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RESUMO

A técnica de dried matrix spots (DMS) consiste em um procedimento de coleta de
matrizes biolégicas diretamente em papel filtro com especificacbes padronizadas
para posterior analise das substancias de interesse. Diante das vantagens descritas
para esta técnica, novas metodologias vém sendo desenvolvidas para aplicagdo em
diversas areas, dentre elas na toxicologia. Neste contexto, € de interesse o
desenvolvimento de uma metodologia que utilize o fluido oral (FO) como matriz
biolégica, investigando a viabilidade da técnica de dried oral fluid spots (DOFS) na
andlise de drogas de abuso. O objetivo deste trabalho consistiu em validar método
analitico quantitativo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM) para andlise simultanea de cocaina, 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA), anfetamina, benzoilecgonina (BZE) e cocaetileno utilizando DOFS. O FO
foi aplicado em papel filtro Whatman® 903 e o tempo necessario para completa
secagem foi estudado. Os solventes utilizados no processo de extragcdo foram
definidos através de abordagem quimiométrica, utilizando desenho simplex centroide
para otimizacdo. A curva de calibracao foi definida cobrindo o intervalo linear de 40-
500 ng/mL. Os parametros de validagdo avaliados foram: linearidade, precisao,
exatiddo, seletividade, efeito residual, efeitos de matriz e estabilidade. Além disso,
foram investigadas a homogeneidade e a influéncia do volume de amostra aplicado
no spot. O tempo de secagem ideal foi definido em 2,5 horas. O desenho
guimiométrico permitiu a otimizacdo da escolha dos solventes para a extracdo
liquida, sendo definido o uso de acetonitrila:acetato de amdnio:metanol (55:35:10
v/v) para a extragcdo. A homocedasticidade da curva foi confirmada pelo teste de
Cochran e o modelo linear proposto foi considerado adequado. Nao foram
observados interferentes na avaliacao de seletividade e efeito residual. A avaliacéo
da homogeneidade do spot apresentou menos de 15% de desvio do valor nominal
de concentracdo e o volume de amostra aplicado de até 100 pL néao prejudicou a
exatiddo, confirmando a homogénea difusdo da amostra no papel. A realizacdo
deste trabalho abre precedentes ao demonstrar a viabilidade da aplicagcdo de DOFS
para a quantificacdo de drogas de abuso e oportuniza o surgimento de novos
estudos que ampliem a utilizacdo desta técnica em outras matrizes biologicas e

novos contextos de aplicagao.

Palavras-chave: Dried matrix spots; manchas secas; fluido oral; drogas de abuso.






ABSTRACT

Dried matrix spots (DMS) consist of a sampling technique which comprises the
collection of a small volume of a biological fluid onto a specific filter paper for further
analysis. Due to the several advantages of the technique, DMS started to be
employed for different purposes, with an increase of applications in toxicology in the
last decade. In this context, it is of interest the development of a methodology using
oral fluid (OF) to investigate the feasibility of dried oral fluid spots (DOFS) in drugs of
abuse analysis. The aim of this work was to validate a liquid chromatography—mass
spectrometry method using DOFS for the simultaneous quantification of cocaine,
benzoylecgonine, cocaethylene, amphetamine, and 3,4-
methylenedioxymethamphetamine. The oral fluid was applied to a Whatman® 903
grade paper and complete drying time was studied. The extraction procedure was
optimized by chemometric approach using simplex centroid design. Calibration
curves covered a linear concentration range of 40-500 ng/mL. Validation parameters
of linearity, precision, accuracy, selectivity, carryover, matrix effects, and stability
were evaluated. Besides, spot homogeneity and the influence of spot volume were
also studied. The ideal drying time was set at 2.5 hours. The chemometric design
allowed the optimization of liquid extraction, being defined a mixture of
acetonitrilezammonium acetate:methanol (55:35:10 v/v) as the solvent extraction.
Homoscedasticity of the calibration curve was confirmed by Cochran’s test and the
proposed linear model was considered adequate. No interferences were observed in
the evaluation of carryover and selectivity. Spot homogeneity was considered
satisfactory, with less than 15% of deviation from nominal concentration. Spot volume
did not influence accuracy when less than 100 pL of the sample was applied onto the
spot, confirming the homogeneous diffusion of the sample on the paper. The
validation of the proposed method demonstrates the feasibility of DOFS application
and set precedents for new studies that expand the use of this technique in other

biological matrices and new application contexts.

Keywords: Dried matrix spots; oral fluid; drugs of abuse.






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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CG - Cromatografia gasosa

CLAE-EM - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
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MDA - 3,4-metilenodioxianfetamina
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1 INTRODUCAO

Aproximadamente 275 milhdes de pessoas fizeram o uso de drogas de abuso
pelo menos uma vez em 2019, sendo que somente na América Latina esse numero
€ estimado em 17 milhfes. Pelo menos 0,7 por cento da populacdo adulta mundial
sofre de transtornos pelo uso de substancias psicoativas e, considerando a projecao
de crescimento populacional, hd um potencial aumento de 25 milhdes de usuarios
destas substancias até 2030 (UNODC, 2021).

A cocaina e os estimulantes do tipo anfetaminicos se destacam no mercado
de substancias psicoativas, apresentando padrdes globais de oferta e demanda
interligados e complexos. Os dados sugerem que o mercado de estimulantes
anfetaminicos continuou a aumentar globalmente, atingindo quantidade recorde de
apreensbes em 2019, com aumento de 64 por cento em comparagdo ao ano
anterior. lgualmente para a cocaina, a produ¢cdo mundial dobrou entre 2014 e 2019,
atingindo o maior indice ja registrado (UNODC, 2021). A maior quantidade de
apreensdo de cocaina ocorreu no continente americano, concentrando 83 por cento
das apreensdes. Somente no Brasil, foram identificadas 1,5 milhdo de pessoas
usuarias dessa substancia em 2016, compreendendo um grave problema de saude
publica (UNODC, 2021).

O crescimento do uso acompanhou a transicdo socioecondmica de paises em
desenvolvimento como o Brasil e, em paises emergentes, o impacto desse
crescimento € observado com maior intensidade. No Brasil, a abordagem de
consumo de substancias psicoativas € ainda mais preocupante considerando o
contexto social e a limitacdo de acesso a servicos que proporcionem diagndsticos e
tratamentos adequados aos usuarios. Ainda existe uma grande dificuldade na
educacado para prevencao do uso de drogas, bem como no tratamento, que inspira
cuidados e apoio ao usuario.

Considerando o impacto social do crescente uso de substéncias psicoativas,
€ de grande importancia que métodos analiticos estejam disponiveis para analise de
fluidos biolégicos com fins de diagndstico e acompanhamento de usuarios. A
viabilidade de um bom diagnéstico que permita a detecgcéo precoce do abuso destas
substéancias, principalmente em adolescentes e adultos jovens, pode possibilitar o
manejo adequado e em tempo dos usuarios nos estagios iniciais da dependéncia

quimica. Entretanto, a realidade brasileira impde dificuldades na implantacdo destes
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monitoramentos, associadas a disponibilidade de reduzidos parques tecnolégicos,
concentragdo de laboratérios oficiais em capitais ou grandes cidades e dificuldades
no transporte e manejo de fluidos bioldgicos por longas distancias e em temperatura
adequada.

Neste contexto, a técnica de DMS se destaca como uma técnica de
amostragem de grande interesse por aliar vantagens como a simples coleta, o facil
armazenamento e transporte e a utilizacdo de baixas quantidades de matrizes
biolégicas para a sua realizacdo. Amplamente estudada e aplicada utilizando a
matriz sangue, o uso de DMS aplicado a matriz FO é escassamente relatado na
literatura. Entretanto, a sua utilizagcéo viria ao encontro dos requistos desejaveis de
uma metodologia analitica na area da toxicologia, permitindo aliar as vantagens da
técnica de DMS com as da utilizacdo da matriz FO.

A investigacdo da viabilidade da técnica de DMS aplicada ao FO, ou DOFS,
para deteccdo e quantificagdo de drogas de abuso pode ter grande validade e
aplicabilidade ao contornar fatores que dificultam a coleta e viabilizar amostragens
no proprio local de abordagem, como no transito brasileiro, em clinicas para
acompanhamento de dependentes e no monitoramento de uso de substancias
psicoativas. Além disso, o desenvolvimento da metodologia utilizando CLAE-EM
pode permitir a sua difusdo e ampla disponibilidade ao empregar instrumental
disponivel a nivel nacional, aliado a especificidade fornecida pelo detector de
massas. Ao aliar rapidez, robustez e confiabilidade, a técnica atende aos preceitos
das analises toxicologicas, primando pelos principios de economicidade e podendo

ser viavel na aplicacdo de analises de provas e contraprovas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Desenvolver e validar método por CLAE-EM para quantificacdo de MDMA,
anfetamina, BZE, cocaina e cocaetileno, verificando a viabilidade da aplicacdo da

técnica de DMS para o FO.

2.2 ESPECIFICOS

o Desenvolver procedimento de DMS para FO através da definicdo de protocolo
de secagem e puncéo do papel.

o Desenvolver o método analitico definindo protocolo de extracdo e condicdes
analiticas ideais.

o Validar método de quantificacdo para cocaina, BZE, cocaetileno, MDMA e
anfetamina por CLAE-EM.

o Avaliar condi¢cdes de homogeneidade e volume de aplicacdo de FO para a

técnica desenvolvida.
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3 REVISAO DO TEMA
3.1 DERIVADOS ANFETAMINICOS

Os compostos anfetaminicos sdo considerados substancias psicoativas
estimulantes do sistema nervoso central (SNC) e sua utilizacdo esta associada a
busca pela melhora no desempenho fisico e mental. Quimicamente, os derivados
anfetaminicos apresentam a estrutura basica da B-feniletilamina, que permite
substituicGes no anel aromatico e nos carbonos alfa, beta e no grupo amino terminal
originando uma grande variedade de derivados. A substituicdo no anel aromatico,
como no caso do MDMA, esté relacionada a uma conhecida e importante atividade
alucinbgena e a partir dessa substituicdo, analogos como o0s metilenodioxi
substituidos sdo produzidos. Estes derivados caracterizam-se por ndo possuirem
aplicacoes terapéuticas, sendo reconhecidamente substancias controladas
veiculadas no mercado ilicito como drogas de abuso (PASSAGLI; RODRIGUES,
2013).

NH,

Figura 1. Estrutura basica dos compostos anfetaminicos: B-feniletilamina.

Estes poderosos estimulantes do SNC séo utilizados desde o inicio dos anos
1900. Ao longo dos anos diversas modificagdes foram realizadas na estrutura basica
para fins de diminuicdo de efeitos colaterais e alteracbes das atividades
farmacolégicas (PASSAGLI; RODRIGUES, 2013).

Os anfetaminicos ocupam, h& alguns anos, um lugar proeminente no mercado
de drogas de abuso da Europa Ocidental e Central. Entretanto, as maiores
apreeensofes foram registradas na América do Norte e no leste e sudeste asiatico
entre os anos de 2015 e 2019 (UNODC, 2021). O tipo de substancia utilizada e a
forma como é administrada varia consideravelmente entre as regiées do mundo. Em
alguns locais, a qualidade das informacfes sobre aspectos do mercado destes
compostos permanece limitada, como no caribe, que nao dispde de informacgbes

recentes sobre a extensdo do uso de anfetaminas entre adultos (UNODC, 2021).
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O alto custo de revenda fomenta o trafico destas drogas, j& disseminadas em
paises como o Brasil. E comum a presenca de produtos paralelos de sintese, como
residuos de solventes e reagentes, além de adulteracbes, com a adicdo de
substancias como catinonas, femproporex, anfepramona (dietilpropiona), cafeina e
efedrina a fim de mimetizar os efeitos estimulantes (CAZENAVE; COSTA, 2008;
PASSAGLI; RODRIGUES, 2013).

Além dos riscos cardiovasculares associados ao abuso destas substancias, o
uso de derivados anfetaminicos reflete ainda um aumento significativo no risco de
acidentes de transito, uma vez que podem induzir a perda de concentracdo e
atencdo. Ainda, a dilatacdo das pupilas (midriase) aumenta a sensibilidade a
cegueira pela luz e a euforia pode diminuir a percepc¢do do risco no transito
(CONCHEIRO et al., 2006).

3.1.1 Anfetamina

A anfetamina é o composto original dessa classe de substancias, sintetizada
pela primeira vez com fins de utilizacdo em tratamentos farmacologicos. Com a
descoberta de seu efeito estimulante, esta foi comercializada na segunda guerra
mundial para combater a fadiga dos soldados e, posteriormente no Japao para
aumentar a capacidade no trabalho (CAPELA; CARVALHO, 2015). Pela sua acgéo
estimulante, a anfetamina é capaz de despertar estado de alerta no individuo, bem
como causar efeitos de euforia, melhora de humor e insénia (CAPELA; CARVALHO,
2015).

CHg

NH,

Figura 2. Estrutura quimica da anfetamina.

O uso da anfetamina é realizado normalmente por via oral, podendo ser

consumida também por via inalatéria ou injetavel. A substancia é metabolizada
principalmente a nivel hepatico, através da agéo das enzimas do citocromo P450. O
metabolismo ocorre principalmente através de N-deaminacdo e oxidacdo no
correspondente &cido benzoico que € posteriormente conjugado com glicina e

7

excretado como o correspondente &cido hiparico. Também é biotransformada
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através da hidroxilagdo na posicdo quatro do anel aromatico, gerando a 4-
hidroxianfetamina, seguida por conjugacdo com sulfatos no grupamento fendlico
(KRAEMER; MAURER, 2002). A excrecdo ocorre fundamentalmente pela via
urinaria e € altamente dependente do pH da urina, ja que, por serem bases fracas,
sua excre¢ao aumenta com a acidificacdo da urina e diminui com a alcalinizacao
(KRAEMER; MAURER, 2002). Quanto ao FO, a anfetamina aparece rapidamente
nesta matriz apos a administracdo por via oral. A presenca da anfetamina no FO
deve ser interpretada como resultado positivo para o uso recente dessa substancia
ou de derivados que sdo metabolizados a ela (CONE; HUESTIS, 2007).

Os efeitos atribuidos a anfetamina, assim como seus derivados, provém da
liberacdo de neurotransmissores monoaminérgicos que esta substancia é capaz de
promover, principalmente noradrenalina, dopamina e serotonina (CARVALHO et al.,
2012). Embora todas as anfetaminas possuam capacidade de atuar sobre
transportadores monoaminérgicos, a afinidade e, portanto, a maior ou menor
atuacao sobre determinado neurotransmissor irA depender de sua estrutura quimica.
A anfetamina possui maior afinidade pelo transportador da dopamina, enquanto o
MDMA possui maior afinidade pelo transportador da serotonina (CAPELA et al.,
2009).

3.1.2 MDMA

Extase ou ecstasy € um termo que tradicionalmente é utilizado para descrever
comprimidos contendo MDMA. A estrutura quimica do MDMA difere da anfetamina
através de uma importante modificacdo estrutural nas posicbes 3 e 4 do anel
aromatico, com a insercdo de um grupamento metilenodioxi. A substituicdo no anel
aromatico leva a efeitos farmacoldgicos que compreendem uma mistura da acéo
estimulante da anfetamina e alucinbgeno da mescalina (KALANT, 2001). Rotas
sintéticas de producdo ilicitas de MDMA geram normalmente uma mistura racémica
de isbmeros. O isbmero S(+) do MDMA é considerado o responsavel pelos efeitos
psicoestimulantes e empaticos e o R(-) pelas alucindégenas (LA TORRE et al., 2004).
Usuérios de MDMA reportam efeitos como mudanga nas emocdes e sentimentos,
melhora na comunicagdo, empatia, alteragbes na cognicdo e percepcao,
alucinagoes, euforia, estimulo sexual, aumento da autoestima e de energia. Esses

efeitos fazem com que o MDMA seja classificado como substancia entactégena.
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Como estimulante, apresenta efeitos simpatomiméticos, que incluem vasoconstricdo
periférica, broncodilatacdo, estimulacdo cardiorrespiratoria, dilatacdo das pupilas e
supresséo de apetite (LA TORRE et al., 2004; LOGAN; COUPER, 2003). Diversos
sistemas de neurotransmissores sdo afetados pelo MDMA, entre eles os da
norepinefrina, serotonina, dopamina e acido gama-aminobutirico. O MDMA promove
a liberacdo de serotonina, levando ao aumento da mesma na fenda sinaptica (LA
TORRE et al., 2004; LOGAN; COUPER, 2003).

< | HN
~
O CHg
Figura 3. Estrutura quimica do MDMA.

O MDMA é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e atinge o pico
de concentracdo plasmatica aproximadamente 2 horas ap0s a administracao oral
(LA TORRE et al., 2004). A droga é biotransformada principalmente no figado e
majoritariamente pela enzima CYP2D6 (KALANT, 2001). Mdltiplas sdo as vias
responsaveis pela biotransformacdo do MDMA. Primariamente o processo envolve a
N-demetilagdo e O-demetilacdo. A N-demetilacdo leva a formacdo da 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA), produto ativo que exibe atividades farmacologicas
bastante semelhantes ao MDMA. A O-demetilacdo do MDMA e MDA produz a 3,4-
dihidroximetanfetamina e a 3,4-dihidroxianfetamina, respectivamente. Outros
produtos também podem ser formados através da O-metilacdo da 4-hidroxi-3-
metoximetanfetamina e 4-hidroxi-metoxianfetamina, deaminacdo e conjugacdo (LA
TORRE et al.,, 2004). A demetilacdo relevante do ponto de vista toxicolégico é
catalisada pela enzima polimorfica CYP2D1 e pela enzima néao polimorfica CYP3A,
assim como por mecanismos CYP independentes. Assim, efeitos hepatotoxicos e
neurotoxicos decorrentes da desmetilacdo podem ser independentes do
polimorfismo genético (KRAEMER; MAURER, 2002). Aproximadamente 15% da
dose de MDMA administrada é excretada de forma intacta na urina em 24 horas,
1,5% sao excretados como MDA, 17,7% como 3,4-diidroxi-metanfetamina (HHMA),
22,7% com 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA) e 1,3% como 4-hidroxi-3-
metoxi-anfetamina (HMA) (LA TORRE et al., 2004).
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Quanto a cinética do MDMA no FO, a relacdo entre as concentragdes nesta
matriz e no sangue ja demonstraram estar altamente correlacionadas. A
concentracéao é ligeiramente superior no FO devido ao alto pKa do MDMA e da baixa
ligacdo com as proteinas plasmaticas (CONE; HUESTIS, 2007). A administracéo de
doses de 75 a 100 mg de MDMA, que sao doses recreacionais usuais, apresentou
uma cinética de concentracdes variadas ao longo do tempo, compreendendo valores
de 42 a 6500 ng/mL, com pico de concentracdo 1,5 horas apoés a ingestao (LALOUP
et al., 2005; NAVARRO et al., 2001; WOOD et al., 2005). Como base fraca, 0o MDMA
sofre efeito de ion trapping no FO, levando a concentracbes maiores que as
plasmaticas e janelas de detec¢do mais amplas (BOSKER; HUESTIS, 2009).

Na dultima década, o mercado ilicito dessa substancia sofreu grandes
mudancas e cresceu em complexidade. Os comprimidos comercializados com este
nome atendem a uma diversidade de composi¢cdo, podendo conter a substancia
pura, pouco ou até nada de MDMA. Indicadores como o numero de laboratérios
identificados, a quantidade de apreensdes e as tendéncias de trafico mostraram
clara tendéncia de alta da oferta desta substancia entre 2011 e 2019 (UNODC,
2021). O padrao de uso do MDMA permanece basicamente relacionado a raves e
casas noturnas desde a sua entrada no Brasil (ALMEIDA; SILVA, 2003). Embora
possua a reputacao equivocada de seguro, o éxtase preenche o critério de droga
causadora de dependéncia definida pela Associacdo Americana de Psiquiatria e sua
utilizacdo esta associada a hipertermia, complicacdes cardiovasculares, faléncia
renal e hepatica, podendo evoluir a morte (CAZENAVE; COSTA, 2008).

O MDMA é ilicitamente vendido na forma de comprimidos, que apresentam
uma grande variedade de cores e simbolos (ALVES et al., 2013). As doses
encontradas para o MDMA podem variar de 0 a 200 mg em comprimidos
apreendidos (PARROTT, 2004). Em estudo conduzido no Rio de Janeiro, Alves e
col. (2013) demonstraram que embora outras substancias psicoativas possam ser
encontradas nos comprimidos de ecstasy, o MDMA ainda é o principal constituinte
(ALVES et al.,, 2013). Dentre as outras substancias comumente adicionadas
destaca-se o uso de cafeina, difenidramina e teofilina (ALVES et al., 2013) e outros
derivados anfetaminicos estimulantes, como o metilfenidato e metanfetamina
(LOGAN; COUPER, 2003). Dos comprimidos analisados por Alves e col. (2013),
aproximadamente 53% continham cafeina, utilizada possivelmente com a tentativa

de mimetizar o efeito estimulante buscado pelo usuéario (ALVES et al., 2013).
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Em estudo conduzido por Wu e col. (2009), 41% dos usuarios de MDMA
apresentaram problemas paralelos relacionados ao abuso de alcool, 30% ao de
maconha, 10% ao de cocaina, 8% de medicamentos para dor/opidides e 3% de
tranquilizantes (WU et al., 2009). O estudo mostrou que aqueles que utilizaram
recentemente MDMA apresentaram duas vezes maior chance de utilizar maconha e
analgésicos opioides, estabelecendo uma possivel relagdo entre o usuario de MDMA
e 0 desenvolvimento de desordens relativas ao abuso de outras substancias (WU et
al., 2009).

3.2 COCAINA

A cocaina é um alcaloide natural presente nas folhas de Erytroxylum coca,
popularmente conhecida como coca, sendo um arbusto nativo da regido andina e da
América do Sul (MANTOVANI; PEGO; YONAMINE, 2015). Apresenta efeitos
psicoestimulantes semelhantes aos dos compostos anfetaminicos, sendo
administrada comumente por inalacdo e via intravenosa e de maneira mais rara
através da ingestdo. A cocaina representa atualmente um problema de saude
publica mundial. O nimero de usuarios é hoje estimado em 20 milh&es de pessoas,
0 que representa 0,4% da populacdo mundial adulta com idades entre 15 e 64 anos.
Em 2019, a estimativa de producéo global dobrou comparada a 2014, atingindo o
maior nivel ja relatado (UNODC, 2021).
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Figura 4. Estrutura quimica da cocaina.

No SNC, a cocaina tem seu efeito relacionado a atuacdo nos
neurotransmissores dopamina, norepinefrina e serotonina. O efeito estimulante é
atribuido em parte a ligacdo com os receptores dopaminérgicos D1 e D2 pos-
sinapticos (PASSAGLI; CARVALHO, 2013). Administrada por via intranasal, a
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cocaina apresenta absorcéo rapida e tempo de meia vida relativamente curto, de
aproximadamente 60 minutos (PASSAGLI; CARVALHO, 2013). A distribuicdo
também ocorre rapidamente, sendo distribuida em maiores concentracées no
cérebro, baco, rins, pulmdes, sangue, coracdo e musculo (MANTOVANI; PEGO;
YONAMINE, 2015). A eliminacao é realizada majoritariamente pela biotransformacéo
hidrolitica em dois produtos, o éster metilecgonina, resultante da hidrolise do
benzoato da cocaina pelas colinesterases hepaticas e plasmaticas, e o principal
produto, a BZE, obtida por reacdo hidrolitica espontanea em pH fisiolégico e por
acao das carboxilesterases (MANTOVANI; PEGO; YONAMINE, 2015; PASSAGLI,
CARVALHO, 2013). A cocaina e seus metabdlitos aparecem rapidamente no FO
apos todas as rotas de administracdo. As altas concentracdes de cocaina e BZE no
FO sdo observadas logo ap6s a administracdo intranasal e fumada. As
concentra¢gdes de cocaina diminuem rapidamente em aproximadamente 1 h; a partir
do qual tendem diminuir em paralelo com o sangue (CONE; HUESTIS, 2007). Um
importante marcador do uso simultdneo de cocaina e etanol € o produto da
transesterificacdo hepatica da cocaina em cocaetileno (PASSAGLI; CARVALHO,
2013).

3.3 FLUIDO ORAL

O FO pode ser definido como a mistura da saliva e outros materiais
encontrados na cavidade bucal. Difere da saliva principalmente por esta segunda
consistir somente no material expelido pelas glandulas salivares e o FO consistir em
toda matriz expelida pela cavidade bucal, podendo conter bactérias, células
epiteliais, eritrécitos, leucdcitos e residuos provenientes da alimentagdo. O FO
contém eletrdlitos comuns aos do plasma como potassio, sédio, cloretos e
bicarbonatos, além de enzimas, imunoglobulinas e DNA (CROUCH, 2005).
Entretanto, a maior parte do FO é agua. A concentracdo ibnica desta matriz é
variavel e dependente do ritmo circadiano e, se comparada ao plasma, é hipotonica.
A concentragdo ibnica é diretamente influenciada pela salivacédo, que por sua vez é
estimulada pelo olfato, paladar, dor, alteragbes hormonais e medicamentos
simpatomimeéticos (APS; MARTENS, 2005).

A grande maioria das substancias é transferida para o FO atraves de difuséo

passiva simples, caracterizada pela transferéncia do composto em fungdo do
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gradiente de concentracdo, a area de superficie na qual a transferéncia ocorre, a
espessura da membrana e as propriedades de cada molécula (APS; MARTENS,
2005). Devido ao efeito de ion trapping, bases fracas s&o detectadas em
concentracdes e tempos maiores no FO do que no plasma. Este efeito depende do
pKa e da lipofilicidade da molécula e ocorre devido a diferenca de pH entre o
sangue, que possui pH em torno de 7,4 e o FO que pode variar o pH de 4 a 6.
Assim, substancias livres ndo ionizadas estdo em equilibrio sangue/FO, mas em pH
menores, as bases fracas ionizadas diminuem a passagem através das membranas
e 0 retorno para o sangue, aumentando a concentra¢do no FO (BOSKER; HUESTIS,
2009).

Embora o potencial do FO de refletir a concentracdo sanguinea da substancia
tenha levado a um aumento significativo do seu uso, algumas consideracfes devem
ser feitas. Além do ja citado efeito de ion trapping para bases fracas, deve-se
considerar também a contaminacdo da cavidade bucal ocorrida quando a droga é
fumada ou administrada oralmente. Nesse caso, a concentracdo encontrada pode
nao refletir necessariamente a concentracdo plasmatica, podendo interferir na
quantificacdo da substancia, mas aumentando sua possibilidade de deteccéo
(CROUCH, 2005).

Entre as principais vantagens do uso do FO como matriz bioldgica alternativa
destaca-se a boa correlacdo com o estado clinico do individuo e a facilidade de
coleta, sendo essa nao invasiva, podendo ser realizada no momento da abordagem
de forma assistida, eliminando a necessidade de instalagcdes especiais e riscos de
contaminacdo (FREDERICK, 2012). Os avanc¢os tecnoldgicos que permitiram o
desenvolvimento de metodologias mais sensiveis levaram ao reconhecimento desta
matriz como recomendacao internacional por guias oficiais que normatizam analises
toxicolégicas em abordagens de transito, como o Substance Abuse and Mental
Health Services Administration e o Driving under the Influence of Drugs, Alcohol and
Medicines project (BOSKER; HUESTIS, 2009; CONE; HUESTIS, 2007; WALSH et
al., 2008).

3.4 TECNICA DE DRIED MATRIX SPOTS

A técnica de DMS consiste na aplicacéo e difusdo de pequena quantidade da

matriz biolégica de interesse sobre um papel filtro com especificacdo propria para
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este fim e posterior andlise. Embora recentemente venha ganhando espaco dentro
da toxicologia, esta técnica é conhecida e aplicada para fins diagnésticos utilizando
sangue na deteccdo neonatal da fenilcetonuria (GUTHRIE; SUSI, 1963) e outras
desordens metabdlicas, no conhecido “teste do pezinho”.

Dentre as matrizes mais populares, certamente destaca-se 0 sangue como a
mais utilizada, na técnica conhecida como dried blood spots (DBS). Relatos
historicos evidenciam o uso do papel filtro para coleta de fluidos biolégicos ha mais
de um século e a linha historica de utilizacdo e aperfeicoamento destas técnicas
denotam a sua evolugdo (HANNON; THERRELL, 2014). Entretanto, muitos
consideram como a primeira utilizacao e, de fato, a que gerou notoria popularidade,
a realizada em 1961 por Guthrie, que utilizou o papel filtro (Whatman n°® 3) para a
coleta de sangue e dosagem de fenilalanina, assim diagnosticando a fenilcetonuria
(GUTHRIE, 1961). Em 1963, o uso da técnica foi relatado na triagem neonatal desta
doenca, sendo rapidamente difundido como medida de salde publica,
permanecendo até hoje como tal (GUTHRIE; SUSI, 1963). Ainda nestes estudos, a
padronizacdo do papel filtro foi discutida, ressaltando a influéncia de algumas
especificacdes na qualidade da técnica, como a utilizacdo do papel com grau 903 e
a padronizacéo do diametro da mancha para deteccéao.

A partir de sua primeira implementacéo, a técnica ganhou popularidade e seu
uso foi ampliado para a deteccdo de outros analitos. Entretanto, durante alguns
anos, a sua efetiva utilizacéo foi barrada pela falta de métodos analiticos sensiveis,
que tornassem possiveis a deteccao qualitativa e quantitativa de baixas quantidades
e com alta especificidade. Com a introducéo de detectores mais sensiveis como 0s
detectores de massas, tornou-se possivel a amplificacdo desta ferramenta para o
uso em triagens neonatais, no diagnostico de doencas e, mais recentemente, no
monitoramento terapéutico (HANNON; THERRELL, 2014).

Atualmente, dois procedimentos de coleta utilizando papéis filtros séo
usualmente realizados. O primeiro consiste na punc¢ao venosa (no caso do DBS) ou
coleta de outra matriz diretamente no cartdao, sem volume predefinido de aplicacéo.
Neste caso, a quantidade de amostra a ser analisada dependera do diametro da
puncao realizada no papel. No segundo procedimento, uma quantidade predefinida
de amostra é aplicada no papel utilizando pipeta ou outro instrumento volumétrico
para auxiliar. Esta segunda aplicacdo é principalmente utilizada no caso de matrizes

alternativas, como urina, suor e FO, nas quais néo realiza puncao capilar venosa e,
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portanto, a coleta € normalmente feita externamente. Embora diferentes, os dois
procedimentos objetivam e devem garantir a constante quantidade de material a ser
analisada, garantido a repetibilidade e reprodutibilidade da técnica. Apds a coleta, a
andlise segue com a posterior secagem, puncao do spot e extracdo dos analitos de
interesse da matriz seca, procedimento que pode ser realizado através de extracdo
liguida ou através de métodos mais complexos e onerosos como extracdo em fase
sélida ou dessorc¢édo direta (CRAWFORD et al., 2011; WISEMAN et al., 2010).

O papel filtro utilizado para coleta nesta técnica deve apresentar
especificacdes bem estabelecidas e ser desenvolvido para absorver um volume
especifico de amostra em determinada area do material (JESUS; CHACE, 2012), a
fim de garantir a reprodutibilidade na aplicacdo da técnica. Antes da utilizacdo do
papel filtro como ferramenta de triagem neonatal, nenhum controle sobre a
qualidade dos mesmos era realizado. Com a crescente inconsisténcia na
homogeneidade surgiu a necessidade de monitorar a qualidade do papel filtro
produzido. Atualmente os papéis utilizados na coleta de sangue devem apresentar
homogeneidade e consisténcia entre os lotes que atendam ao especificado no
padrdao aprovado NBS-01-A7 do Clinical and Laboratory Standards Institute,
atualmente em sua sétima edi¢do (CLSI, 2021). Uma vez que a puncéo realizada no
papel determina a retirada de um volume de amostra para andalises quantitativa, é
imperativo que este material apresente um grau de uniformidade tal que a diferenca
entre lotes ndo influencie na performance das analises realizadas. O Centers for
Disease Control and Prevention’s Newborn Screening Quality Assurance Program
(NSQAP) avalia a qualidade de diferentes papéis grau 903 por mais de 30 anos nos
Estados Unidos (JESUS; CHACE, 2012). Dentre os testes que avaliam a qualidade
do papel filtro estdo: o volume de soro contido em um disco esférico de diametro de
3,2 mm retirado de um DBS preparado com volume padrdo de sangue com valor de
hematocrito conhecido; o tempo requerido para absorver um volume padrdao de
sangue; a aparéncia do DBS; e o tamanho da mancha criada através da aplicacdo
de um volume padréo de amostra (HANNON; THERRELL, 2014).

A puncéo é realizada na parte central da mancha aplicada sobre o papel para
apos ser encaminhada ao processo de extracdo. Existem muitas ferramentas de
puncdo manuais de baixo custo e disponiveis no mercado, que normalmente
compreendem diametros de 0,35 a 12,0 mm. Embora o efeito residual do processo

de puncédo nédo seja relatado, sugere-se que o procedimento seja feito em ordem
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crescente de concentracdo ou com a presenca de amostras brancas entre as
puncdes a fim de evitar possiveis contaminac¢des (WONG; JAMES, 2014).

Estudos que utilizam matrizes alternativas vém sendo relatados, embora
ainda sejam incomuns. Entre as matrizes ja utilizadas estdo o liquido
cefalorraquidiano (RAGO et al., 2011), fluido sinovial (CHRISTIANSON et al., 2010)
e FO (ZHENG et al, 2016), este dultimo utilizado para fins de estudos

farmacocinéticos e monitoramento terapéutico.

3.4.1 Vantagens, desvantagens e limitacdes

O aumento da utilizacdo desta técnica ao longo dos anos ocorreu
principalmente devido as diversas vantagens que sdo oferecidas e amplamente
relatadas na literatura. Entre elas, destaca-se o relativo baixo custo, a técnica de
coleta simples e pouco invasiva, dispensando a necessidade de treinamento para
realiza-la; a diminuicdo do risco de contaminacdo e o simples transporte e
armazenamento, sendo que em grande parte dos estudos realizados as amostras
sdo estaveis por longos periodos de tempo (HANNON; THERRELL, 2014). Além
disso, a utilizacdo de pequenos volumes da matriz simplifica os procedimentos de
coleta e torna mais viavel a realizacdo de estudos pré-clinicos com humanos e
animais, gerando consequentemente menores custos para a realizacdo destes
estudos (CHEN et al., 2012).

A constituicdo dos papéis filtros utilizados nas metodologias devem ser
cuidadosamente observados, pois podem determinar muitas vezes efeitos analiticos
indesejaveis através de possiveis interacdes entre os constituintes do cartdo e o
analito (CHEN et al., 2012). A estabilidade e extracdo dos analitos sdo altamente
dependentes da escolha do papel, podendo o composto interagir com os diferentes
tipos de papéis hoje disponiveis no mercado, incluindo os de superficies
guimicamente tratadas e nédo tratadas. Os papéis quimicamente tratados ndo sao
necessariamente inertes (BOWEN; EVANS, 2014) e estudos ja demonstraram
alteracbes cromatogréficas devido a interacdo entre moléculas que possuem
grupamento amino com papéis de superficies tratadas utilizando fase movel acida.
Efeitos como alteragcbes no tempo de retencdo e a piora na resolucao atraves da
deformagéo dos picos evidenciam o cuidado na escolha do papel a ser utilizado
(CHEN et al., 2012).
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Para o caso de DBS, é de substancial importancia a consideracdo do
hematdécrito no desenvolvimento da metodologia. O hematécrito altera a viscosidade
do sangue e influencia no procedimento de coleta, alterando o volume sérico
depositado sobre o papel e a capacidade de difusdo da amostra, podendo levar a
importantes alteracdes analiticas (HANNON; THERRELL, 2014). Quanto maiores 0s
valores de hematocrito observados, maior a viscosidade do sangue e, portanto,
menor a espalhabilidade no papel, diminuindo o tamanho da mancha para um
mesmo volume de sangue com hematocrito menor. Portanto, a variabilidade nos
valores do hematdcrito influencia diretamente na exatiddo da determinacdo de
concentragédo do analito na DBS. Uma das maneiras de contornar esta limitacdo da
técnica aplicada ao sangue é deixar de utilizar a técnica de puncdo e fazer a
extracdo de toda a mancha de sangue aplicada no papel. Desta forma, ndo h& o viés
no volume retirado dependente do hematécrito (WONG; JAMES, 2014).



4 MANUSCRITO |

A seguir encontra-se disposto o artigo intitulado “Dried matrix spots: an
evolving trend in the toxicological field”, submetido a publicacdo na revista Forensic
Science, Medicine and Pathology. No texto completo da tese defendida, o artigo
ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 32 — 56. Este artigo apresenta a
revisdo dos principais métodos analiticos que aplicaram a técnica de DMS para o

monitoramento de drogas de abuso publicados a partir de 2010.
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5 MANUSCRITO I

O manuscrito € constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido
entre as paginas 58 — 78.

JACQUES, Ana Laura Bemvenuti; SANTOS, Maira Kerpel dos; LIMBERGER,
Renata Pereira. Development and Validation of a Method Using Dried Oral Fluid Spot
to Determine Drugs of Abuse. Journal of Forensic Sciences, v. 64, n. 6, p. 1906—
1912, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1111/1556-4029.14112.

O artigo aborda o desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica
aplicando DOFS para analise de cocaina, cocaetileno, BZE, MDMA e anfetamina por
LC-MS. Os procedimentos de extracdo, puncédo e secagem foram otimizados, bem
como a homogeneidade do spot foi estudada. O método foi satisfatoriamente
validado, apresentando limite de deteccdo de 40 ng/mL e demonstrando a
viabilidade da aplicagdo do FO a técnica de DMS para o monitoramento de drogas

de abuso.
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6 DISCUSSAO GERAL

Embora considerado padrdo ouro para analises toxicologicas, o uso de
cromatografia gasosa (CG) possui suas limitacbes devido a sua natureza
metodoldgica, limitando-se a analise de compostos ndo polares, suficientemente
volateis e termoestaveis, condi¢cdes que ndo sdo atendidas pelas substancias aqui
estudadas. Para moléculas polares ou termicamente instaveis, o procedimento de
derivatizacao é recomendado a fim de converter os analitos a produtos volateis, bem
como buscando melhorar o perfil cromatografico e o espectro de massas da
substancia em questdo. Entretanto, a ado¢do desses procedimentos na rotina é
dispendiosa por consumir excessivo tempo de preparo de amostras e elevar o custo
da andlise. Dessa forma, para estas substancias pode ser mais vantajoso o
desenvolvimento da metodologia por cromatografia liquida, que hoje tem seu uso
reconhecido nas ciéncias forenses, principalmente quando associado a
espectrometria de massas, que alia sensibilidade a alta confiabilidade de
identificagdo (RIVIER, 2003; WOOD et al., 2006). Pelos motivos acima citados,
optou-se por realizar o desenvolvimento do método por CLAE-EM. Embora
idealmente outras técnicas de maior sensibilidade como a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) pudessem agregar
maior sensibilidade e, com isso, a obtencdo de um menor limite de deteccéo, a
indisponibilidade destes equipamentos n&o inviabilizou o desenvolvimento deste
método analitico com limites de quantificacdo satisfatérios.

O Fo6rum Europeu de Bioanalises (European Bioanalysis Forum — EBF)
discute em detalhes as recomendacdes especificas relacionadas a validacdo de
métodos para a técnica de DBS (TIMMERMAN et al., 2011, 2013). Embora as
recomendacdes sejam direcionadas a utilizagdo da matriz sangue, as matrizes
alternativas aplicadas a técnica de DMS podem seguir o preconizado, aplicando-se
as devidas modificacfes inerentes as especificidades de cada matriz (TIMMERMAN
et al.,, 2011, 2013). Portanto, observacbes com relacdo a amostras bioldgicas
hemoliticas, ao hematdcrito e ao uso de anticoagulantes ndo foram consideradas na
validacédo da metodologia aplicada ao FO, embora seja importante ressaltar que se a
utilizacdo de FO coletado com o uso de tampéo for realizada, adequada avaliacao
da influéncia dessa substancia deve ser feita no processo de validacdo, ja que este

efeito ndo foi mensurado uma vez que a matriz utilizada para a validagéo consistiu
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no FO coletado sem adicdo de qualquer substancia. Entretanto, fatores de elevada
importancia durante o estudo de métodos de DMS citados por guias da EBF para a
matriz sangue, como a homogeneidade da mancha aplicada no papel, volume de
matriz depositado e o tempo de secagem ideal, foram igualmente investigados a fim
de estabelecer como estes se manifestam quando aplicados para o FO.

A EBF baseia suas sugestfes relativas a validacdo no guia de validacao
bioanalitico da Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2018), realizando as
devidas adaptacdes dos critérios preconizados nesta guia para a validacao
bioanalitica de DBS, levantando questbes como quais 0s critérios que devem ser
necessariamente mantidos ou acrescentados no protocolo e quais 0os que ndo mais
se aplicam para este fim (TIMMERMAN et al., 2011). Uma das consideracdes
importantes consiste na auséncia da necessidade de realizacdo do estudo de
estabilidade de ciclos de congelamento e descongelamento, caracteristicos para
amostras liquidas, bem como os de longa e curta duragdo em geladeira ou freezer.
As técnicas de resfriamento citadas ndo sdo usualmente aplicaveis as técnicas de
dried spot, j& que ndo representam a pratica comum para este fim (TIMMERMAN et
al., 2011, 2013).

Na técnica de DBS, a influéncia do hematdcrito é significativa principalmente
para a homogeneidade do spot formado, resultando em diferentes capacidades de
difusdo da matriz biolégica no papel (TIMMERMAN et al., 2011). O hematdcrito € o
problema mais desafiador quanto ao desenvolvimento de um método de
quantificacdo por DBS (ENDERLE; FOERSTER; BURHENNE, 2016). Para o FO,
esperava-se que esta influéncia na espalhabilidade nédo fosse significativa, ja que a
composicdo do fluido € majoritariamente aquosa e com baixo teor de proteinas,
levando a uma menor probabilidade de influéncia sobre a difusdo. Entretanto,
considerando 0 muco presente nesta matriz e a possibilidade de que desta forma a
homogeneidade fosse afetada pela dificuldade de difusdo da matriz sobre o papel,
estudou-se este processo também para esta matriz. A verificacdo deste parametro é
de suma importancia principalmente quando a amostra € obtida através do método
de puncdo. Portanto, o estudo de homogeneidade foi realizado visando avaliar a
representatividade da amostra coletada através da metodologia proposta de puncao
de didametro de 10 mm do papel. A homogeneidade ndo apresenta, normalmente,
viés significativo que possa interferir nas analises, ja que teoricamente o papel deve

apresentar padronizagao suficiente para que a amostra biologica difunda de maneira
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equivalente ao longo do spot formado. Entretanto, ha relatos que descrevem
diferencas significativas entre puncdes realizadas no centro e na periferia do spot
(JAGER et al., 2014). Recomenda-se que, a fim de evitar possiveis variagcbes, a
puncdo seja realizada a partir de um tamanho suficientemente grande, de
aproximadamente 3 mm de diametro para 15 pL adicionados (TIMMERMAN et al.,
2011). Neste contexto, a puncao de 10 mm realizada para a validacdo do DOFS esta
em concordancia com o disposto pelos autores. De fato, os dados obtidos apos a
realizacdo da avaliacdo da homogeneidade da area a ser puncionada corroboram
com a boa homogeneidade, j& que a puncdo em diferentes regides periféricas e
centrais do papel para os controles de qualidade alto (CQA) e baixo (CQB) do
método desenvolvido demonstraram satisfatoria exatiddo. A homogeneidade
observada diverge das literaturas que relatam a impossibilidade de utilizarem-se
matrizes incolores para a técnica de DMS, principalmente pela dificuldade de
identificacdo do exato local a ser realizada a puncédo. Uma alternativa apresentada
por estes trabalhos reside na aplicagcdo de corantes indicadores que ndo estéo
facilmente disponiveis para aquisicdo e necessitam ser completamente estudados
antes de utilizados, a fim de n&o interferirem na metodologia e serem completamente
compativeis com a matriz estudada (NEEDHAM, 2014). Entretanto, verificou-se que,
embora ocorra uma dificuldade na identificacdo do spot apds a secagem, se a
amostra é aplicada em uma regido bem delimitada do papel, o que de fato acontece
para a maioria dos métodos desenvolvidos por DMS, a visualiza¢do da matriz ndo é
estritamente necessaria e ndo inviabiliza o uso da técnica de punc¢éo do papel.

O tamanho da gota de matriz biol6gica aplicada sobre o papel gera uma
importante influéncia sobre os resultados obtidos. Na literatura, duas principais
metodologias de aplicacdo da amostra séo realizadas: a primeira consiste no uso de
quantidades pré-fixadas de amostra bioldgica, utilizando-se pipeta volumétrica para
isto; ou através da aplicacdo de volumes ndo controlados, seja através do uso de
pipeta Pasteur ou capilares (EDELBROEK; HEIJDEN; STOLK, 2009). A escolha ir4
depender da técnica realizada e da aplicagdo que se pretende dar ao método.
Assim, se a técnica nao utilizar a puncdo de um diametro definido de papel,
necessariamente uma quantidade controlada de volume de amostra devera ser
pipetada. Entretanto, nesse caso deve-se assumir a necessidade de se utilizar
volumes controlados, o que pode ser um fator complicador ao aplicar o método em

locais ndo laboratoriais, inviabilizando muitas das aplicagdes in loco passiveis de
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serem realizadas por esta técnica. J& os métodos que utilizam a puncdo do papel
como escolha, como o DBS, vém demonstrando que ndo h& necessidade da
realizacdo de aplicacdo de volumes fixos de amostra por ndo influenciarem nas
determinacdes quantitativas (ENDERLE; FOERSTER; BURHENNE, 2016), ja que os
resultados se mantém exatos em diferentes volumes aplicados. Por estes motivos,
optou-se por realizar o desenvolvimento deste método através do método de
puncédo. Entretanto, durante a validacdo do método ndo é recomendada a utilizacao
de volumes aleatorios de matriz bioldgica, ja que podem influenciar negativamente
na formac¢do da mancha no papel, bem como no tempo de secagem que ainda esta
em processo de desenvolvimento (TIMMERMAN et al.,, 2011). Desta forma, a
validacdo do método foi realizada através da utilizacdo de pipeta com volume
definido de 50 pL. Apds a validacéo, o estudo da influéncia do volume de amostra
aplicado foi realizado a fim de definir a necessidade de utilizagdo de volumes de
coleta fixos. Os resultados obtidos demonstram a robustez do método na aplicacéo
de diferentes volumes de amostra até o volume de 100puL. A deposicdo de uma gota
sem qualquer controle de volume demonstrou resultados satisfatérios de exatidao (+
15% de variagdo nominal), demonstrando a homogeneidade de difusdo da amostra
no papel. Entretanto, a aplicacdo de volume de 100 pL de amostra apresentou
desvio de exatiddo um pouco maior que 15%, sugerindo a saturagao do papel pela
aplicacao de volume excessivo de amostra. A aplicacdo de um volume pré-definido e
controlado em um papel previamente cortado em dimensdes pré-estabelecidas pode
ser interessante quando forem verificados problemas relativos a homogeneidade da
matriz no papel e no processo de puncao.

As folhas ou cartdes de coleta de amostra no papel filtro podem apresentar
uma variabilidade entre si, natural do processo de fabricagdo, mesmo sendo de
iguais fabricantes e lotes. Portanto, recomenda-se avaliar essa possibilidade de
variacdo durante a validacao, principalmente se os critérios de precisao e exatidao
nao forem atendidos (TIMMERMAN et al., 2011). A previsdo desta variabilidade foi
considerada no desenvolvimento do método, na qual os estudos de precisdo e
exatiddo foram realizados em diferentes folhas de papel Whatman® grau 903
disponiveis para o desenvolvimento deste método. Os resultados satisfatorios de
exatiddao e precisdao confirmam que a intervariabilidade entre diferentes folhas,
apesar de existrem nao influenciam os resultados de maneira significativa.

s

Entretanto, & importante ressaltar que uma vez modificado o fabricante ou a
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especificacdo do papel, recomenda-se que uma validacdo parcial da metodologia
seja realizada (TIMMERMAN et al., 2011).

O procedimento de extracdo da matriz influencia criticamente a sensibilidade
do método que € de substancial importancia no monitoramento de drogas de abuso.
Isto porque a fim de alcancar baixos limites de deteccdo e quantificacdo a maioria
dos artigos disponiveis realiza a extracdo liquida com o solvente escolhido e, apos,
procede a secagem do material e reconstituicio com baixos volumes de solventes.
O objetivo € claramente impedir a diluicAo da amostra no processo de extracao e
assim permitir que baixas concentracdes sejam detectadas, melhorando o limite de
deteccdo (WONG; JAMES, 2014). Entretanto, a adicdo de etapas de secagem e
reconstituicdo sdo fatores que podem influenciar na reprodutibilidade da técnica,
bem como oneram em tempo e em custo. Idealmente, o solvente extrator devera ser
0 mesmo para a inje¢do no sistema analitico, eliminando a etapa de secagem e
reconstituicdo. A metodologia aqui proposta apresenta esta vantagem por descartar
a necessidade de concentracdo das amostras através de secagem, que ao
demandar mais uma etapa no processo analitico, poderia aumentar a variabilidade,
custo e tempo de execucao das analises.

A utilizacdo do padréo interno como meio de compensar as flutuagoes
existentes nos processos de extracdo pode nao ter sua finalidade completa no caso
do desenvolvimento deste método, considerando que o padréo interno foi adicionado
na etapa de extracdo com o solvente extrator e ndo previamente na propria matriz
biolégica, o que seria esperado em tipicas preparacdes liquidas. Entretanto, diversas
possibilidades do uso de padrdo interno para DBS ja foram descritas a fim de
verificar a que melhor descreveria a andlise acompanhando as variacdes inerentes
ao processo (VAN BAAR et al., 2013). Nenhuma abordagem apresentou resultados
que pudessem gerar padroes definitivos do melhor processo a ser escolhido e que
pudessem ser aplicados a todas as substancias. Todavia, a utilizacdo do padrao
interno diretamente no solvente extrator mostrou resultados satisfatorios, juntamente
com a aplicacdo por spray diretamente no papel antes da extracdo (VAN BAAR et
al., 2013). Dessa forma, a aplicacao direta do padrdo interno no solvente extrator
ainda € mais vantajosa, considerando que a utilizacdo do spray dificulta e onera o
processo.

Embora o método desenvolvido seja uma metodologia simples de ser

aplicada, deve-se garantir o adequado treinamento do coletador nas boas praticas
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do procedimento, a fim de garantir a reprodutibilidade do processo. A contaminacao
através do toque do manipulador deve ser evitada, bem como se deve atentar ao
procedimento de aplicacdo na qual a sobreposicdo de gotas de amostra ndo deve
ocorrer. A puncdo nao deve ser realizada antes do término do tempo de secagem,
assim como no armazenamento deve ser evitada a exposicdo dos papéis ao calor,
luz e umidade excessiva, bem como evitar a sobreposicao dos papéis a fim de evitar
contaminacdo cruzada.

Com relacao a utilizacao da técnica de DBS para deteccéo e quantificacdo de
MDMA, Jantos e col., (2011) estimaram a relacdo sangue total/DBS e reportaram
uma relacdo de 0,99 entre eles (JANTOS et al., 2011). A boa correlagdo evidencia
gue as técnicas podem ser comparaveis entre si e representa um bom indicador de
aplicabilidade de DMS. Entretanto, estudos como esses Sao escassos e necessitam
ser ampliados e realizados para outras matrizes como o FO, a fim de respaldar o uso
da técnica de DMS de forma definitiva.

A técnica discutida e aplicada neste trabalho apresenta diversas vantagens
gue permitem sua aplicacdo em uma variedade de matrizes biolégicas, bem como
em um espectro amplo de deteccdo de analitos para aplicagbes diagndsticas,
farmacoldgicas e toxicolégicas. O baixo volume de amostra, o processo de extracdo
simples, a capacidade de quantificacdo com reprodutibilidade, bem como a
eliminacdo da necessidade do uso de conservantes na coleta, sdo algumas das
vantagens possiveis de serem identificadas. Devido as reconhecidas vantagens,
diferentes objetivos vém sendo dados a aplicacdo destas técnicas e sabe-se que a
gama de possibilidades envolvendo a coleta, armazenamento, transporte e analise
sao ilimitadas (HANNON; THERRELL, 2014). A viabilidade da técnica de DOFS abre
precedentes para um maior desenvolvimento de DMS utilizando matrizes

alternativas.
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7 CONCLUSAO

O novo método foi desenvolvido propondo-se aplicar a técnica de DOFS para
0 monitoramento de drogas de abuso. Através de abordagem quimiométrica, a
extracdo dos analitos foi otimizada, bem como foi determinado o tempo de secagem
ideal do spot. Os parametros de validacdo determinados foram satisfatorios e o
estudo complementar de homogeneidade do spot permitiu inferir a adequada difuséo
da matriz no spot, dentro dos limites de volume avaliados. A validagéo bem-sucedida
abre precedentes que viabilizam a aplicacdo do FO em técnicas de DMS. A
vantagem do desenvolvimento do método reside na possibilidade de sua aplicacdo
in loco, ou seja, que este possa ser implementado em estudos de monitoramento do
transito ou em clinicas com uma coleta simples, assistida e ndo invasiva.

E imperiosa a aplicacdo do método em amostras reais, preferencialmente de
usuarios de drogas de abuso, para que se possa tracar um paralelo entre os
resultados do método desenvolvido e de outro j& consolidado para as mesmas
drogas de abuso. Além disso, é importante ressaltar que os métodos de DMS,
embora extensivamente estudados por diversos pesquisadores, estdo em constante
evolucdo na area bioanalitica, principalmente se aplicados a novas matrizes
biolégicas. Portanto, ao expandir este método para novas matrizes, ressalta-se a
importancia de analisar criticamente os resultados, verificando fragilidades que
possam ser identificadas em outras aplicacdes.

Neste contexto, a realizacdo deste trabalho abre precedentes ao demonstrar
a viabilidade do desenvolvimento de DOFS para o monitoramento de drogas de
abuso, oportunizando o surgimento de novos estudos que evidenciem a sua
aplicabilidade ou que ampliem a técnica através da aplicacdo em novas matrizes

biolégicas, além do FO.
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