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Introdugao

Como a raiz do cabelo é vascularizada durante o seu crescimento, as
drogas ilicitas presentes na corrente sanguinea podem entrar na haste
capilar através da raiz onde serdo sequestradas. Portanto, o uso de
drogas ilicitas pode ser revelado por meio da andlise de uma pequena
amostra de cabelo. Para aumentar o rendimento da anélise de amostras
de cabelo, o Luxon lon Source® acoplado a espectrometria de massa
em tandem (MS/MS) foi utilizado para a identificacdo e quantificagao
de drogas de abuso.

Para este projeto, propomos realizar um método de extragdo genérico
para andlise de drogas ilicitas no cabelo. A triagem utilizando o Luxon
acoplado a um espectrémetro de massa (Luxon-MS/MS) foi escolhida
como uma técnica analitica rapida.

Fonte de lonizagdo Luxon

O Luxon lon Source® (Figura 1) é a segunda geracdo de introdugdo de
amostra e fonte de ionizagdo baseada na tecnologia LDTD® para
espectrometria de massa. Luxon lon Source® usa laser de diodo
acoplado a fibra (Figura 2) para obter uniformidade térmica
incomparavel, proporcionando mais precisdo, exatiddo e velocidade. O
processo comega com amostras secas que sdo rapidamente
evaporadas usando calor indireto. As moléculas neutras termicamente
dessorvidas sdo transportadas para uma regido de descarga de corona.
A protonacdo de alta eficiéncia e uma forte resisténcia a saturagdo
ibnica caracterizam esse tipo de ionizagéo e € o resultado da auséncia
de solvente e fase mével. Este processo de dessor¢do térmica produz
sinal de ions moleculares de alta intensidade em menos de 1 segundo
amostra a amostra e permite trabalhar com volumes muito pequenos.
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Figura 1 - Luxon lon Figura 2 - Esquema da Fonte de
Source® lonizagdo Luxon

Método de Preparacao da Amostra

Uma pré-lavagem do cabelo foi realizada para remover contaminantes
externos utilizando metanol.

. 10 mg de cabelo cortado em pequenos pedagos foram
transferidos para um frasco.

e 2 mL de metanol contendo Acido Trifluoroacético (TFA) a
0,5% (com padrdo interno, Pl) foram adicionados e as
amostras foram embebidas a 60°C por 1h45. As amostras
foram ent&o sonicadas por 15 minutos.

e  Apods aextragao, 500 pL da amostra foi misturada com 200
pL de uma solugdo de KH2PO4 (1 mM) / BSA (100 pug/mL) em
agua.

. 8 uL do extrato foi colocado em uma placa de 96 pocos
LazWell™ e evaporados até a secura a 40°C por 8 minutos.

e A andlise Luxon-MS/MS foi feita apdés uma evaporagdo
completa.

Parametros LDTD-MS/MS

LDTD

Modelo: Phytronix, Luxon S-960

Gas carreador: 6 L/min (ar)

Padrdo de Laser:
° 3 segundos de rampa para 55% de poténcia
. Segure por 2 segundos

MS/MS
Modelo: Sistema Q-Trap® 5500, Sciex
lonizagao: APCI

Tabela 1 - Transi¢des da espectrometria de massa (positiva)

Drogas Transigcado CE
Anfetamina 136 — 119 12
Anfetamina-Dy 147 — 98 27
Metanfetamina 150 — 119 15
Metanfetamina-Dx 161—97 27
MDA 180 — 163 20
MDMA 194 — 163 12
MDMA-Ds 199 — 165 12
MDEA 208 — 163 12
Dietilpropiona 206 — 100 35
Dietilpropiona-Dio 216 — 110 35
Mazindol 285 — 242 35
Mazindol-Ds 289 — 242 35
Morfina 286 — 152 75
Morfina-Ds 292 > 152 75
Codeina 300 » 152 75
Codeina-Ds 306 > 152 75
Cocaina 304 > 182 25
Cocaina-Ds 307 > 185 25
6-Monoacetilmorfina 328 > 165 50
6-Monoacetilmorfina-Ds 334 > 165 50

Tabela 2 — Transi¢cdes da espectrometria de massa (negativa)

Drogas Transicao CE
THC 313> 245 -35

THC-D3 316 > 248 -35




Resultados e Discussdo

Precisao

Amostras cravadas em torno do ponto de decisdo e solugdes em
branco foram utilizadas para validar a precisdo do método. Cada
concentragdo nao deveria exceder 20% CV e a concentragdo média +
2 vezes o desvio padrdo (DP) ndo deveria se sobrepor a outras
concentragdes no ponto de decisdo. A area do pico contra a razdo Pl
foi utilizada para normalizar o sinal. As extragdes replicadas foram
depositadas em uma placa LazZWel™ e secas antes da analise.
Nenhuma sobreposicdo no ponto de decisdo foi observada para todas
as curvas e o %CV ficou abaixo de 15% para experimentos dentro da
corrida. Os resultados usando a sobreposi¢ao de + 2 DP foram plotados.
A Figura 3 mostra os resultados do teste dentro da corrida para
anfetamina. Resultados semelhantes foram obtidos para as outras
drogas.
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Figura 3 - Curvas de precisdo dentro da corrida para anfetamina

Para o experimento de precisdo entre corridas, cada conjunto de
amostras fortificadas foram analisadas em triplicata em cinco dias
diferentes. A Tabela 3 mostra os resultados de precisdo entre corridas.

Tabela 3 — Precisdo entre corridas

Média Média— Média + Média Média—- | Média +
(pg/mg) 2DP 2DP (pg/mg) 2DP 2DP
Anfetamina (pg/mg)

Codeina (pg/mg)

(pg/mg)

Estabilidade umida de extratos de amostra
Apods a extragdo, os extratos de amostra foram mantidos a 4°C em
recipientes fechados. Apds 4 dias, os extratos de amostra foram
colocados em uma placa LazWell™ e analisados. A precisdo no padrao
de corte de 50% esta relatada na Tabela 4 para Anfetamina. Todos os
resultados estdo dentro do intervalo aceitavel (critério %CV <20%) para
4 dias a 4°C. Resultados semelhantes foram obtidos para as outras
drogas.

Estabilidade seca de amostras detectadas

em LazWaell™

As amostras extraidas foram colocadas em uma placa LazZWel™ e
mantidas a temperatura ambiente antes da analise. A precisdo no
padrdo de corte de 50% esta relatada na Tabela 4 para Anfetamina.
Todos os resultados estdo dentro do intervalo aceitavel (critério %CV
<20%) para 2 horas a temperatura ambiente. Resultados semelhantes
foram obtidos para as outras drogas.

Tabela 4 — Estabilidade iumida e seca da Anfetamina

Parametros Estabilidade seca Estabilidade iimida

Tempo 2 horas 4 dias
Temp. (°C) 22 4
Conc. (pg/mg) 100 100

N 6 6
Média (pg/mg) 101,4 102,1
%CV 36 39

Luxon-MS/MS: triagem de amostra

Espécimes de amostra foram extraidas e analisadas utilizando um
método Luxon-MS/MS. Apés uma dessorgdo rédpida, amostras,
amostras fortificadas e em branco foram avaliadas usando a razdo da
area de pico. Todas as amostras com uma concentragdo superior ao
padrdo de corte foram classificadas como amostras positivas para
drogas. A Tabela 5 mostra os resultados da triagem e confirmagdo das
amostras. Todas as amostras foram analisadas utilizando o método de
confirmagdo LC-MS/MS para validagdo cruzada. N&o foram
observados falsos positivos ou falsos negativos utilizando o método de
triagem Luxon-MS/MS.

Conclusao

Luxon lon Source® combinado com o sistema de espectrometria de
massa Q-Trap 5500 permite a triagem ultrarrapida (8 segundos por
amostra) de drogas na amostra de cabelo utilizando uma preparagéo
de amostra genérica.

Legenda:

APCI: ionizag&o quimica de presséo atmosférica
CE: energia de colisdo

Conc: concentragdo

N: nimero de amostras

%CV: % do coeficiente de variagdo

%Nom: % nominal
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