatographic separation
was essential for distinguishing them. The gradient employed
successfully achieved baseline separation between the two
synthetic cathinones, with retention times of 2.30min for eu-
tylone and 2.49min for pentylone. Despite this level of reso-
lution, the chromatographic method remains relatively fast,
being shorter than other LC-MS methods for NPS analysis re-
ported in the literature [10, 13, 32, 33].
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FIGURES5 | MRM chromatogram of three urine samples with a positive result for at least one analyte.

In urine analysis, hydrolysisis a fundamental step for the cleavage
of the analyte with polar groups, such as glucuronicacid. Therefore,
in this study, the samples were incubated with the $-glucuronidase
enzyme to obtain the analytes in their unconjugated form. Several
studies indicate that some of the NPS included in this work can
be excreted conjugated with glucuronic acid [34-38). Pelletier et al.
analyzed a urine sample from a poisoning case involving 25E-
NBOH, and the glucuronidated metabolite was the most intense,
with a relative response to the unchanged 25E-NBOH higher than
2000% [39]. Xiang et al. recommended the use of B-glucuronidase
for urine analysis of NBOH and NBOMe compounds to avoid false
negative results [38]. Nonetheless, the absence of NPS metabolites
in the current method should be acknowledged as an important
limitation of this study. This is an important point to consider, as
the concentration of metabolites in urine tends to be higher than
that of the unchanged molecule, as can be seen in Case 1. The
inclusion of metabolites helps avoid false negatives, as well as in-
creasing the drug's detection window.

The developed method demonstrated high sensitivity, with
LLOQs equal to or lower than 1ng/mL. Some NPS, mainly
SCRAs and phenethylamines, require enhanced sensitivity, as

they are typically present in low concentrations in biological
samples [16]. The obtained LLOQs are comparable to or infe-
rior to the reported limits of quantification from other published
methods [10, 13, 14, 32, 40-44].

The ME results indicated an intense ionization enhancement
for some analytes, mainly phenethylamines. Previous stud-
ies have not reported altered ME values for these substances.
Ferrari Junior and Caldas described ME values for between
75.4% and 109.3% for LSD, NBOMe, and NBOH compounds
[10]. Fan et al. reported normal ME values (86% to 119%) for 4-
CDC, ethylone, 25B-NBOMe, 2C-E, and 25I-NBOMe [13, 41].
On the other hand, Fabris et al. verified an unusual ionization
enhancement for synthetic cathinones when using a disper-
sive liquid-liquid microextraction protocol [45]. In this study,
the CV% of ME replicates was below 20%, that is, the ME,
although significant, is constant. This means that the inter-
individual variability of urine samples affects the ME homo-
geneously. In this way, it can be ensured that the blank urine
employed in the validation studies modulates the analytical
response similarly to the urine samples to be tested and quan-
tified. This allows the developed method to be used in the
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reliable quantification of the listed analytes. Better chromato-
graphic separation to avoid coelution with endogenous inter-
ferents or more extensive sample preparation techniques (e.g.,
solid-phase extraction) could result in more suitable ME val-
ues. Additionally, the use of stable isotope-labeled IS of each
analyte is recommended to minimize ME on quantification
methods [24, 46, 47]. However, all these procedures demand a
higher analysis time or associated cost.

In the processed sample stability assessment, instability
greater than 125% was verified for three analytes (LSD, N-
butylpentylone, and pentylone) in some QC levels. In this sense,
the analysis of extracts after 24h may generate increased con-
centrations of these substances. Therefore, immediate analysis
after the extraction process is recommended, at least when these
analytes are suspected to be present.

Regarding the cases with positive results, Case 1 involved a
male individual of unknown age who was found unconscious
at an electronic music festival. Upon admission, he was in a
coma, with malignant hyperthermia, hyporeflexia, mydriasis,
tachycardia, and respiratory depression. A urine sample was
collected and sent to the CIT-RS laboratory. Hours later, the
patient died due to cardiorespiratory arrest. When screened
for classic drugs and medications [17], the urine sample tested
positive for MDA (> 10ug/mL), MDEA (561 ng/mL), MDMA
(>10ug/mL), ketamine (534ng/mL), lidocaine (1.7pg/mL),
and diclofenac (81 ng/mL). Typically, LSD and its metab-
olite 2-ox0-3-OH-LSD are detected at low concentrations
(below 25ng/mL) in urine samples. However, elevated con-
centrations may occur following high-dose LSD use [48-50].
Moreover, markedly high urinary concentrations of LSD and
2-0x0-3-OH-LSD can be observed in cases of severe poison-
ing or fatal outcomes. Favretto et al. reported postmortem
urine concentrations of LSD and 2-ox0-3-OH-LSD of 91.0 and
430.2ng/mL, respectively [51], which are comparable to those
found in Case 1. In this case, the concomitant presence of high
urinary levels of MDA and MDMA may have exerted a cumu-
lative effect contributing to death alongside LSD.

Case 2 involved a 35-year-old woman, reportedly a drug
user in withdrawal, though a psychiatric report raised sus-
picions of ongoing substance use. In this case, only the
main LSD metabolite, 2-ox0-3-OH-LSD, was detected.
Additional urine screening revealed the presence of MDA,
MDMA, 11-nor-A’-tetrahydrocannabinol carboxylic acid,
7-aminoclonazepam, citalopram, oxazepam, and temazepam. A
positive result exclusively for 2-oxo-3-OH-LSD without LSD de-
tection can be explained by the longer detection window of this
metabolite compared to the parent compound [48].

Case 3involved a 17-year-old male adolescent admitted to the hos-
pital presenting with intense agitation. The patient reported using
“N-bomb,” a common street name for substances containing
NBOMe derivatives. LC-MS/MS analysis for drugs and medica-
tions [17] also detected lidocaine, haloperidol, and promethazine,
which were administered during hospital care. No other drugs of
abuse were identified. Although the patient referred to NBOMe
use, NBOH compounds currently represent the majority of cir-
culating phenethylamines in Brazil [25, 52]. Ivory et al. described
a case series involving 25B-NBOH exposure, including a patient

with severe agitation, as observed in Case 3. That report also men-
tioned acute kidney injury and rhabdomyolysis [28]. In Case 3,
no renal damage was identified; however, elevated levels of total
and indirect bilirubin and creatine phosphokinase (CK) were ob-
served, suggesting hemolysis and muscle injury, likely related to
the intense agitation presented by the patient.

5 | Conclusion

In this work, a method for the analysis of 20 drugs of abuse,
including hallucinogens, synthetic cathinones, and synthetic
cannabinoids, was successfully developed and validated. The es-
tablished protocol is simple, efficient, and suitable for detecting
NPS at low concentrations. Validation followed the ANSI/ASB
Standard 036 guideline, with all assessed mandatory parameters
meeting the established acceptance criteria. As proof of applica-
bility, 24 urine samples from suspected poisoning cases were an-
alyzed, with three yielding positive results for at least one of the
target substances. The proposed method demonstrates strong
potential as a diagnostic tool for NPS-related intoxications and
can be readily implemented in clinical and forensic toxicology
laboratories.
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4.3. Artigo Ill

O artigo “Toxicology-confirmed drug exposure in Brazilian children: a case
series from a Poison Center”, publicado no periddico Journal of Ethnicity in
Substance Abuse (ISSN 1533-2659, fator de impacto 1.2, 2024), é exposto a
seguir. O estudo investigou o perfil toxicologico e epidemioldgico da exposicéo
infantil a drogas ilicitas no Rio Grande do Sul por meio da analise de amostras
de wurina de casos suspeitos atendidos pelo CIT-RS. Os resultados
demonstraram elevada frequéncia de deteccdo de drogas, principalmente
cocaina e produtos relacionados e maconha. Os achados evidenciam a analise
urinaria como uma ferramenta relevante para diagndstico toxicolégico e
toxicovigilancia em populagdes vulneraveis. O artigo pode ser acessado na
integra em: https://doi.org/10.1080/15332640.2026.2665728. Em virtude das
restricbes de direitos autorais impostas pela revista, o artigo completo ndo poéde
ser incorporado ao corpo da tese, visto que seu acesso € limitado aos assinantes

do periodico.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, os resultados obtidos demonstram que a analise
toxicoldégica em urina constitui uma ferramenta robusta e estratégica para a
toxicologia clinica e forense, com aplicagbes que transcendem o diagnostico
laboratorial e alcangam o campo da toxicovigilancia. A urina mostrou-se uma
matriz relevante no cenario toxicologico devido a sua ampla disponibilidade,
coleta facil e capacidade de concentrar produtos de biotransformacéo,
favorecendo a deteccdo de substancias em diferentes cenarios de exposicao.
Nesse contexto, a utilizacdo da LC-MS/MS usando diferentes preparos de
amostra permitiu atender as crescentes demandas analiticas no contexto clinico-
forense.

O desenvolvimento e a validacdo dos métodos analiticos propostos
permitiram ampliar significativamente o escopo da triagem toxicoldgica urinaria.
Inicialmente, foi possivel estabelecer um método multianalito capaz de detectar
simultaneamente 95 medicamentos e drogas de abuso, usando um protocolo
otimizado de dilute-and-shoot. O método apresentou sensibilidade adequada e
foi aplicado com sucesso em 840 amostras de casos atendidos pelo CIT-RS,
IGP-RS e SVO-AHVN. Um indice de positividade de 90,9% foi verificado e 78
dos 95 analitos foram detectados em ao menos uma amostra.

Posteriormente, a expansédo do escopo para NSP, incluindo catinonas
sintéticas, agonistas sintéticos de receptores canabinoides e alucindégenos,
evidenciou a necessidade continua de atualizagdo dos painéis analiticos frente
a rapida dinamica do mercado de drogas ilicitas, em especial das NSP. O método
desenvolvido com preparo por LLE foi validado e aplicado com sucesso em 24
amostras de casos clinicos atendidos pelo CIT-RS. Ao menos uma substancia
foi detectada em trés amostras, incluindo a fenetilamina sintética 25B-NBOH. No
escopo deste estudo, o caso descrito constitui o primeiro caso clinico confirmado
envolvendo 25B-NBOH no estado do Rio Grande do Sul. Esses achados
reforcam que métodos de escopo ampliado sdo essenciais para reduzir
resultados ndo detectados em painéis convencionais e, consequentemente,
diminuir a subnotificagdo da exposi¢céo a substancias emergentes.

Adicionalmente, o terceiro estudo apresentou 286 casos pediatricos
suspeitos de intoxicagao, nos quais drogas ilicitas foram detectadas em 32,9%
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das amostras. Cocaina e produtos relacionados (24,8%) e THC-COOH (9,4%)
foram as substancias mais prevalentes, evidenciando um cenario preocupante
de exposicgao infantil a substancias ilicitas. Esses dados ressaltam a importancia
da analise toxicoldgica ndo apenas para confirmagéo diagndstica, mas também
para a identificacdo de populacbes em situacdo de vulnerabilidade, o
monitoramento de tendéncias de exposicdo e a producido de dados
epidemioldgicos confiaveis.

Por fim, os achados aqui apresentados reforcam que a analise
toxicolégica em urina, associada a métodos multianalito baseados em LC-
MS/MS, representa uma ferramenta fundamental para o aprimoramento do apoio
ao diagndstico toxicolégico, das investigacdes forenses e das agdes de
toxicovigilancia. A incorporacdo de métodos sensiveis, seletivos e de amplo
escopo na rotina analitica pode contribuir para respostas mais qualificadas em
saude, pericia e vigilancia, especialmente diante da exposicdo simultdnea a
multiplas substancias e da emergéncia continua de novas substancias

psicoativas.
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Apresentacao do Projeto:

Resumo:

Ao longo dos ultimos anos, os casos de intoxicagdes tém aumentado no Brasil e no mundo, estando estes
principalmente relacionados com exposi¢do a farmacos e drogas de abuso. Assim, é de extrema importancia
que seja realizada a determinagdo dos toxicantes para que se proceda o melhor tratamento e manejo
correto do paciente. Na toxicologia clinica, a espectrometria de massas (MS) é a metodologia de escolha
para a determinacao de xenobiéticos em matrizes bioldgicas, ja que a partir dela é possivel gerar resultados
exatos e precisos. A MS é uma técnica analitica de identificagdo molecular baseada na analise da relagao
massa carga (m/z) do composto, tendo como resultado a produgédo de um espectro de massas. Diante do
exposto, esta proposta tem como objetivo desenvolver métodos multi-analito para a determinagéo de
farmacos, drogas de abuso e seus produtos de biotransformagao por utilizando a espectrometria de massas
como técnica analitica, de forma a gerar resultados confiaveis, rapidos e exatos, podendo assim auxiliar no
diagnodstico das intoxicagbes. Os métodos a serem desenvolvidos serdo aplicados em amostras
provenientes de casos atendidos pelo Centro de Informagéo Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS). A
partir da validagao analitica, sera possivel disponibilizar as técnicas desenvolvidas aos servigcos de avaliagao
e controle de intoxicagdes do Brasil. Ademais, os resultados obtidos através das andlises das amostras
contribuirdo como uma base de dados para o desenvolvimento de novas politicas de toxicovigilancia no Rio
Grande do Sul e Brasil.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Desenvolver metodologias analiticas para diagnoéstico laboratorial de intoxicagdes utilizando a
espectrometria de massas. A partir disso, aplicar os métodos em amostras oriundas de casos atendidos pelo

Centro de Informagao Toxicolégica do Rio Grande do Sul.

Objetivo Secundario:

Desenvolver de métodos para determinagédo de farmacos e drogas de abuso em sangue e urina por
espectrometria de massas; Desenvolver e validar métodos cromatograficos e espectrométricos; Proceder a
sintese de novos preparos de amostras; Aplicar o método em amostras de sangue

e urina de casos reais cedidas pelo Centro de Informagéo Toxicoldégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco a sua saude dos participantes voluntarios da pesquisa sera minimo, uma vez que a coleta de 3 mL
de sangue periférico e 10 mL de urina ja foi realizada durante o atendimento do caso pelo CIT/RS, na
unidade de saude onde o paciente fora atendido para envio ao laboratério do CIT/RS. A coleta de sangue
pode ter alguns efeitos indesejados, como hematomas e dor no local da picada, assim como a coleta de
urina pode gerar

constrangimento ao paciente. No entanto, pelo projeto usar amostras de descarte, ndo sera
solicitada/realizada nenhuma coleta com pacientes. Além disso, um possivel risco sera a quebra acidental o
sigilo, por meio da utilizagdo dos dados de atendimentos. Para evitar isso, serdo tomadas medidas para que
essa quebra ndo venha a ocorrer de forma alguma, tais como identificacdo das amostras e casos com
cédigo numérico proprio,diferente do ja existente na rotina do CIT/RS. Nenhum dos pesquisadores tera
acesso ao nome dos pacientes ou quaisquer outra informacgédo nao citada no projeto. Todas informagdes
serdo guardadas em arquivos do tipo Excel ou Word com login e senha, tendo acesso a estes arquivos
somente os pesquisadores integrantes deste projeto de pesquisa. Além disso, uma lista mestra com os
codigos numéricos das amostras e relagdo com a numeragdo propria do CIT/RS sera feita e mantida
exclusivamente em guarda com a responsavel e chefe de divisdo do CIT/RS, MSc. Viviane Cristina Sebben.

Beneficios:
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Serdo desenvolvidas metodologias analiticas para o diagnéstico de intoxicagdes por farmacos e drogas de
abuso. Além disso, serdo implementados métodos na rotina do Nucleo de Analise Laboratorial do Centro de
Informagao Toxicolégica do Rio Grande do Sul, assim como poderéo ser disponibilizados por outros centros
de informacao e assisténcia toxicoldgica. Por fim, os resultados obtidos através das analises das amostras
contribuirdo como uma base de dados para o desenvolvimento de novas politicas de toxicovigilancia no Rio
Grande do Sul e Brasil.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa possui relevancia académica e a parceria UFCSPA/CIT, otimizando recursos financeiros e
colaborando para formagdo de recursos humanos atentos as necessidades que rido atender Individuos
atendidos pelo Centro de Informagédo Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS) realizaram o uso de pelo
menos uma das substancias (farmacos e drogas de abuso) elencadas no estudo, tendo assim oportunidade
de utilizagdo de amostras, antes descartadas, para a confirmagdes dos resultados da metodologia analitica
instrumental em desenvolviento nessa pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos de apresentagdo obrigatéria apresentados foram revisados e encontram-se adequados. A
solicitagcdo de dispensa do TCLE foi devidamente justificada através da carta-resposta, onde foi dado todo o
esclarecimento sobre as amostras, que ja chegam coletadas ao CIT, ndo havendo possibilidade de contato
com o participante; contudo ha risco de quebra de sigilo e por isso a equipe adotara cédigo numérico
préprio, diferente do ja existente na rotina do CIT/RS.Nenhum dos pesquisadores tera acesso ao nome dos
pacientes ou quaisquer outra informagédo nao citada no projeto. Todas informagdes serdo guardadas em
arquivos do tipo Excel ou Word com login e senha, tendo acesso a estes arquivos somente os
pesquisadores integrantes deste projeto de pesquisa. Além disso, uma lista mestra com os cédigos
numéricos das amostras e relagdo com a numeracgao prépria do CIT/RS sera feita e mantida exclusivamente
em guarda com a responsavel e chefe de divisdo do CIT/RS, MSc. Viviane Cristina Sebben. As amostras
durante 3 meses sdo guardadas como contra-prova. Nenhuma amostra sera cedida pelo CIT/RS antes
deste periodo. Apds este periodo, todas amostras sdo consideradas de descarte, mas ndo sdo
necessariamente descartadas. O NAL-CIT/RS mantém parte das amostras para uso interno, como uso em
controle interno de qualidade, uso em validagdes de metodologias analiticas, sintese de controles positivos,
dentre outros, possibilitando o uso de amostras de casos de 2018 e 2019. Com a quantidade de amostras ja
guardadas e a média de andlises de emergéncia realizadas por ano, espera-se atingir no minimo o nimero
de 400 amostras, tendo assim garantia de se alcangar
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esse valor.

Recomendacoes:
N&o se aplica.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

N&o se aplica.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
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Investigador
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CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE

Continuagao do Parecer: 4.328.757

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

PORTO ALEGRE, 08 de Outubro de 2020
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Assinado por:
Fernanda Bordignon Nunes

(Coordenador(a))
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