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APRESENTACAO

A Secretaria Nacional de Seguranc¢a Publica do Ministério da
Justica e Seguranca Publica (Senasp) publicou pela primeira vez, em
2013, procedimentos operacionais padronizados (POPs) dedicados
exclusivamente as atividades periciais. Tal passo estabeleceu um
marco na disseminacao de boas praticas na pericia criminal nacional,
objetivando a uniformizagcao do processo de producao da prova
técnica no pais, contribuindo para a garantia dos direitos de todas e
de todos os envolvidos em processos criminais, seja na condicao de
vitima, seja na condicao de autor.

Dando continuidade a este trabalho e reconhecendo o avanco da
area pericial nos ultimos anos, a Senasp agora lanca a série
Procedimentos Operacionais Padrao - Pericia Criminal. Esta nova
colecdo foi coordenada pela Diretoria do Sistema Unico de Seguranca
Publica e foi elaborada com a colaboracao de representantes do
Conselho Nacional dos Dirigentes de Policia Cientifica (CONDPC), das
associacoes de profissionais de pericia criminal, da propria Senasp e de
conceituados especialistas nos temas abordados.

Os procedimentos operacionais padrao incluidos nesta publicacao
tém abrangéncia nacional e visam servir como referéncia para as
Unidades Federativas, respeitando a diversidade das atividades
periciais € a necessidade de adaptacao as mais diversas realidades
locais. O trabalho envolveu a atualizacao e a elaboracao de 56 POPs,
que foram validados e testados pelas pericias dos Estados e do Distrito
Federal. Foram incluidas abordagens especificas para novos temas
prioritarios como o feminicidio e os crimes contra o meio ambiente.
Além disso, nesta edicao, para uma melhor organizacao, os
documentos foram distribuidos em 10 volumes tematicos.

A Senasp expressa sua gratidao a todos os profissionais que
contribuiram para esta publicacdao, essencial para a elucidagcao de
crimes, especialmente os violentos. Em resposta as novas demandas
identificadas durante a elaboracao deste trabalho, planejamos
atualizacdes e revisdes futuras e constantes. Esperamos que estes
POPs se tornem um guia confiavel, promovendo a eficiéncia, a coesao
e a forca das atividades periciais em todo o pais, fortalecendo com isso
a protecao inegociavel dos direitos humanos.

Mario Luiz Sarrubo
Secretario Nacional de Seguranca Publica
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QUANTIFICACAO DE ETANOL EM SANGUE TOTAL POR GC-FID

MJSP

MINISTERIO DA JUSTICA E
SEGURANCA PUBLICA

FINALIDADE

Orientar o profissional de pericia a identificar
e quantificar etanol em amostras de sangue
total por cromatografia gasosa com
amostragem por “headspace” e deteccao por

ionizacao em chama (GC-FID).

PUBLICO ALVO

Peritos Criminais da area de
toxicologia forense.

1. ABREVIATURAS E SIGLAS

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético.

NaF: fluoreto de sadio.
PI: padrao interno.

g.s.p.: quantidade suficiente para.

CQA: amostra de controle de qualidade de alta concentracao.
CQB: amostra de controle de qualidade de baixa concentracao.
CQM: amostra de controle de qualidade de média concentragao.

FID: da lingua inglesa, flame ionization detector (detector por ionizagao de chama).
GC: da lingua inglesa, gas chromatography (cromatografia gasosa).

2. RESULTADOS ESPERADOS

® (Quantificacdao de etanol por cromatografia gasosa com detector de ionizagao
de chama com amostragem por “headspace” em amostras de sangue total.

3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

® Baloes volumeétricos de 100 e 1000 mL

® Pipeta volumétrica de volume ajustavel de 10 - 100 pL
® Pipeta volumétrica de volume ajustavel de 100 - 1000 pL
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Frascos de "headspace”

Etanol PA ou superior

N-propanol PA ou superior

Agua reagente

Duas colunas cromatograficas com polaridades distintas e adequadas para a
retencao de etanol, como, por exemplo, BAC, ALC, WAX ou 624

Equipamento de cromatografia gasosa com detector de ionizacao de chama

4. PROCEDIMENTOS

4.1. Amostra questionada

4.2,

A coleta “in vivo"” deve ser realizada por puncao venosa o mais brevemente
possivel devido a eliminacao do etanol. Deve-se realizar assepsia do local de
coleta com material isento de etanol e outros alcoois em sua constituicao
(p.ex.: antissépticos a base de iodo).

No caso de coletas “post mortem”, colher sangue, preferencialmente, de
vasos calibrosos (veias femoral, subclavia ou jugular interna). Caso nao seja
possivel, colher sangue da cavidade cardiaca. Nao coletar sangue acumulado
das cavidades toracica e abdominal devido a alta possibilidade de
contaminagao com outros fluidos bioldgicos ou contelido estomacal.

Custodia

Conforme redacao dada pela Lei n® 13.964/19 em seu Art. 158-A, a cadeia de
custodia é definida como “o conjunto de todos os procedimentos utilizados
para manter e documentar a historia cronologica do vestigio coletado em
locais ou em vitimas de crimes, para rastrear sua posse e manuseio a partir
de seu reconhecimento até o descarte”.

Dentre esses procedimentos, a coleta é considerada uma das etapas mais
importantes de todo o processo da cadeia de custddia, pois, quando realizada
de forma inadequada, pode destruir os vestigios, inviabilizando sua analise e,
consequentemente, a producao da prova pericial.

No caso da realizacao do exame de alcoolemia, as amostras devem ser
acondicionadas em envelopes com lacre de seguranca e numeragao
individualizada e encaminhadas ao laboratdrio o mais brevemente possivel.
Entretanto quando o prazo ultrapassar 48 horas & importante que as
amostras sejam congeladas (-20°C). Para prazos inferiores, as amostras
devem ser mantidas refrigeradas (2°C a 8°C).




4.3. Preparo de solucoes
4.3.1. Solucao de PI (N-propanol)
® Adicionar 2 mL do solvente N-propanol grau P.A. em baldao volumétrico de

1000 mL.
® Completar o volume do balao volumétrico com agua reagente.
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® A solucao de padrao interno em agua pode ser armazenada por até 3 meses
sob refrigeracdo (4°C), ou periodo superior desde que o laboratério
demonstre a estabilidade com estudo proprio.

4.3.2. Solucoes dos calibradores
® (s pontos da curva devem ser preparados em baldes volumétricos de 100
mL, pipetando os volumes de etanol demonstrados na tabela e completando

o volume com agua reagente.

Tabela 1 - Preparo dos pontos da curva.

Concentracao final Volume de etanol | Volume de agua
(dg;l.) (pL) (mL)
Cal1 1,0 12,7 g.s.p. 100
Cal2 5,0 63,0 g.s.p. 100
Cal3 10,0 127,0 g.s.p. 100
Cala 20,0 253,0 g.s.p. 100
Cals 30,0 380,0 g.s.p. 100
Calé 40,0 507,0 g.s.p. 100
Cal?7 50,0 634,0 g.s.p. 100
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4.3.3. Solucoes padrao de controle de qualidade interno

® (s controles devem ser preparados em baldes volumétricos de 100 mL,

pipetando os volumes de etanol demonstrados na tabela a seguir e

completando o volume com agua reagente.

Tabela 2 - Preparo dos controles internos

Concentracao final (dg/L)

Volume de etanol (pL)

Volume de agua (mL)

CQB 3,0 38,0 g.s.p- 100
cQm 25,0 317,0 g.s.p. 100
CQA 45,0 570,0 g.s.p- 100

® As solugdes padrao de etanol em agua podem ser armazenadas por até 1
(um) ano sob refrigeracao (4°C). Para armazenamento por periodos
superiores, o laboratorio deve demonstrar a estabilidade com estudo proprio.

4.4, Procedimentos analiticos

4.4.1 Curva de calibracao

® A curva de calibragao deve ser composta por sete pontos nas concentragoes
de 1; 5; 10; 20; 30; 40 e 50 dg/L (decigramas de etanol por litro de sangue).
Cada ponto deve ser feito em triplicata.

® (s pontos da curva devem ser preparados, da seguinte forma:

O pipetar 500 pL de cada um dos calibradores (item 4.3.2) em frascos do
tipo “headspace” devidamente identificados e acrescentar 500 pL do
padrao interno N-propanol (item 4.3.1);

© fechar o frasco imediatamente.

® A curva de calibragao somente sera aceita quando:




O curva definida pelo valor médio das replicatas de cada ponto;

O ainexatidao apresentar erro maximo de +15%, exceto para o Cal 1 para o
qual permite-se erro de até +20%;

O coeficiente de variacao das replicatas for menor que 15% (precisao).

® A curva de calibracao devera ser realizada novamente toda vez que forem
preparadas novas solugoes de Pl ou quando os controles de qualidade nao
estiverem dentro dos critérios de aceitacao definidos pelo laboratério.
Grandes intervengoes no equipamento de GC-FID devem também demandar
a realizacao de nova curva, como no caso de troca de coluna(s) ou outras.

4.4.2. Controle de qualidade interno (“in house”)

® Para avaliacao da curva de calibracao, os controles devem ser preparados em
quintuplicata.

® Para analises de rotina, os trés niveis de controle deverao ser realizados em
duplicata a cada corrida analitica (lote, sequéncia ou “batch” de amostras),
sendo recomendada a analise de um nivel de controle a cada 20 injecdes.

® Modo de preparo:

O pipetar 500 pL das solucoes de controle no frasco de "headspace”
devidamente identificados e acrescentar 500 pL do padrao interno N-
propanol;

O fechar o frasco de "headspace” imediatamente.

4.4.3. Branco de analise
® E recomendada a andlise de pelo menos um branco a cada sequéncia
analitica.
® Modo de preparo:
O pipetar 500 pL do padrao interno N-propanol e 500 pL de agua reagente
em frasco de "headspace” devidamente identificado;

O fechar o frasco de “headspace” imediatamente.

4.4.4. Amostras questionadas
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® pipetar 500 pL de sangue total no frasco de "headspace” devidamente
identificado;

® acrescentar 500 pL do padrao interno N-propanol;

® fechar o frasco de "headspace” imediatamente.

4.5. Método cromatografico

® (s parametros descritos abaixo tém carater exemplificativo, sendo que cada
laboratorio deve se adequar de acordo com a configuragao de seus
respectivos equipamentos:

4.5.1. Colunas cromatograficas

® Utilizar duas colunas com polaridades distintas e adequadas para a retencao
de etanol, bem como para a completa resolugao cromatografica entre
diferentes substancias organicas volateis. Colunas comercialmente
conhecidas como BAC, ALC, WAX ou 624 podem ser utilizadas.

4.5.2. Condigoes do cromatografo em fase gasosa

Modo de injecao: split 1:10.

Temperatura do injetor: 200°C.

Fluxo gas de arraste (N2): 1,5 a 3,0 mL/min.
Modo fluxo: constante.

Temperatura da coluna: 40°C (isotérmico).

4.5.3. Condicoes do detector (FID)

Temperatura: 250°C.
Make-up (N2): 24 ml/min.
H2: 32 mL/min.

Ar: 200 mL/min.

4.5.4. CondicoOes do injetor automatico

® Modo de injecao: headspace.
® Temperatura da seringa: 60°C.




4.6.

Temperatura do forno de incubacao: 60°C.

Tempo de incubagao: 20 minutos.

Velocidade de incubacao: 500 rpm (velocidade média).
Volume de injecao: 250 pL.

Avaliacao dos resultados

Avaliar o TR do etanol em ambos os cromatogramas, que pode possuir uma
variacao * 2% conforme o controle.

Avaliar a presenca e o TR do padrao interno em ambos os cromatogramas,
que pode possuir uma variagao = 2% conforme o controle.

A auséncia do Pl determina obrigatoriamente a repeticao da preparacgao
desta amostra.

Para aprovacao da corrida analitica, no minimo 67% (sessenta e sete por
cento) do total de CQs e no minimo 50% (cinquenta por cento) dos CQs de
cada concentragao devem apresentar desvio menor ou igual a 15% (quinze
por cento) em relacao aos seus respectivos valores nominais (RDC n°® 27 de
2012, Anvisa).

As amostras que apresentarem resultados positivos deverao ser testadas
novamente, com outra porcao da amostra sendo submetida a todo processo
analitico.

O Anexo B traz exemplos de cromatogramas de amostras submetidas a
analise de dosagem alcodlica.

5.

PONTOS CRITICOS

O método, antes de sua aplicagao na rotina de analises, deve ser validado,
conforme normas vigentes.

Como o método é quantitativo, a calibracao e verificacao de micropipetas,
vidrarias, balancas, entre outros, devem ser realizadas periodicamente de
acordo com a politica de qualidade interna.

Tratando-se de métodos desenvolvidos no laboratdrio, recomenda-se
fortemente a participacao em programas de proficiéncia interlaboratoriais
(controle de qualidade externo) para exames de alcoolemia.

O uso de colunas apolares, como as de fase estacionaria 100%
dimetilsiloxano (p.ex.: DB1, HP-1, RTX-1) ou 5% fenil - 95% dimetilsiloxano
(p.ex.: DB-5, HP-5, RTX-5) nao é recomendavel por nao permitir retencao e
separacao adequadas para analise de etanol em sangue.
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® A utilizagao de apenas uma coluna cromatografica é permitida somente nos
casos de deteccao por espectrometria de massas.

® A producao endogena de etanol em decorréncia da putrefacao da amostra
deve ser avaliada pela constatacao da presenca de picos de outros volateis,
como acetaldeido, acetona e metanaol.

® As caracteristicas da técnica de GC-FID requerem do laboratério condi¢des de
infraestrutura adequadas, como por exemplo, rede elétrica dimensionada,
estabilizada e com nobreak, sala climatizada (temperatura e umidade
controladas) e central de gases de acordo com a legislacao vigente.

6. ESTRUTURA BASICA DO LAUDO

6.1. Identificacao do material
® |dentificacao, descricao e lacre da amostra questionada.

6.2. Exames realizados
® Determinagao da concentragao de etanol em sangue total por GC-FID.

6.3. Resultados obtidos

® Qs critérios de identificacao do analito devem ser avaliados em todas as
corridas. Os resultados analiticos deste procedimento podem ser
apresentados na forma de tabela, conforme exemplo abaixo:

Analito Resultado

Alcool etilico Detectado

NAO DETECTADO: auséncia de picos no tempo de retencio esperado, ou valor
obtido nas analises encontra-se abaixo do valor de sensibilidade analitica do
analito.

DETECTADO: presenca de pico no tempo de retencao esperado (verificado no
controle positivo), com valor obtido nas analises acima do valor de sensibilidade
analitica do analito.

6.4. Conclusao
® NAO DETECTADO: “As analises realizadas ndo detectaram a presenca de
etanol na amostra”.




® DETECTADO: "As analises realizadas detectaram na amostra a concentracao
de xxxx dg de etanol por litro de sangue”.
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8. GLOSSARIO

BRANCO: amostra que nao contém o analito de interesse ou outras substancias
interferentes.

CALIBRACAO: conjunto de operacdes sob condicdes especificadas, que
estabelece a correspondéncia entre os valores indicados por um instrumento de
medida e um material de referéncia, com fins de padronizacao ou ajuste de
instrumentos ou de procedimentos.

CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO: determinacao da exatidao e do
desempenho do processo analitico, realizada por meio de comparagoes
interlaboratoriais conduzidas por Provedor de Ensaio de Proficiéncia, também
conhecido como Programas de Ensaios de Proficiéncia.

CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO: procedimentos feitos internamente por
meio de controles a fim de avaliar a precisao do sistema analitico e se este esta
operando dentro dos limites de tolerancia pré-definidos.

CQB: amostra de controle de qualidade de baixa concentragao (até 3 vezes o
limite inferior de quantificacao do método).
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CQM: amostra de controle de qualidade de média concentragao, em concentracao
proxima a média entre os limites inferior e superior de quantificacao.

CQA: amostra de controle de qualidade de alta concentracao, em concentracao
entre 75 (setenta e cinco) e 90% (noventa por cento) da maior concentracao da
curva de calibracao.

PADRAO INTERNO: substancia quimica proveniente de uma solucio padrdo de
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concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padroes de
calibracao, amostras de CQs e amostras em estudo.

VALIDACAO: é a avaliacio sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sao atendidos.

ANEXO A- FLUXOGRAMA DO PREPARO DE AMOSTRAS

Figura 1 - Fluxograma do preparo de amostras.

{ 500 uL de sangue ]

L
‘ 500 pL de PI (N-propanol) J

Y
Injetar 250 uL em GC-FID ]




ANEXO B - EXEMPLOS DE CROMATOGRAMAS

Figura 2 - Amostra negativa, sem picos na regidao do Etanol.
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Figura 3 - Exemplo de amostra positiva.
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Figura & - Amostra negativa, com pico interferente no tempo do etanol em um
dos detectores (FrontDetector), que nao se confirma no outro (Back Detector).
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Figura 5 - Cromatograma de cadaver putrefeito, com picos adicionais referentes
a substancias formadas durante o processo de putrefacao.
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IDENTIFICACAO DE COCAINA E PRODUTOS DE BIOTRANSFORMACAOQ EM URINA
POR GC-MS

FINALIDADE PUBLICO ALVO

Orientar o profissional de pericia a identificar e Peritos Criminais da
confirmar a presenca de cocaina, cocaetileno e area de toxicologia
benzoilecgonina em amostras de urina por extragao forense.

liquido-liquido e cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

1. ABREVIATURAS E SIGLAS

BSTFA: N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida.

GC: da lingua inglesa, gas chromatography (cromatografia gasosa).
MS: da lingua inglesa, mass spectrometer (espectrometria de massas).
MSTFA: N-Metill-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida.

PI: padrao interno.

TMCS: trimetilclorosilano.

TMS: trimetilsilil.

5MS: (5% fenil) dimetilpolisiloxano.

2. RESULTADOS ESPERADOS

® |dentificacao e confirmagao de cocaina e seus metabdlitos (benzoilecgonina e
cocaetileno) por GC-MS em amostras de urina.

3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Agente derivatizante BSTFA com 1% de TMCS ou MSTFA
Banho-seco

Béqueres de 5mL ou 10mL
Centrifuga
Cloreto de sodio (NaCl)




Cloroférmio P.A.

Coluna do tipo 5MS 30 metros, 0,25 pm de diametro, 0,25 pm de filme
Equipamento de cromatografia gasosa acoplado a espectrometro de massas
Etanol P.A.

Fosfato dibasico de sodio P.A. (Na,HPO.)

Fosfato monobasico de potassio (KH,PO.,)

Homogeneizador orbital

Materiais de referéncia certificados de cocaina, cocaetileno, benzoilecgonina
e benzoilecgonina deuterada (d3 ou d8)

Micropipetas automaticas

Pipeta graduada de 5mL

Pipetas "Pasteur”

Sulfato de sodio (Na,S0.)

Tubos de centrifuga de 10mL

“Vials" de 2 mL

\/ortex
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4. PROCEDIMENTOS

4.1. Amostra questionada

® A coleta de urina em individuos vivos deve ser, obrigatoriamente, assistida
por agente publico responsavel pela cadeia de custddia naquele momento.
Quaisquer substancias que possam ser adicionadas a amostra (agua, alcool
gel, sabonete liquido, etc.) deverao ser removidas do local de coleta.

® Em casos “post mortem”, deve-se coletar urina por puncao direta da bexiga
logo ap0s a abertura da cavidade abdominal.

® A urina humana possui baixa atividade enzimatica, normalmente nao tem
glicose e apresenta risco menor de contaminagao por bactérias e leveduras
apos a morte, se coletada diretamente por punc¢ao da bexiga e, portanto, nao
requer adicao de conservantes durante a coleta. O frasco plastico coletor
universal ou frasco plastico de fundo conico tipo “falcon” sao recomendados
para o acondicionamento da amostra. Atentar-se para a perfeita vedacao das
tampas, a fim de evitar vazamentos.

4.2, Custodia

® (onforme redacao dada pela Lei n° 13.964/19 em seu Art. 158-A, a cadeia de




custodia e definlda como “conjunto de todos o0s procedimentos
utilizados para manter e documentar a histdria cronologica do vestigio
coletado emlocais ou em vitimas de crimes, pararastrearsua posse
e manuseio a partirde seu reconhecimento até o descarte”.

® Dentre esses procedimentos, a coleta é considerada uma das etapas mais
importantes de todo o processo da cadeia de custodia, pois, quando realizada
de forma inadequada, pode destruir os vestigios, inviabilizando sua analise e,
consequentemente, a producao da prova pericial.

® As amostras devem ser acondicionadas em envelopes com lacre de
seguranca e numeracao individualizada e encaminhadas ao laboratério o
mais brevemente possivel. Entretanto, quando o prazo ultrapassar 48 horas
é importante que as amostras sejam congeladas (-20°C). Para prazos
inferiores, as amostras podem ser mantidas refrigeradas (2°C a 8°C).

4.3. Preparo de solucoes
4.3.1. Solucao de Tampao fosfato pH 7,0
® Em um béquer, pesar 11,876 g de Na,HPO, e transferir quantitativamente
para balao volumétrico de 1L.
® Pesar 9,078 g de KH,PO, e transferir quantitativamente para o mesmo balao
volumétrico.
® Agitar até que ocorra a completa dissolucao dos sais pesados.
® (Completar o volume com agua reagente q.s.p. 1 L.

4.3.2. Solucao cloroformio:etanol (8:2)

® Adicionar 800 mL de cloroférmio P.A e 200 mL de etanol P.A, em um frasco
com capacidade para 1L, e misturar até formar uma solugao homogénea;

4.3.3. Solucao de PI (benzoilecgonina deuterada)

® Realizar diluicao do material certificado de referéncia de benzoilecgonina-d3
(ou d8) com metanol, a fim de se obter uma solugao com concentragao final
de 10 pg/mL.

4.4, Procedimentos analiticos

® Recomenda-se a analise de, ao menos, uma amostra sabidamente positiva
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(controle positivo) e uma amostra sabidamente negativa (controle negativo)
concomitante a analise das amostras de rotina.

4.4.1. Preparo das amostras questionadas

Identificar os tubos de centrifuga.

Pipetar 2 mL de amostra (urina) em um tubo de centrifuga de 10 mL.
Acrescentar 20 pL do padrao interno benzoilecgonina-d3 (ou d8) na
concentragao de 10 pg/mL no tubo.

Adicionar 0,6 g de cloreto de sadio.

Agitar vigorosamente por 1 minuto (vortex).

Adicionar 1,5 mL de tampao fosfato pH 7.

Acrescentar 4 mL de cloroférmio: etanol (8:2).

Agitar suavemente por 30 minutos (em homogeneizador orbital, por
exemplo). Agitacoes vigorosas favorecem a formagao de emulsao.
Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.

Adicionar 0,5 g de sulfato de sodio em um béquer de 5 a 10mL, devidamente
identificado.

Apos a centrifugacao, levar o frasco para a capela e recolher a fase organica
(inferior) com o auxilio de pipeta “Pasteur”, transferindo-a para o béquer
contendo sulfato de sodio.

Verificar se a fase organica se encontra livre de agua e, caso afirmativo,
transferi-la para outro béquer, devidamente identificado. Caso ainda
contenha agua na fase organica, repetir o procedimento anterior
(transferéncia para outro béquer e adicao de sal).

Secar a amostra em banho-seco a 40°C com auxilio de fluxo de gas
nitrogénio (N,), caso disponivel.

4.4.2. Preparo do controle negativo

Repetir todos os itens descritos em 4.4.1 utilizando uma amostra
sabidamente negativa, seja esta de fonte conhecida, ou analisada
previamente para comprovar a auséncia dos analitos, ou adquirida
comercialmente para esse fim.

4.4.3. Preparo do controle positivo

Adicionar 20 PL dos materiais de referéncia certificados de cocaina,
cocaetileno e benzoilecgonina na concentracdo de 10 pg/mL em uma




aliquota (2 mL) de amostra sabidamente negativa (ver item 4.4.2).
® Proceder como descrito em 4.4.1.

4.4.4, Derivatizacao
® Ressolubilizar as amostras questionadas e os controles negativo e positivo

adicionando 300 pL de cloroférmio:etanol (8:2) e agitando suavemente
béquer.

® Transferir para “vials” de 2 mL, devidamente identificados.

® Fvaporar até a secura em banho-seco a 40°C com auxilio de fluxo de gas
nitrogénio (N,), caso disponivel.

® Acrescentar 40 pL de BSTFA com 1% de TMCS ou MSTFA e tampar o “vial”.

® Deixar em banho-seco a 80°C por 20 minutos.

® Aguardar esfriar, transferir o contetdo do “vial” para um “insert”, fechar o

frasco imediatamente e injetar 1puL no GC/MS de acordo com as condigoes
estabelecidas do item 4.5.

4.5. Método cromatografico

® (s parametros descritos abaixo tém carater exemplificativo, sendo que cada
laboratorio deve adequar-se de acordo com a configuracao de seus
respectivos equipamentos:

4.5.1 Coluna cromatografica

® (Colunado tipo 5MS 30 metros, 0,25 pym de diametro, 0,25 pm de filme.

4.5.2 Condicoes do cromatografo em fase gasosa

® Modo de injecao: splitless.

® Temperatura do injetor: 270°C.

® Fluxo de 1.0 mL/min — modo fluxo constante.

® Rampa: temperatura inicial de 100°C mantida por 1 minuto, sobe
10°C/minuto até 130°C, sobe 20°C/minuto até 230°C, mantendo a
temperatura por 5 minutos, e até 290°C, mantendo por 5 minutos essa
temperatura final.

® Tempo total de corrida: 21 minutos.

® Temperatura da linha de transferéncia: 290°C.
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4.5.3. Condi¢oes do espectrometro de massas

4.6.

Solvent delay: 5 minutos.

EMV mode: relative.

Modo de aquisicao: scan.

Faixa de scan: 75 — 400 m/z.
Temperatura da fonte: 230°C.
Temperatura do quadrupolo: 150°C.

Avaliacao dos resultados

A interpretacao dos resultados obtidos deve ser realizada tendo como
referéncia a analise do controle positivo e do controle negativo. O controle
positivo & uma amostra preparada propositalmente com concentracées no
valor de “cut off” para analise confirmatoria, qual seja 100 ng/mL. Assim, o
método deve ser capaz de identificar a presenca de todos analitos nessa
amostra. De forma semelhante, a analise do controle negativo nao deve
acusar a presenca de nenhum analito, exceto do padrao interno
(benzoilecgonina d3 ou d8).

Dos trés analitos alvo, somente a benzoilecgonina reage com o derivatizante,
sendo que os ions pesquisados se referem ao produto da reacao de sililacao,
isto &, Benzoilecgonina-TMS.

A abundancia relativa dos ions obtidos e o tempo de retencao de cada analito
devem ser avaliados conforme o resultado fornecido pela analise do controle
positivo. A variacao permitida de tempo de retencao é de 2% em comparagao
com o tempo cadastrado no método (resultante dos experimentos de
validacao analitica).

Para a analise do espectro de massas € desejavel a utilizacao de pelo menos
3 ions diagnostico com abundancia igual ou superior a 5% em relagao ao pico
base, com excecao do PI, para o qual se monitora 2 ions. Além disso, a
variacao das abundancias relativas de cada fragmento deve obedecer o
disposto na tabela a seguir:




Tabela 1 - Tolerancias maximas permitidas para as abundancias relativas dos

ions diagnosticos.

Intensidade relativa ao pico base | Abundancia relativa permitida
>50 % +20%
> 20 % até 50 % *20%
> 10 % até 20 % *20%
=10% *50%

® A tabela 2 mostra os ions diagnostico (quantificador e qualificadores) para

todos os analitos.

Tabela 2 - lons diagnéstico dos analitos pesquisados no método.

Analito ion quantificador ions qualificadores
Benzoilecgonina-d3
TMS (P) 243 85
Benzoilecgonina-d8
Cocaina 182 82,303
Cocaetileno 196 82,318
Benzoilecgonina TMS 240 82,361

® Este método pode ser utilizado como método de triagem e/ou confirmagao, a

depender dos recursos disponiveis em cada laboratorio. Caso o método seja
utilizado para fins de triagem, considerar o “cut off” de 150 ng/mL.

® Se a analise for realizada como ferramenta Gnica as amostras que
apresentarem resultados positivos deverao ser testadas novamente, com
outra porcao da amostra sendo submetida a todo processo analitico.
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As amostras que apresentarem resultado abaixo do “cut off” nao precisam
ser submetidas a nova analise, sendo o resultado reportado como NAO
DETECTADO.

® O Anexo B traz exemplo de cromatograma e espectros de massas da
cocaing, do cocaetileno e da benzoilecgonina TMS. As abundancias relativas
de cada analito devem ser determinadas por cada laboratério.

5. PONTOS CRITICOS

® (O método, antes de sua aplicagao na rotina de analises, deve ser validado,
conforme normas vigentes.

® Se a analise for realizada como ferramenta Unica, os resultados positivos
deverao ser testados novamente com outra porcao da amostra.

® Tanto a benzoilecgonina-d3 quanto a benzoilecgonina-d8 podem ser
utilizadas como padrao interno. Entretanto, caso haja mudanca da
benzoilecgonina utilizada como padrao interno, o método devera ser
revalidado.

® As caracteristicas da técnica de GC-MS requerem do laboratério condicoes de

infraestrutura adequadas, como por exemplo, rede elétrica dimensionada,

estabilizada e com nobreak, sala climatizada (temperatura e umidade

controladas), central de gases de acordo com a legislagao vigente,

concentradores de amostra (banho seco com fluxo de nitrogénio), material de

referéncia certificados.

6. ESTRUTURA BASICA DO LAUDO

6.1. Identificacao do material
® |dentificacao, descricao e lacre da amostra questionada.
6.2. Exames realizados

® |dentificacdo de cocaina e metabdlitos (benzoilecgonina e cocaetileno) em
urina por GC-MS.

6.3. Resultados obtidos

® (scritérios de identificacao do analito devem ser avaliados em todas




ascorridas. Os resultados analiticos deste procedimento podem
ser apresentados na forma de tabela, conforme exemplo abaixo:

Analito Resultado
Cocaina Detectado
Benzoilecgonina Detectado
Cocaetileno Nao detectado

e NAO DETECTADO: Auséncia de picos no tempo de retencdo esperado, ou
presenca de picos com abundancia relativa dos ions diagnostico diferente do
esperado, ou resultado abaixo do limite de deteccao.

® DETECTADO: presenca de pico no tempo de retencao esperado, com
respectivo espectro de massas que contemple os ions diagnostico com a
abundancia relativa esperada.

6.4. Conclusao
® NAO DETECTADO: “As analises realizadas ndo detectaram a presenca de
cocaina e seus produtos de biotransformacdo na amostra”.
® DETECTADO: “As analises realizadas detectaram a presenca de cocaina e
seus produtos de biotransformacao na amostra”.
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8. GLOSSARIO

CUT OFF (valores de corte): Sao valores estabelecidos para separar duas
categorias, positiva e negativa. Utilizado em analises clinicas e toxicologicas,
onde os resultados das amostras que estao abaixo deste valor sao considerados
negativos, e os resultados acima desse valor sao considerados positivos.

{ON DIAGNOSTICO: termo utilizado em espectrometria de massas para ions que
sao considerados caracteristicos para o composto analisado.

PADRAO INTERNO: substancia quimica proveniente de uma solucio padrio de
concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padroes de
calibracao, amostras de controles e amostras em estudo.

VALIDAGAO: é a avaliacdo sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sao atendidos.
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9. ANEXOS

ANEXO A- FLUXOGRAMA DO PREPARO DE AMOSTRA

Figura 1 - Preparo de amostras.
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‘ 2 mL de urina

|
J

+ 20 uL de benzoilecgonina-d3 10 pg/mL
+ 0,6 g de NacCl
+15mL de tampdo pH 7.0

[ Agitar em vortex (30 min) J

v
Centrifugar (2000 rpm por 10 min) ]

Y
Recolher fase organica (inferior) ]

f

L}

Secar solvente com 0,5 g de NaS0, ]

‘ Evaporar em banho seco com fluxo de N: ‘

v
| Ressolubilizar com 300 L de cloroformio:etanol (8:2) ‘

Y

Transferir para vial e evaporar em banho seco com fluxo de N»

!

[ Derivatizar com 40 pL de BSTFA+1%TMCS por 20 min a 80°C }

!

{ Injetar 1 pL em GC-MS
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ANEXO B -EXEMPLOS DE CROMATOGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS

Figura 2 - Cromatograma de ions extraidos da cocaina (a), cocaetileno (b) e
benzoilecgonina TMS (c).
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Figura 3 - Exemplo de espectro de massas e abundancias relativas dos ions
diagnostico da cocaina.
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Figura & - Exemplo de espectro de massas e abundancias relativas dos ions
diagnostico do cocaetileno.
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Figura 5 - Exemplo de espectro de massas e abundancias relativas dos ions

diagnostico da benzoilecgonina.
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IDENTIFICACAO DE ACIDO 11-
NOR-A9-
TETRAIDROCANABINOL
CARBOXILICO (THCCOOH) EM
URINA POR GC-MS






PROCEDIMENTO OPERACIONAL
PADRAO (POP)

PERICIA OFICIAL DE NATUREZA
CRIMINAL

POP N° 10.03 - TOXICOLOGIA FORENSE

IDENTIFICACAO DE ACIDO 11-NOR-A9-TETRAIDROCANABINOL CARBOXILICO

(THCCOOH) EM URINA POR GC-MS

MJSP

MINISTERIO DA JUSTICA E
SEGURANCA PUBLICA

FINALIDADE

Orientar o profissional de pericia a identificar e
confirmar a presenca de acido 11-nor-A9S-
tetraidrocanabinol  carboxilico (THCCOOH) em
amostras de urina por extracao liquido-liquido e
cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrometria de massa (GC-MS).

PUBLICO ALVO

Peritos Criminais da area
de toxicologia forense.

1. ABREVIATURAS E SIGLAS

BSTFA: N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamida

PI: padrao interno

TMCS: trimetilclorosilano
TMS: trimetilsilil
5MS: (5% fenil) dimetilpolisiloxano

GC: da lingua inglesa, gas chromatography (cromatografia gasosa)
MS: da lingua inglesa, mass spectrometer (espectrometria de massas)

THC-COOH: acido 11-nor-A9-tetraidrocanabinol carboxilico

2. RESULTADOS ESPERADOS

® |dentificacado e confirmacao do acido 11-nor-A9-tetraidrocanabinol

carboxilico por GC-MS em amostras de urina.

3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

® Acido acético PA concentrado
e Acido fosférico (H3POL)
® Baloes volumeétricos de 100 e 1000 mL
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Banho seco

Béqueres de 5mL

BSTFA com 1% de TMCS

Centrifuga

Coluna cromatografica do tipo 5MS 30 metros, 0,25 pm de diametro, 0,25
pm de filme

Equipamento de cromatografia gasosa com espectrometria de massa
Hidroxido de potassio (KOH)

Homogeneizador orbital ou semelhante

Materiais de referéncia certificados de THC-COOH e de THC-COOH d3 ou d9
N-hexano PA

Pipetas de vidro

Sulfato de sédio anidro (NA,SO.)

Tubos de centrifuga conicos de vidro de 15mL

Vortex

4. PROCEDIMENTOS

4.1. Amostra questionada

® A coleta de urina em individuos vivos deve ser, obrigatoriamente, assistida
por agente publico responsavel pela cadeia de custddia naquele momento.
Quaisquer substancias que possam ser adicionadas a amostra (agua, alcool
gel, sabonete liquido, etc.) deverao ser removidas do local de coleta.

® Em casos “post mortem”, deve-se coletar urina por puncao direta da bexiga
logo ap0s a abertura da cavidade abdominal.

® A urina humana possui baixa atividade enzimatica, normalmente nao tem
glicose e apresenta risco menor de contaminagao por bactérias e leveduras
apos a morte, se coletada diretamente por puncao da bexiga e, portanto, nao
requer adicao de conservantes durante a coleta. O frasco plastico coletor
universal ou frasco plastico de fundo conico tipo “falcon” sao recomendados
para o acondicionamento da amostra. Atentar-se para a perfeita vedacao das
tampas, a fim de evitar vazamentos.

4.2. Custodia
® (onforme redacao dada pela Lei n° 13.964/19 em seu Art. 158-A, a cadeia de

custodia é definida como “o conjunto de todos os procedimentos utilizados
para manter e documentar a historia cronologica do vestigio coletado em




locais ou em vitimas de crimes, para rastrear sua posse e manuseio a partir
de seu reconhecimento até o descarte”.

® Dentre esses procedimentos, a coleta é considerada uma das etapas mais
importantes de todo o processo da cadeia de custddia, pois, quando realizada
de forma inadequada, pode destruir os vestigios, inviabilizando sua analise e,
consequentemente, a producao da prova pericial.

® As amostras devem ser acondicionadas em envelopes com lacre de
seguran¢a e numeracao individualizada e encaminhadas ao laboratdrio o
mais brevemente possivel. Entretanto, quando o prazo ultrapassar 48 horas
é importante que as amostras sejam congeladas (-20°C). Para prazos
inferiores, as amostras podem ser mantidas refrigeradas (2°C a 8°C).

4.3. Preparo de solucgoes:
4.3.1. Hidroxido de Potassio (KOH) 10 M
® Pesar 56 g de KOH e transferir quantitativamente para balao volumétrico de
100 mL, contendo cerca de 50 mL de agua reagente.
® Esperar a solucao esfriar e completar o volume do balao com agua reagente.
4.3.2 Acido fosférico (HsP0,) 50 mM
® Em um balao volumétrico de 1L, adicionar vagarosamente 3,4 mL de acido
fosforico P.A. em cerca de 500 mL de agua reagente.
® Homogeneizar e completar o volume com agua reagente.
4.3.2 Solucao de PI (11-nor-A9-tetraidrocanabinol carboxilico-d3)
® Realizar diluicdo do material de referéncia certificado de 11-nor-A9-
tetraidrocanabinol carboxilico-d3 (THC-COOH-d3) com metanol, a fim de se
obter uma solugao com concentracao final de 1 pg/mL.
4.4. Procedimentos analiticos
® Deve-se realizar a analise de, ao menos, uma amostra sabidamente positiva

(controle positivo) e uma amostra sabidamente negativa (controle negativo)
concomitante a analise das amostras de rotina.
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4.4.1. Preparo da amostra questionada

® Hidrolise

o

©)
O
o

Aliquotar 5 mL de urina em tubo de centrifuga de vidro de 15 mL.
Acrescentar 75 pLdo Pla 1 pg/mL.

Adicionar 0,3 mL de KOH 10 M.

Hidrolisar em banho de agua ou bloco de aquecimento a 56°C por 15
min.

Deixar esfriar na bancada até temperatura ambiente.

® Extracao

o
©)
O

Adicionar 0,4 mL de acido acético concentrado.

Adicionar 3 mL de acido fosférico 50 mM.

Verificar o pH, que deve estar entre 4 e 5, caso necessario ajustar o pH,
adicionando mais acido fosforico.

Adicionar 5 mL de n-hexano.

Agitar suavemente por 15 minutos (ex: em homogeneizador orbital).
Agitacoes vigorosas favorecem a formacao de emulsao.

Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.

Apos a centrifugacao, recolher a fase organica (superior) com o auxilio da
pipeta “Pasteur” de vidro.

Transferir a fase organica para o béquer contendo 0,5 g de sulfato de
sadio.

Verificar se a fase organica se encontra livre de agua e, caso afirmativo,
transferi-la para outro béquer, devidamente identificado. Caso ainda
contenha agua na fase organica, repetir o procedimento anterior
(transferéncia para outro béquer e adicao de sal).

Secar a amostra em banho-seco a 40°C com auxilio de fluxo de gas
nitrogénio (N,), caso disponivel.

4.4.2. Preparo do controle negativo

® Repetir todos os itens descritos em 4.4.1 utilizando uma amostra
sabidamente negativa, seja esta de fonte conhecida, ou analisada

previamente para comprovar a auséncia dos analitos, ou adquirida

comercialmente para esse fim.

4.4.3 Preparo do controle positivo




e Adicionar 75 PL do material de referéncia certificado de acido 11-nor-A9-
tetraidrocanabinol carboxilico (THC-COOH) na concentracao de 1 pg/mL em
uma aliquota (5 mL) de amostra sabidamente negativa (ver item 4.4.2),
resultando em uma concentracao final de 15 ng/mL (valor de “cut off”).

® Proceder como descrito em 4.4.1.

4.4.4. Derivatizacao

® Ressolubilizar as amostras questionadas e os controles negativo e positivo
com aproximadamente 300 pL de hexano.

Transferir para “vials” de 2 mL, devidamente identificados.

Evaporar até a secura em banho-seco a 40°C com auxilio de fluxo de gas
nitrogénio (N,), caso disponivel.

Adicionar 40uL de BSTFA com 1% de TMCS e tampar o “vial”.

Colocar por 20 minutos em banho-seco a 80°C.

Aguardar esfriar, transferir o conteddo do “vial” para um “insert”, fechar o
frasco imediatamente e injetar 1puL no GC/MS de acordo com as condigoes
estabelecidas do item 4.5.

4.5. Método cromatografico

e (s parametros descritos abaixo tém carater exemplificativo, sendo que cada
laboratorio deve adequar-se de acordo com a configuracao de seus
equipamentos:

4.5.1. Coluna cromatografica

¢ Colunado tipo 5MS 30 metros, 0,25 pym de diametro, 0,25 pm de filme.

4.5.2. Condi¢oes do cromatografo em fase gasosa

® Modo de injecao: splitless.

e Temperatura doinjetor: 270°C.

® Fluxo: 1.0 mL/min.

® Modo fluxo: constante.

e Rampa: temperatura inicial de 100°C mantida por 1 minuto, sobe
10°C/minuto até 130°C, sobe 20°C/minuto até 230°C mantendo a
temperatura por 5 minutos e até 290°C mantendo por 5 minutos essa
temperatura final.
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4.6.

Tempo total de corrida: 21 minutos.
Temperatura da linha de transferéncia: 290°C.
4.5.3 Condigoes do espectrometro de massas.
Solvent delay: 5 minutos.

EMV mode: relative.

Acquisition mode: scan.

Faixa de scan: 75 — 400 m/z.

MS source: 230°C.

MS quad: 150°C.

Avaliacao dos resultados

A interpretacao dos resultados obtidos deve ser realizada tendo como
referéncia a analise dos controles positivo e negativo. O controle positivo é
uma amostra preparada propositalmente com concentracoes no valor de “cut
off” para essa analise, qual seja 15 ng/mL. Assim, o método deve ser capaz
de identificar a presenca do analito a partir dessa concentracao na amostra
de urina, comparando-se a relacao das areas analito/ padrao interno na
amostra com a relagao analito/padrao interno no controle positivo. De forma
semelhante, a analise do controle negativo nao deve acusar a presenca de
nenhum analito, exceto do padrao interno (THC-COOH-d3).

A abundancia relativa dos ions obtidos e o tempo de retencao de cada analito
devem ser avaliados conforme o resultado fornecido pela analise do controle
positivo. A variacao permitida de tempo de retencao é de 2% em comparagao
com o tempo cadastrado no método (resultante da validagao do método).
Para a analise do espectro de massas é desejavel a utilizacao de pelo menos
3ions diagnodsticos com abundancia igual ou superior a 5% em relacao ao pico
base, exceto para o Pl para o qual & permitido o monitoramento de 2 ions
diagnosticos. Além disso, a variagao das abundancias relativas de cada
fragmento deve obedecer o disposto na tabela a seguir:




Tabela 1 - Tolerancias maximas permitidas para as abundancias relativas dos
ions diagnosticos.
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Intensidade relativa ao pico base Abundancia relativa permitida
>50% +20%
>20%até 50 % +20%
> 10 % até 20 % *20%
=10% +50%

A tabela 2 mostra os ions (base e diagndsticos) para todos os analitos.

Tabela 2 - lons base e diagnésticos dos analitos pesquisados no método.

Analito fon quantificador fons qualificadores

Acido 11-nor-A9-tetraidrocanabinol

carboxilico-d3 - TMS 374 (ion base) 476

Acido 11-nor-A9-tetraidrocanabinol ,
carboxilico - TMS 371 (ion base) 473,488

® FEste método pode ser utilizado como método de triagem e/ou confirmacgao, a
depender dos recursos disponiveis em cada laboratorio. Caso o método seja
utilizado para fins de triagem, considerar o “cut-off” de 50 ng/mL.

® Se a analise for realizada como ferramenta tnica de pesquisa de THC-COQOH,
as amostras que apresentarem resultados positivos deverao ser testadas
novamente, com outra porcao da amostra sendo submetida a todo processo
analitico.

® Asamostras que apresentarem resultado abaixo do “cut-off” (15 ng/mL) nao
precisam ser submetidas a nova analise, sendo o resultado reportado como
NAO DETECTADO.

® (O Anexo B traz exemplos de espectros de massas do THC-COOH TMS. As
abundancias relativas devem ser determinadas por cada laboratério.




5. PONTOS CRITICOS

® (O método, antes de sua aplicagao na rotina de analises, deve ser validado,
conforme normas vigentes.

® Se a analise for realizada como ferramenta Unica, os resultados positivos
deverao ser testados novamente com outra porcao da amostra.
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® Tanto o acido 11-nor-A9-tetraidrocanabinol carboxilico-d3, quanto o acido
11-nor-A9-tetraidrocanabinol carboxilico-d9 podem ser utilizadas como
padrao interno. Entretanto, caso haja mudanca da THC-COQOH utilizada como
padrao interno, o método devera ser revalidado.

® As caracteristicas da técnica de GC-MS requerem do laboratério condicoes de
infraestrutura adequadas, como por exemplo, rede elétrica dimensionada,
estabilizada e com nobreak, sala climatizada (temperatura e umidade
controladas), central de gases de acordo com a legislagao vigente,
concentradores de amostra (banho seco com fluxo de nitrogénio), material de
referéncia certificados.

6. ESTRUTURA BASICA DO LAUDO

6.1. Identificacao do material
® |dentificacao, descricao e lacre da amostra questionada.
6.2. Exames realizados
® |dentificacao de 11-nor-A9-tetraidrocanabinol carboxilico em urina por GC-
MS.
6.3. Resultados obtidos
® Qs critérios de identificacao do analito devem ser avaliados em todas as

corridas. Os resultados analiticos deste procedimento podem ser
apresentados na forma de tabela, conforme exemplo abaixo:

Analito Resultado*

11-nor-A9-tetraidrocanabinol Detectado

*limite de deteccao: 15 ng/mL




® NAO DETECTADO: Auséncia de picos no tempo de retencio esperado, ou
presenca de picos com abundancia relativa dos ions diagnostico diferente do
esperado, ou resultado abaixo do limite de deteccao.

® DETECTADO: presenca de pico no tempo de retencao esperado, com
respectivo espectro de massas que contemple os ions diagnostico com a
abundancia relativa esperada.

6.4. Conclusao

® NAO DETECTADO: “As analises realizadas ndo detectaram a presenca de 11-
nor-A9-tetraidrocanabinol carboxilico na amostra”.

® DETECTADO: “As analises realizadas detectaram a presenca de 11-nor-A9-
tetraidrocanabinol carboxilico na amostra”.
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8. GLOSSARIO

CUT OFF (VALORES DE CORTE): Sao valores estabelecidos para separar duas
categorias, positiva e negativa. Utilizado em analises clinicas e toxicologicas,
onde os resultados das amostras que estao abaixo deste valor, sao considerados
negativos, e os resultados acima desse valor sao considerados positivos.

{ON DIAGNOSTICO: termo utilizado em espectrometria de massas para ions que
sao considerados caracteristicos para o composto analisado.

PADRAO INTERNO: substancia quimica proveniente de uma solucio padrio de
concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padroes de
calibracao, amostras de controles e amostras em estudo.

VALIDAGAO: é a avaliacio sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sao atendidos.




9. ANEXOS

ANEXO A - FLUXOGRAMA

Figura 1 - Fluxograma do preparo de amostras.
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‘ 5 mL de urina ’

+ 75 uL THC-COOH-d3 1 pg/mL (PI)
+300 L de KOH 10 M

A
‘ Banho de agua (56°C) por 15 min ’

|
‘ Deixar esfriar ’

+ 400 pL de acido aético concentrado
+ 300 pL de Acido fosférico 50 mM

| /
‘ Ajustar pH (entre 4 e 5) ’

+ 5 mL de n-hexano

/

‘ Agitar por 15 min ’

/
‘ Centrifugar (2000 rpm por 10 min) ’

Secar solvente com Na,SO,4 ]

A
‘ Evaporar em banho seco ’

v

‘ Derivatizar com 40 uL de BSTFA+1%TMCS por 20 min a 80°C ’

v
‘ Injetar 1 uL em GC-MS ’




ANEXO B -EXEMPLOS DE CROMATOGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS

Figura 2: Cromatograma de ions extraidos do THC-COOH (TR = 17,394 min).
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Figura 3: Exemplo de espectro de massas e abundancias relativas dos ions
diagnostico do THC-COOH.
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IDENTIFICACAO DE
AGROTOXICOS EM AMOSTRAS
DE SANGUE POR GC-MS
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IDENTIFICACAO DE AGROTOXICOS EM AMOSTRAS DE SANGUE POR GC-MS

FINALIDADE PUBLICO ALVO

Orientar o profissional de pericia a identificar e Peritos Criminais da area

confirmar a presenca de agrotoxicos de diferentes de toxicologia forense.
classes quimicas em amostras de sangue por
extracao liquido-liquido e cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS).

1. ABREVIATURAS E SIGLAS

GC: da lingua inglesa, gas chromatography (Cromatografia Gasosa).
MS: da lingua inglesa, mass spectrometry (Espectrometria de massas).
PI: padrao interno.

g.s.p.: quantidade suficiente para.

TPP: Trifenilfosfato.

5MS: (5% fenil) dimetilpolisiloxano.

2. RESULTADOS ESPERADOS

dentificacao e/ou confirmacao de agrotoxicos por GC-MS em amostras de

sangue.

3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Banho seco

Béquer de 5 mL

Centrifuga

Cloroformio P.A.

Coluna do tipo 5MS 30 metros, 0,25 pm de diametro, 0,25 pm de filme
Equipamento de cromatografia gasosa acoplado a espectrometro de massas
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Hexano P.A.

Materiais de referéncia de agrotoxicos de diferentes classes quimicas
(carbamatos, organofosforados, piretroides, herbicidas)
Trifenilfosfato (TPP)

Metanol P.A.

Micropipetas automaticas

Pipetas de vidro

Ponteiras

Tolueno P.A.

Tubo de centrifuga de 2 mL

Vortex

4. PROCEDIMENTOS

4.1.

4.2,

Amostra questionada

A coleta “in vivo" deve ser realizada por puncao venosa o mais brevemente
possivel. Caso também seja solicitada a analise de alcoolemia na amostra
coletada, a assepsia do local de coleta deve ser realizada com material isento
de etanol e outros alcoois em sua constituicao (p.ex.: antissépticos a base de
iodo).

No caso de coletas “post mortem”, colher sangue, preferencialmente, de
vasos calibrosos (veias femoral, subclavia ou jugular interna). Caso nao seja
possivel, colher sangue da cavidade cardiaca. Nao coletar sangue acumulado
das cavidades toracica e abdominal devido a alta possibilidade de
contaminagao com outros fluidos biologicos ou contetdo estomacal.

Custodia

Conforme redacao dada pela Lei n° 13.964/19 em seu Art. 158-A, a cadeia de
custodia é definida como "o conjunto de todos os procedimentos utilizados
para manter e documentar a historia cronologica do vestigio coletado em
locais ou em vitimas de crimes, para rastrear sua posse e manuseio a partir
de seu reconhecimento até o descarte”.

Dentre esses procedimentos, a coleta & considerada uma das etapas mais
importantes de todo o processo da cadeia de custddia, pois, quando realizada
de forma inadequada, pode destruir os vestigios, inviabilizando sua analise e,
consequentemente, a producao da prova pericial.




® As amostras devem ser acondicionadas em envelopes com lacre de
seguranca e numeracao individualizada e encaminhadas ao laboratério o
mais brevemente possivel. Entretanto, quando o prazo ultrapassar 48 horas
é importante que as amostras sejam congeladas (-20°C). Para prazos
inferiores, as amostras podem ser mantidas refrigeradas (2°C a 8°C).

4.3. Preparo de solucoes
4.3.1. Solucao de PI (TPP)
® Em um balao volumétrico de 10 mL, pesar 0,1 g de TPP.
® (Completar o volume com metanol g.s.p. 10 mL.
® A concentracao final do Pl é 10 pg/mL.
4.3.2. Solucao de padroes de agrotoxicos
® Qs padroes de agrotoxicos estao comercialmente disponiveis em diversas
apresentacoes (na forma de “pool” ou individuais) e deverao ser preparados
observando o solvente de diluicao original para o preparo de solucoes em
concentracao final de 10 pg/mL.
® Sugere-se 0 uso de agrotoxicos de diferentes classes quimicas (carbamatos,
organofosforados, piretrdides, dentre outros).
4.3.3. Solucao de tolueno:cloroférmio (4:1)
® Misturar 400 mL de tolueno com 100 mL de cloroférmio.
4.4. Procedimentos analiticos
® Recomenda-se a analise de, ao menos, uma amostra sabidamente positiva
(controle positivo) e uma amostra sabidamente negativa (controle negativo)
concomitante a analise das amostras de rotina.

4.4.1. Preparo das amostras questionadas

® |dentificar os tubos de centrifuga.
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® Pipetar 0,5 mL de sangue total referente a cada amostra.

® Acrescentar 10 pL de padrao TPP 10 pg/mL.

® Pipetar 1,5 mL da solugao tolueno:cloroférmio (4:1) com o auxilio de pipeta
de vidro.

® Homogeneizar no vortex por 5 min.

® (entrifugar por 10 minutos a 2.000 rpm.

® Retirar a fase organica com auxilio de pipeta “Pasteur” e transferir para um
“vial”.

® Secar a amostra em banho-seco a 40°C com auxilio de fluxo de gas
nitrogénio (N,), caso disponivel.

® Reconstituir com 50 pL de hexano e transferir para “vial” com “insert”.

® |njetar 1pL no GC/MS de acordo com as condicoes estabelecidas do item 4.5.

4.4.2. Preparo do controle negativo

® Repetir todos os itens descritos em 4.4.1 utilizando uma amostra
sabidamente negativa, seja esta de fonte conhecida, ou analisada
previamente para comprovar a auséncia dos analitos, ou adquirida
comercialmente para esse fim.

4.4.3. Preparo do controle positivo
® Adicionar 10 pL dos materiais de referéncia (pool ou individuais) de
agrotoxicos disponiveis na concentracao de 10 pg/mL em uma aliquota (0,5
mL) de amostra sabidamente negativa, de modo que a concentracao final
seja de 200 ng/mL.
® Proceder como descrito em 4.4.1.
4.5. Método cromatografico
® (s parametros descritos abaixo tém carater exemplificativo, sendo que cada
laboratorio deve adequar-se de acordo com a configuracao de seus
respectivos equipamentos:

4.5.1. Coluna cromatografica

® (Colunado tipo 5MS 30 metros, 0,25 ym de diametro, 0,25 pm de filme.




4.5.2. Condigoes do cromatografo em fase gasosa

Modo de injecao: splitless.

Temperatura do injetor: 280°C.

Fluxo de 1.3 mL/min.

Modo: fluxo constante.

Rampa: temperatura inicial de 80°C, sobe 10°C/min até 180°C, sobe
5°C/min até 200°C e sobe 15°C/min até 300°C. Essa temperatura final &
mantida por 6 min.

Tempo total de corrida: aproximadamente 27 min.

Temperatura da linha de transferéncia: 300°C.

4.5.3. Condicoes do espectrometro de massas

4.6.

Solvent delay: 2,4 min.

EMV mode: relative.

Modo de aquisicao: scan.

Faixa de scan: 40 — 550 m/z.
Temperatura da fonte: 230°C.
Temperatura do quadrupolo: 150°C.

Avaliacao dos resultados

A interpretacao dos resultados obtidos deve ser realizada tendo como
referéncia a analise do controle positivo e do controle negativo. O controle
positivo & uma amostra preparada pela adicao dos materiais de referéncia de
agrotoxicos disponiveis no laboratorio. Para tal finalidade, sugere-se a adicao
de padroes para a obtencao de concentragdes finais de 200 ng/mL para
todos os analitos, sendo esse considerado o limite de deteccao. Assim, o
método deve ser capaz de identificar a presenca dos analitos a partir dessa
concentracao na amostra de sangue, comparando-se a relacdo de areas
analito/ padrao interno na amostra com a relacao analito/padrao interno no
controle positivo. De forma semelhante, a analise do controle negativo nao
deve acusar a presenca de nenhum analito, exceto do padrao interno (TPP)
que, obrigatoriamente, deve estar presente.
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® Na concentragao de 200 ng/mL, o método deve ser capaz de identificar a
presenca de todos os analitos adicionados na amostra, com exce¢ao de
alguns carbamatos termolabeis listados na Tabela 2, cuja sensibilidade
analitica é superior a 200 ng/mL.
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® A abundancia relativa dos ions obtidos e o tempo de retencao de cada analito

devem ser avaliados conforme o resultado fornecido pela analise do controle
positivo. A variacao permitida de tempo de retencao é de 2% em comparagao
com o tempo cadastrado no método (resultante dos experimentos de
validagao analitica).

® Para a analise do espectro de massas é desejavel a utilizacao de pelo menos
3 ions diagnosticos com abundancia igual ou superior a 5% em relagao ao
pico base, com excecao do PI, para o qual se monitora 2 ions. Além disso, a
variacao das abundancias relativas de cada fragmento deve obedecer ao
disposto na tabela a seguir:

Tabela 1 - Tolerancias maximas permitidas para as abundancias relativas dos
ions diagnosticos.

Intensidade relativa ao Abundancia relativa
pico base permitida
>50% *20%
>20%até 50 % *20%
> 10 % ate 20 % +20%
<10 % =50 %

® A tabela 2 mostra os agrotoxicos (na concentracao de 200 ng/mlL)
detectados pelo método proposto.
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Tabela 2 - Lista de agrotoxicos identificados pelo método. 8
=
Acefato Dimetoato Ometoato 8
|
: . @)
Aldicarbe* Dimetomorph** Oxamyl* -
x
o
Ametrina Dioxacarb Picoxistrobina =
Azoxistrobina Diuron Primicarb
Bendiocarb Epoxiconazol Procloraz
Benfuracarb Ethiofencarb Profam
Bifenazate Fenobucarb Promecarb
Butocarboxim Fenoxycarb Propiconazol**
Carbaril Fenuron Propoxur
Carbofuram Fipronil Pyraclostrobina
Carboxin Flutriafol Tebuconazol
Ciproconazol Malation Tebutioron
Clorpirifés Methiocarb Terburbos
Cycluron Metomyl* Tetraconazol
Dicrotofos Mevinfos Tiabendazol
Dietofencarb Naftol Tiobencarb
Difeconazol** OH-Carbofuram Triadimenol
*Analitos termolabeis cuja sensibilidade analitica é superior a 200 ng/mL.
**Analitos que naturalmente apresentam dois picos no cromatograma em fungao da
existéncia de isomeria.
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® Este método pode ser utilizado como método de triagem e/ou confirmacao,
a depender dos recursos disponiveis em cada laboratorio.

® Se a analise for realizada como ferramenta Unica de pesquisa de agrotoxicos,
as amostras que apresentarem resultados positivos deverao ser testadas
novamente, com outra porcao da amostra sendo submetida a todo processo
analitico. As amostras que apresentarem resultado abaixo do limite de
deteccao nao precisam ser submetidas a nova analise, sendo o resultado
reportado como NAO DETECTADO.

® O Anexo B traz exemplos de cromatogramas de ions totais de um controle
positivo contendo todos os analitos e o espectro de massas do padrao
interno. As abundancias relativas de cada analito devem ser determinadas
por cada laboratorio.

5. PONTOS CRITICOS

® (O método, antes de sua aplicacao na rotina de analises, deve ser validado,
conforme normas vigentes.

® Se a analise for realizada como ferramenta Unica, os resultados positivos
deverao ser testados novamente com outra porcao da amostra.

® [Este método também é capaz de identificar varios medicamentos e drogas
de abuso, devendo cada laboratdrio avaliar a aplicagao para tal finalidade.

® A quantidade de agrotoxicos comercialmente disponivel no Brasil € enorme e,
por isso, cada laboratério deve priorizar a inclusao de analitos considerando
especialmente a prevaléncia regional dos agrotoxicos e seu historico de uso
em casos forenses.

® QO aldicarbe e outros agrotoxicos da classe dos carbamatos sao detectados
por GC-MS apenas em concentracbes mais elevadas, devido a sua
termolabilidade e consequente degradacao no injetor/coluna. Cada
laboratorio deve testar os limites de deteccao do método para cada analito.

® As caracteristicas da técnica de GC-MS requerem do laboratério condicoes de
infraestrutura adequadas, como por exemplo, rede elétrica dimensionada,
estabilizada e com nobreak, sala climatizada (temperatura e umidade
controladas), central de gases de acordo com a legislagao vigente,
concentradores de amostra (banho seco com fluxo de nitrogénio), material de
referéncia certificados.




6. ESTRUTURA BASICA DO LAUDO

6.1. Identificacao do material
® |dentificacao, descricao e lacre da amostra questionada.
6.2. Exames realizados
® |dentificacdao de agrotoxicos em sangue por GC-MS.
6.3. Resultados obtidos
® (s critérios de identificacao do analito devem ser avaliados em todas as

corridas. Os resultados analiticos deste procedimento podem ser
apresentados na forma de tabela, conforme exemplo abaixo:

Analito Resultado*

Carbamatos (aldicarbe, aldicarbe
sulfona, aldicarbe sulfoxido, carbaril,
carbofurano, carbofurano fenol, .
3-0H-carbofurano, carboxina, oxamil, Detectado Aldicarbe
metomil, metiocarbe, propoxur,
tiobencarbe)

Organofosforados (acefato, azinfos
metilico, clorpirifés, clorpirifés oxon,
demeton-S-metilico, diazinona,
diclorvos, dimetoato, dissulfoton,
etiona, fenamifos, malationa, merfos, Nao detectado
metamidofos, metidationa, ometoato,
parationa metilica, pirazofés,
pirimifds metilico, profenofos,
vinclozolina)

Outros (1-naftol, nitrofen, bifentrin,
azoxistribina, difenoconazol, flutriafol,
cimoxanil, clorantraniliprole, diurom, Nao detectado
fipronil, imidacloprido, metalaxil,
metoxifenozida, picoxistrobina)
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e NAO DETECTADO: Auséncia de picos no tempo de retencio esperado, ou
presenca de picos com abundancia relativa dos ions diagnostico diferente do
esperado, ou resultado abaixo do limite de deteccao.

® DETECTADO: presenca de pico no tempo de retencao esperado, com
respectivo espectro de massas que contemple os ions diagnostico com a
abundancia relativa esperada.

6.4. Conclusao
e NAO DETECTADO: “As anilises realizadas ndo detectaram a presenca de

XXXX (nomear os agrotoxicos inseridos no método) na amostra”.
® DETECTADO: “As analises realizadas detectaram a presenca de XXXX

(nomear os agrotoxicos identificados) na amostra”.
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8. GLOSSARIO

CUT OFF (VALORES DE CORTE): Sao valores estabelecidos para separar duas
categorias, positiva e negativa. Utilizado em analises clinicas e toxicologicas,
onde os resultados das amostras que estao abaixo deste valor, sao considerados
negativos, e os resultados acima desse valor sao considerados positivos.

1ON DIAGNOSTICO: termo utilizado em espectrometria de massas para ions que
sao considerados caracteristicos para o composto analisado.

PADRAO INTERNO: substancia quimica proveniente de uma solucdo padrdo de
concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padroes de
calibracao, amostras de controles e amostras em estudo.



https://dspace.mj.gov.br/handle/1/12006
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2019/lei/l13964.htm

POOL: Mistura de duas ou mais amostras ou padroes em uma Unica solugao.
VALIDACAO: é a avaliacdo sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sao atendidos.

9. ANEXOS

ANEXO A - FLUXOGRAMA DO PREPARO DE AMOSTRA

Figura 1 - Preparo de amostras.

r

500 uL de sangue total

[+ 10 pL de padro TPP 10 pg/mL
t |*+ 1.5 mL de tolueno:clorofdrmio (4:1) |

Agitar por 5 min

¥
Centrifugar (2000 rpm por 10 min)

L - ')

1 -
Evaporar em banho seco com fluxo de N:

L
Reconstituir com 50 ulL de hexano

L)
Injetar 1 L em GC-MS
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ANEXO B - EXEMPLOS DE CROMATOGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS

Figura 2 - Cromatograma de ions totais (TIC) de um controle positivo.

HEEEENE

Figura 3 - Exemplo de espectro de massas e abundancias relativas dos ions
diagnostico do padrao interno (TPP).
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IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DE COCAINA E
SEUS PRODUTOS DE
BIOTRANSFORMACAO EM
URINA POR LC-MS/MS
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IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COCAINA E SEUS PRODUTOS DE
BIOTRANSFORMACAO EM URINA POR LC-MS/MS

FINALIDADE PUBLICO ALVO

Orientar o profissional de pericia a identificar e | | Peritos Criminais da area

quantificar cocaina, benzoilecgonina e cocaetileno | | de toxicologia forense.
em amostras de urina por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial
(LC-MS/MS), para confirmacao da exposicao a
cocaina.

1. ABREVIATURAS E SIGLAS

CQA: amostra de controle de qualidade de alta concentragao

CQB: amostra de controle de qualidade de baixa concentracao

CQM: amostra de controle de qualidade de média concentracao

FM: fase movel

LC-MS/MS: da lingua inglesa, liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial)

LD: limite de deteccao

LIQ: limite inferior de quantificacao

LSQ: limite superior de quantificacao

MRC: material de referéncia certificado

2. RESULTADOS ESPERADOS

® Quantificacdo de cocaina, benzoilecgonina e cocaetileno por LC-MS/MS em
amostras de urina, para confirmagao da exposicao a cocaina.
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3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Micropipetas

Ponteiras

\Vortéx

Centrifuga para tubos de 2 mL

“Vials" de 2 mL

Tampa rosqueavel com septo para “vial” de 2 mL

Agua reagente

Metanol grau HPLC ou superior

Acido férmico grau HPLC ou superior

Formiato de amonio grau HPLC ou superior

Acetonitrila grau HPLC

MRC de cocaina

MRC de cocaetileno

MRC de benzoilecgonina

MRC de benzoilecgonina-d8

Coluna cromatografica com fase estacionaria bifenil com dimensdes 100 mm
X2,17mm, 2,7 gm

Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo

4. PROCEDIMENTOS

4.1. Amostra questionada

A coleta de urina em individuos vivos deve ser assistida, obrigatoriamente,
por agente publico responsavel pela cadeia de custddia naquele momento.
Quaisquer substancias que possam ser adicionadas a amostra (agua, alcool
gel, sabonete liquido, etc.) deverao ser removidas do local de coleta.

Em casos “post mortem”, deve-se coletar urina por puncao direta da bexiga
logo ap0s a abertura da cavidade abdominal.

A urina humana possui baixa atividade enzimatica, normalmente nao tem
glicose e apresenta risco menor de contaminagao por bactérias e leveduras
apos a morte. Portanto, nao requer adicao de conservantes durante a coleta.
O frasco plastico coletor universal ou frasco plastico de fundo conico tipo
“falcon” sao recomendados para o acondicionamento da amostra. Atentar-se
com a perfeita vedagao das tampas, a fim de evitar vazamentos.




4.2. Custodia

® (Conforme redacao dada pela Lei n° 13.964/19 em seu Art. 158-A, a cadeia de
custodia é definida como “o conjunto de todos os procedimentos utilizados
para manter e documentar a historia cronolégica do vestigio coletado em
locais ou em vitimas de crimes, para rastrear sua posse e manuseio a partir
de seu reconhecimento até o descarte”.
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® Dentre esses procedimentos, a coleta & considerada uma das etapas mais
importantes de todo o processo da cadeia de custddia, pois, quando realizada
de forma inadequada, pode destruir os vestigios, inviabilizando sua analise e,
consequentemente, a producao da prova pericial.

® As amostras devem ser acondicionadas em envelopes com lacre de
seguranca e numeracao individualizada e encaminhadas ao laboratério o
mais brevemente possivel. Entretanto quando o prazo ultrapassar 48 horas é
importante que as amostras sejam congeladas (-20°C). Para prazos
inferiores, as amostras podem ser mantidas refrigeradas (2°C a 8°C).

4.3. Preparo de solucoes
4.3.1 Solucao estoque dos MRCs

® Deve-se preparar uma unica solugao estoque com os trés analitos - cocaina,
benzoilecgonina e cocaetileno na concentragao individual de 100 pg/mL.

® Para o preparo de 1 mL dessa solucao estoque, considerando que a
concentracao dos respectivos MRCs esta a 1 mg/mL, proceder conforme
segue:

O Adicionar, com auxilio de micropipeta, 700 pL de acetonitrila para “vial”
ambar de 2 mL.

O Transferir 100 pL do material de referéncia certificado de cada analito a 1
mg/mL (cocaina, cocaetileno e benzoilecgonina).

O Fechar o frasco com tampa rosqueavel e septo de silicone, homogeneizar
em vortex por 10 segundos e armazenar em freezer (-20°C) até seu
respectivo periodo de validade. O prazo de validade da solugao sera
aquele referente ao menor prazo dentre os componentes na mistura, ou
seja, menor data de validade dentre cocaina, cocaetileno e
benzoilecgonina. Concentracao final de 100 pg/mL.
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4.3.2. Solucao de trabalho dos MRCs

® A partir da solucao padrao estoque (100 pg/ml), realizar diluicoes em

acetonitrila para preparo dos calibradores e controles, conforme tabela

abaixo. As solucoes de controle de qualidade devem ser preparadas em maior

volume final (1 mL) em comparagao ao dos calibradores (0,5 mL), devido a

quantidade de controles utilizados na rotina. As solucoes devem ser

preparadas, identificadas e armazenadas em “vials” com capacidade para 2
mL. As solucbes devem ser armazenadas em freezer (-20°C) até seu
respectivo periodo de validade.

o

Identificar cada “vial” individualmente com as identificacées da coluna 1
da Tabela 1.

Adicionar, com auxilio de micropipeta, o volume de acetonitrila descrito
na coluna 2 da Tabela 1 para o “vial” correspondente.

Adicionar, com auxilio de micropipeta, o volume de solucao estoque
indicado para cada nivel de concentracao, conforme coluna 3 da Tabela 1;
Fechar o frasco com tampa rosqueavel para “vial” de 2 mL.
Homogeneizar em vortex.

Armazenar em freezer (-20°C). As concentracoes finais de cada solucao
de trabalho sao apresentadas na coluna 4 da Tabela 1.

Tabela 1 - Preparo de solucoes de trabalho para calibradores e controles a partir

da solugao estoque de cocaina, benzoilecgonina e cocaetileno a 100 pg/mL cada.

Identificacio acgtglr‘:irt‘:ﬁ :(epL) Vol:::quuees(c:lltl)géo Conce(:tgr/arﬁc)) final
CAL1 475 25% 0,5
CAL2 450 50* 1.0
CAL3 475 25 50
CALL 462,5 37,5 75
CAL5 450 50 10




CAL6 425 75 15
CAL7 400 100 20
cQB 985 15 1,5
cQm 915 85 8,5
CQA 840 160 16

*0 CAL1 e o CAL2 devem ser preparados a partir do CAL5 (10 pg/mL).
4.3.3. Solucao de PI (benzoilecgonina-d8)

® (onsiderando o MRC de benzoilecgonina-d8 na concentracao de 100 pg/mL,
realizar diluicao com acetonitrila, conforme descrito abaixo, a fim de se obter
solucao de trabalho do padrao interno a 4 pg/mL:

O |dentificar adequadamente um "vial” ambar com capacidade para 2 mL.

O Adicionar, com auxilio de micropipeta, 480 pL de acetonitrila.

O Adicionar, com auxilio de micropipeta, 20 pL do MRC de benzoilecgonina-
d8 (100 pg/mL).

O Fechar o frasco com tampa rosqueavel adequada.

O Homogeneizar em vortex.

O Armazenar em freezer (-20°C) até seu respectivo periodo de validade.

4.3.4. Fase Movel
® Solucao de formiato de amonio 1 mol/L.
O Dissolver 6,31 g de formiato de amdnio em 100 mL de agua reagente.

® Fase mével A — Agua com 0,1% de &cido férmico e 2 mmol/L de formiato de
amaonio.

© Em baldao volumétrico de 500 mL, contendo 100 mL de agua reagente,
adicionar 500 pL de Acido Férmico grau LC-MS e 1 mL do formiato de
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amonio 1 mol/L.
O Completar o volume do balao com agua reagente g.s.p. 500 mL.

® Fase movel B — Metanol com 0,1 % de Acido Férmico e 2 mmol/L de formiato
de amonio.
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O Em balao volumétrico de 500 mL, contendo 100 mL de metanol grau LC-
MS, adicionar 500 pL de Acido Férmico grau LC-MS e 1 mL do formiato
de amonio 1 mol/L.

O Completar o volume do balao com metanol grau LC-MS g.s.p. 500 mL.

4.4. Procedimentos analiticos
4.4.1. Preparo de calibradores e controles

® |dentificar previamente microtubos de polipropileno (com capacidade para
1,5 ou 2 mL) com as informacgoes presentes na coluna 1 da Tabela 2, aléem de
um tubo de controle de qualidade negativo (NEG).

® Transferir, com auxilio de micropipeta, 90 pL de amostra branco (urina) para
cada microtubo.

® Adicionar, com auxilio de micropipeta, 10 pL da solucao de trabalho
correspondente no respectivo microtubo (solucdo de trabalho CAL1 no
microtubo CAL1, etc).

® Na amostra de controle de qualidade negativa (NEG), adicionar 10 pL de
metanol.

® Tampar os microtubos e homogeneizar em vortex por 10 s.

® As concentragoes finais dos analitos nas amostras de urina sao apresentadas
na coluna 4 da Tabela 2.

® Seguir com o procedimento de preparo descrito em 4.4.2.
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Tabela 2 - Preparo de calibradores e controles para analise de cocaina, E
benzoilecgonina e cocaetileno em urina por LC-MS/MS. g
N o
Solucao de trabalho S
P Volume de Concentracao final
é%e;ti'cf:giﬁzz amostra branco dos analitos na E‘
(L) Ident. da Volume | urina(ng/mL) o
solucao (pL) -
NEG 90 - 10% -
CAL1 90 CAL1 10 50
CAL2 90 CAL2 10 100
CAL3 90 CAL3 10 500
CAL4 90 CALL 10 750
CAL5 90 CAL5 10 1000
CAL6 90 CAL6 10 1500
CAL7 90 CAL7 10 2000
cQaB 90 CQB 10 150
cQMm 90 cQm 10 850
CQA 90 CQA 10 1600
*No NEG pipetar 10 pL de metanol.
4.4.2. Preparo das amostras questionadas
® |dentificar microtubos (com capacidade para 1,5 ou 2 mL) utilizando caneta
para anotacao em vidro ou etiqueta. Cada microtubo deve conter o
respectivo ndmero de identificacdo da amostra, ou a identificacao do
calibrador ou controle conforme apresentado na Tabela 2.
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4.5.

4.5,

Adicionar 100 pL da amostra no respectivo microtubo.

Adicionar, com auxilio de micropipeta, 25 pL da solucao de trabalho de
padrao interno em cada microtubo.

Adicionar, com auxilio de micropipeta, 500 pL de acetonitrila gelada.

Fechar os microtubos e agitar em vortex por 5 min.

Centrifugar os microtubos a 14.000 rpm por 5 min.

Identificar “vials” com capacidade para 2 mL utilizando caneta para anotacao
em vidro. Cada “vial” deve conter o respectivo nimero de identificacao da
amostra, ou a identificacao do calibrador ou controle conforme apresentado
na Tabela 2.

Transferir 400 pL do sobrenadante de cada amostra/calibrador/controle para
o respectivo “vial”.

Fechar os "vials” com tampa rosqueavel e septo.

Homogeneizar em vortex por 10 s.

Injetar 1 pL no sistema LC-MS/MS.

Meétodo cromatografico

Os parametros descritos abaixo tém carater exemplificativo, sendo que cada
laboratorio deve adequar-se de acordo com a configuracado de seus
respectivos equipamentos.

1. Coluna cromatografica

Coluna cromatografica com fase estacionaria bifenil com dimensdes 100 mm
X 2,17 mm, 2,7 pm.

4.5.2. Condicoes do cromatografo em fase liquida

Volume de injecao: 1 pL.

Temperatura do amostrador: 10°C.

Temperatura da coluna: 40°C.

Fase movel em gradiente de eluicao: Inicia com 5% de B, seguido por aumento
linear até 100% de B em 9 min; manter em 100% de B por 2 min; retornar a
condicao inicial em 0,1 min e aguardar estabilizacao por 2,4 min.

Tempo total de analise: 13,5 min.

4.5.3. Condicoes do espectrometro de massas




4.5.4. Aquisicao de dados

Fonte de ionizacao: electrospray operando em modo positivo.
Temperatura de interface: 400°C.
Temperatura da linha de dessolvatagao: 200°C.
Vazao de gas de aquecimento (ar): 15 L/min.
Vazao de gas de secagem (N2): 5 L/min.

Vazao do gas de nebulizagao (N2): 3 L/min.

® A aquisicao de dados é feita por meio do modo monitoramento de reagoes

maltiplas (MRM). Para cada composto devem ser selecionadas duas

transicoes, sendo a primeira para quantificacao e a segunda para confirmagao
(por razao de MRM).

® Qs valores de tempo de retencao, conforme método cromatografico descrito
acima, as transicoes e os parametros de espectrometria de massas dos
analitos e do padrao interno estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3:Tempo de retencao e transicoes MRM para determinacao de cocaina,
benzoilecgonina e cocaetileno em urina por LC-MS/MS.

Tempo de .~ .

Al = Transicoes | Tempo de leitura : -~
Substancia R?::ir:‘ ao MRM* (msec) Energia de colisao (eV)
Benzoilecgo 3064 290.2>105.1 100 -31
nina ! 290.2>168.1 100 -20
Benzoilecgo 3041 298.1>110.1 100 -34
nina-d8 ! 298.1>171.1 100 -20

- 304.1>182.1 100 -20
Cocaina 3800 1364751051 100 -30

: 318.1>196.1 100 -20

Cocaetileno 3,900 31815105 1 100 30

*Transicao sublinhada: utilizada para quantificacao.
Obs.: Condicbes baseadas no equipamento Shimadzu HPLC modelo Nexera e
espectrometro de massas triplo quadrupolo modelo 8045. Os parametros abordados no
item 4.5 podem receber nomenclaturas diferentes conforme os fabricantes.
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4.6. Avaliacao dos resultados
4.6.1. Critérios de identificacao

® Avaliar o tempo de retencao, relacao sinal/ruido e a razao entre as transicoes

MRM da cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno e do padrao interno. Os

critérios de identificacao do analito no presente método sao:

O Tempo de retencao absoluto com variacao menor do que +5% em relagao
ao tempo médio de retencao observado para os calibradores.

O Relagao sinal/ruido superior a 3 para as transicoes MRM qualificadoras e
quantificadoras.

O Razao entre as duas transicoes MRM com variagao maxima de acordo
com o estabelecido na tabela 4, com relacao ao valor médio das razoes
observadas para os calibradores.

Tabela & - Tolerancias maximas permitidas para as razoes de MRM.

Razao entre as transicoes MRM Variacao maxima permitida
>50 % +20%
>20%até 50 % +25%
>10%até 20 % *30%
=10% =50 %

4.6.2. Avaliacao dos calibradores

® QOs calibradores devem atender a todos os critérios de identificacao do
analito citados anteriormente em 4.6.1.

® Deve-se ter pelo menos 6 calibradores com concentracao calculada com
inexatidao de até +20% dos valores nominais.

® (oeficiente de correlagao (r) deve ser maior ou igual a 0,99.




4.6.3. Avaliacao dos controles positivos

® (s controles positivos devem atender a todos os critérios de identificagao do
analito citados anteriormente em 4.6.1.
® (oncentracao calculada com variacao de até +20% dos valores nominais.

4.6.4. Avaliacao dos controles negativos

® Auséncia de pico cromatografico que atenda aos critérios de identificacao do
analito citados anteriormente.

4.6.5. Avaliacao das amostras

® A avaliacao das amostras devera ser feita apos a validacao dos resultados
dos controles (negativos e positivos), conforme descrito nos itens 4.6.3 e
4.6.4. Caso os controles nao atendam as especificacbes necessarias, as
amostras deverdao ser reanalisadas em conjunto com novo grupo de
controles ou calibradores.

® A amostra apresentara resultado positivo (detectado) se observados todos
0s critérios apresentados em 4.6.1.

® 0O Anexo B traz um exemplo de cromatograma da benzoilecgonina.

5. PONTOS CRITICOS

® (O metodo, antes de sua aplicagao na rotina de analises, deve ser validado,
conforme normas vigentes.

® A validade dos resultados obtidos deve ser avaliada através da analise dos
calibradores e controles, a cada conjunto de amostras analisadas.

® (Como o método é quantitativo, a calibracao e verificagao de micropipetas,
vidrarias, balangas, entre outros, devem ser realizadas periodicamente de
acordo com a politica de qualidade interna.

® Amostras muito concentradas (acima do limite superior de quantificacao)
devem ser analisadas com cautela, pois a razao entre as transicoes MRM
pode ser alterada se houver saturacao do detector do LC-MS/MS, levando a
uma interpretacao errbnea deste critério de identificagao e
consequentemente a um resultado falso negativo. Nesses casos a diluicao da
amostra e reanalise deve ser considerada.

® Tanto a benzoilecgonina-d8 quanto a benzoilecgonina-d3 podem ser
utilizadas como padrao interno. Entretanto, caso haja mudanca da
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benzoilecgonina utilizada como padrao interno, o método devera ser
revalidado.

® Dependendo da sensibilidade do instrumento LC-MS/MS disponivel no
laboratorio, o volume de injecao ou a diluicio da amostra podem ser
ajustados.

® FEste procedimento traz a descricao de um procedimento quantitativo, mas
que pode ser adaptado para realizacao de exames qualitativos.

® As caracteristicas da técnica de LC-MS/MS requerem do laboratorio
condicoes de infraestrutura adequadas, como por exemplo, rede elétrica
dimensionada, estabilizada e com nobreak, sala climatizada (temperatura e
umidade controladas), sistema de ultrapurificacdo de agua com manutencao
periddica de filtros, membranas e lampadas, concentradores de amostra
(banho seco com fluxo de nitrogénio), ultracentrifuga de microtubos ou filtros
de amostra, materiais de referéncia certificados.

6. ESTRUTURA BASICA DO LAUDO

6.1. Identificacao do material
® |dentificacao, descricao e lacre da amostra.
6.2. Exames realizados

® Determinagao da concentracido de cocaina e seus produtos de
biotransformacao em urina por LC-MS/MS.

6.3. Resultados obtidos
® (s critérios de identificacao do analito devem ser avaliados em todas as

corridas. Os resultados analiticos deste procedimento podem ser
apresentados na forma de tabela, conforme exemplo abaixo:

Analito Resultado*
Cocaina 155 ng/mL
Cocaetileno Nao detectado

*limite de deteccao:
Benzoilecgonina > 2000 ng/mL 50 ng/mL




® NAO DETECTADO: Auséncia de picos no tempo de retencdo esperado, ou
presenca de picos com abundancia relativa dos ions diagnosticos diferente
do esperado, ou valor obtido nas analises encontra-se abaixo do valor de
sensibilidade analitica do analito.

® DETECTADO: presenca de pico no tempo de retencao esperado, com
respectivo espectro de massas que contemple os ions diagnostico com a
abundancia relativa esperada.

6.4. Conclusao

® Abaixo é apresentado um exemplo de conclusao, baseado no exemplo de
resultado supracitado.

® As analises realizadas detectaram a presenca de cocaina na concentracao de
155 ng/mL e benzoilecgonina em concentracao superior a 2000 ng/mL. Nao
foi detectada a presenca de cocaetileno na amostra analisada.

® (aso nenhum dos analitos seja detectado na amostra analisada, a conclusao
pode ser escrita como:

® As analises realizadas nao detectaram a presenca de cocaina e seus produtos
de biotransformacao na amostra.
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8. GLOSSARIO

BRANCO: amostra que nao contém o analito de interesse ou outras substancias
interferentes.

CALIBRACAO: conjunto de operacdes sob condicdes especificadas, que
estabelece a correspondéncia entre os valores indicados por um instrumento de
medida e um material de referéncia, com fins de padronizacao ou ajuste de
instrumentos ou de procedimentos.

COMPARACAO INTERLABORATORIAL: organizacdo, realizacio e avaliacdo de
medic0es ou ensaios Nos mesmos ou em itens similares por dois ou mais
laboratorios, de acordo com as condigoes predeterminadas.

CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO: determinacao da exatidao e do
desempenho do processo analitico, realizada por meio de comparacoes
interlaboratoriais conduzidas por Provedor de Ensaio de Proficiéncia, também
conhecido como Programas de Ensaios de Proficiéncia.

CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO: procedimentos feitos internamente por
meio de controles a fim de avaliar a precisao do sistema analitico e se este esta
operando dentro dos limites de tolerancia pré-definidos.

PADRAO INTERNO: substancia quimica proveniente de uma solucio padrdo de
concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padroes de
calibracao, amostras de CQs e amostras em estudo.

VALIDACAO: & a avaliacio sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sao atendidos;

CQB: amostra de controle de qualidade de baixa concentragao (até 3 vezes o
limite inferior de quantificagao do método).

CQM: amostra de controle de qualidade de média concentracao, em concentragao
proxima a média entre os limites inferior e superior de quantificacao.

CQA: amostra de controle de qualidade de alta concentracao, em concentracao
entre 75 (setenta e cinco) e 90% (noventa por cento) da maior concentracao da
curva de calibracao.

LIQ: limite inferior de quantificacao, menor concentracao do analito na curva de
calibracao.

LSQ: limite superior de quantificacao, maior concentracao do analito na curva de
calibracao.

LD: limite de deteccao, menor concentracao do analito que pode ser detectada no

método.
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9. ANEXOS

ANEXO A - FLUXOGRAMA

Figura 1 - Preparo de amostras.

‘ 2 mL de urina

|
J

+ 20 uL de benzoilecgonina-d3 10 pg/mL
+ 0,6 g de NaCl
+1,5mL de tampdo pH 7,0

[ Agitar em vortex (30 min) ‘

v
Centrifugar (2000 rpm por 10 min) ]

v
Recolher fase orgénica (inferior) J

r

L1

Secar solvente com 0,5 g de NazS04

‘ Evaporar em banho seco com fluxo de N ‘

L
| Ressolubilizar com 300 L de cloroformio:etanol (8:2) ‘

Y

Transferir para vial e evaporar em banho seco com fluxo de N; }

l

[ Derivatizar com 40 uL de BSTFA+1%TMCS por 20 min a 80°C }

|

‘ Injetar 1 L em GC-MS
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ANEXO B - EXEMPLO DE CROMATOGRAMAS

Figura 2 - Cromatograma do calibrador 1 (50 ng/mL).

CAL1

Sample ID: disd

Dute Acquired: 3/31/2023 13131 PM

Acquired by Syster Administrator

Methad File- C\LabSolutions\Dats\ 202 FMETON1_LEMST_URFMETE01_ LEMST_URLicm
Chata Fie: CALY_diad_2023-03-31_003

Wial E2 | Inj. Viehume: 1,0000uL | Tray: 2

benzeilecgonina benzoilecgonina-d8
Conc. 51.78 Conc. 1.00
Area TE1411 Area 4595355
R 290.20=105.10 31.55 (31.55) R#1 298.10> 110,10 4055 (40.55)
Q 290.20=1638.10 [+) 2475 I5TD 2981017100 (=) 14686
RT=3.059 AT=3038
toama R1 31.55 (23.66 - 39.44) 10000 ll'
[
% |!| [ 1 %
o,qq,,....,1,,,..j..,¥'u..,,T,, qm....,,.,,,,i.‘{,,,ﬁ."..,,,,,,,
2B 29 0 LK 32 33 28 29 0 a1 32 i3
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POP N° 10.06 - TOXICOLOGIA FORENSE

QUANTIFICACAO DE ANFETAMINAS, COCAINA E METABOLITOS EM AMOSTRAS DE
SANGUE POR LC-MS/MS

FINALIDADE PUBLICO ALVO

Orientar o profissional de pericia a realizar analises Peritos Criminais da area

quantitativas para anfetaminas, cocaina e seus de toxicologia forense.
metabdlitos em amostras de sangue por extracao
liquido-liquido e cromatografia em fase liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial
(LC-MS/MS).

1. ABREVIATURAS E SIGLAS

AEME: anidroecgonina metil éster

ANF: anfetamina

ANF-d11: anfetamina-d11

BEG: benzoilecgoning;

BEG-d3: benzoilecgonina-d3

COC: cocaina

COC-d3: cocaina-d3

CE: cocaetileno

MDA: 3,4 Metilenodioxianfetamina

MDMA: 3,4 Metilenodioximetanfetamina

MDMA-d5: 3,4 Metilenodioximetanfetamina-d5

MET: metanfetamina

MET-d14: metanfetamina-d14

MRC: material de referéncia certificado

LC-MS/MS: da lingua inglesa, liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial)
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Pl: padrao interno
qg.s.p.: quantidade suficiente para

2. RESULTADOS ESPERADOS

Confirmacgao e quantificacao de anfetaminas, cocaina e seus metabélitos por
LC-MS/MS em amostras de sangue.

3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Microtubos tipo eppendorf de 2 mL

Micropipetas automaticas

Ponteiras

Vortex

Microcentrifuga

“Vial” 2 mL

Banho seco com fluxo de nitrogénio

Acido Férmico grau LC-MS

Metanol grau HPLC

Acetonitrila grau HPLC

MRC de cocaina

MRC de cocaetileno

MRC de anidroecgonina metil éster (AEME)

MRC de benzoilecgonina

MRC de anfetamina

MRC de metanfetamina

MRC de femproporex

MRC de anfepramona

MRC de MDA

MRC de MDMA

MRC de cocaina-d3

MRC de benzoilecgonina-d3

MRC de metilenodioximetanfetamina-d5

MRC de anfetamina-d11

MRC de metanfetamina-d14

Coluna cromatografica Fenil-hexil, 2,1 x 30mm, 1,8pm
Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectrometria de massas sequencial (triplo quadrupolo).




4. PROCEDIMENTOS

4.1. Amostra questionada

® A coleta “in vivo” deve ser realizada por puncao venosa o mais brevemente

possivel. Caso também seja solicitada a analise de alcoolemia na amostra
coletada, a assepsia do local de coleta deve ser realizada com material isento
de etanol e outros alcoois em sua constituicao (p.ex.: antissépticos a base de
iodo);

No caso de coletas “post mortem”, colher sangue, preferencialmente, de
vasos calibrosos (veias femoral, subclavia ou jugular interna). Caso nao seja
possivel, colher sangue da cavidade cardiaca. Nao coletar sangue acumulado
das cavidades toracica e abdominal devido a alta possibilidade de
contaminagao com outros fluidos bioldgicos ou contetdo estomacal.

4.2, Custodia

® (onforme redacao dada pela Lei no 13.964/19 em seu Art. 158-A, a cadeia

de custddia é definida como “o conjunto de todos os procedimentos
utilizados para manter e documentar a historia cronologica do vestigio
coletado em locais ou em vitimas de crimes, para rastrear sua posse e
manuseio a partir de seu reconhecimento até o descarte”.

Dentre esses procedimentos, a coleta é considerada uma das etapas mais
importantes de todo o processo da cadeia de custodia, pois, quando
realizada de forma inadequada, pode destruir os vestigios, inviabilizando sua
analise e, consequentemente, a producao da prova pericial.

As amostras devem ser acondicionadas em envelopes com lacre de
seguranga e numeracao individualizada e encaminhadas ao laboratério o
mais brevemente possivel. Entretanto quando o prazo ultrapassar 48 horas
é importante que as amostras sejam congeladas (-20°C). Para prazos
inferiores, as amostras podem ser mantidas refrigeradas (2°C a 8°C).

4.3. Preparo de solucoes

4.3.1. Solucoes de padroes internos

Padrao interno de COC-d3 1 pg/mL.
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O Diluir, com acetonitrila, o MRC de COC-d3 a partir da concentracao de 1
mg/mL. Serao necessarias 3 diluicdes sucessivas de 1:10 para a
obtencao das concentragoes desejadas de 100, 10 e 1 pg/mL. A solucao
de COC-d3 1 pg/mL sera utilizada como solucao de trabalho.
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® Padraointerno de BEG-d3 10 pg/mL.

O Diluir, com metanol, o MRC de BEG-d3 a partir da concentragao de 1
mg/mL. Serao necessarias 2 diluicdes sucessivas de 1:10 para a
obtencao das concentracoes desejadas de 100, 10 pg/mL. A solucao de
BEG-d3 10 pg/mL sera utilizada como solucao de trabalho.

® Padrao interno de MDMA-d5 1 pg/mL.

O Diluir, com acetonitrila, o MRC de MDMA-d5 a partir da concentragao de
1 mg/mL. Serao necessarias 3 diluicdes sucessivas de 1:10 para a
obtencao das concentragoes desejadas de 100, 10 e 1 pg/mL. A solucao
de MDMA-d5 1 pg/mL sera utilizada como solucao de trabalho.

® Padraointerno de ANF-d11 1 pg/mL

O Diluir, com acetonitrila, o MRC de ANF-d11 a partir da concentracao de 1
mg/mL. Serao necessarias 3 diluicdes sucessivas de 1:10 para a
obtencao das concentragoes desejadas de 100, 10 e 1 pg/mL. A solucao
de ANF-d11 1 pg/mL sera utilizada como solucao de trabalho.

® Padraointerno de MET-d14 1 pg/mL.

O Diluir, com acetonitrila, o MRC de MET-d14 a partir da concentracao de 1
mg/mL. Serao necessarias 3 diluicdes sucessivas de 1:10 para a
obtencao das concentragoes desejadas de 100, 10 e 1 pg/mL. A solucao
de MET-d14 1 pg/mL sera utilizada como solugao de trabalho.

4.3.2. SolucGes de padroes dos analitos agrupados em pools

® Pool de COC, CE e AEME nas concentracoes de 100, 10, 1e 0,1 pg/mL.




© Em um “vial” devidamente identificado, acrescentar 100 pL de cada MRC
(COC, CE e AEME) na concentracao de 1 mg/mL e acrescentar 700 pL de
acetonitrila. Dessa forma, obtém-se um pool desses analitos na
concentracao de 100 pg/mL.

O A partir do pool de 100 pg/mL, fazer 3 dilui¢des sucessivas de 1:10, com
acetonitrila, para a obtencao das concentragoes desejadas de 10, 1e 0,1
pg/mL.

® Pool de anfetamina, metanfetamina, femproporex, anfepramona, MDA e
MDMA nas concentragoes de 100, 10, 1e 0,1 pg/mL.

O Em um vial devidamente identificado, acrescentar 100 pL de cada MRC
(anfetamina, metanfetamina, femproporex, anfepramona, MDA e
MDMA) na concentracao de 1 mg/mL e acrescentar 400 pL de metanol.
Dessa forma, obtém-se um pool desses analitos na concentracao de 100
pg/mL.

O A partir do pool de 100 pg/mL, fazer 3 dilui¢des sucessivas de 1:10, com
metanol, para a obtencao das concentragoes desejadas de 10, 1 e 0,1
pg/mL.

® Padrao de BEG nas concentracoes de 1, 10 e 100 pg/mL;

O Diluir o MRC de BEG a partir da concentracao de 1 mg/mL. Serao
necessarias 3 diluicdes sucessivas de 1:10, com metanol, para a
obtencao das concentragoes desejadas de 100, 10 e 1 pg/mL.

4.3.3.Fase Movel
® Fase movel A — Agua com 0,1% de acido férmico.
o Adicionar 500 pL de Acido Férmico grau LC-MS q.s.p. 500 mL de agua
reagente.

® Fase mével B — Metanol com 0,1 % de Acido Férmico.
o Adicionar 500 pL de Acido Férmico grau LC-MS q.s.p. 500 mL de metanol
grau LC-MS.

4.4, Procedimentos analiticos
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® Recomenda-se a analise de 3 niveis de controles positivos (CQB, CQM e CQA)
e uma amostra sabidamente negativa (controle negativo) concomitante a
analise dos calibradores e das amostras de rotina.

4.4.1 Preparo da curva de calibracao e controles positivos

® Pipetar 0,1 mL de sangue nos microtubos devidamente identificados (6
calibradores e 3 controles positivos).

® Adicionar os padroes internos: 10 pL de COC-d3, ANF-d11, MET-d14 e
MDMA-d5 1 pg/mL e 10 pL de BEG-d3 10 pg/mL.

® Adicionar os volumes dos padroes para cada calibrador e controle, conforme
especificado nas tabelas 1 e 2 abaixo.

® A seguir, proceder conforme preparo descrito em 4.4.2, preparo das
amostras questionadas.

Tabela 1 - Pontos da curva de calibracao (COC, CE, AEME, ANF, MET,
femproporex, anfepramona, MDA e MDMA).

Calibradores e | ¢oncentragoes | cocainke | | de | Solusiode
metabolitos | anfetaminas
1 10 ng/mL 10 pL 10 pL 0,1 pg/mL
2 50 ng/mL 5pL 5pL 1 pg/mL
3 100 ng/mL 10 pL 10 pL 1 pg/mL
4 200 ng/mL 20 L 20 L 1 pg/mL
5 500 ng/mL 5uL 5uL 10 pg/mL
6 1000 ng/mL 10 pL 10 pL 10 pg/mL
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CcQB 25 ng/mL 25 pL 25 pL 0,1 yg/mL
cqm 300 ng/mL 30 L 30 L 1 pg/mL
CQA 800 ng/mL 8 pL 8 pL 10 pg/mL

Tabela 2 - Pontos da curva de calibragao (BEG).

Ca(lzigr::fo?;is € Concentragoes \IoludrreneB%aGdréo Solucao de trabalho
1 100 ng/mL 10 pL 1 pg/mL
2 200 ng/mL 20 pL 1 pg/mL
3 500 ng/mL 5uL 10 pg/mL
4 1000 ng/mL 10 pL 10 pg/mL
5 2000 ng/mL 20 pL 10 pg/mL
6 5000 ng/mL 5pL 100 pg/mL
CcQB 300 ng/mL 30 pL 1 Hg/mL
cQMm 1500 ng/mL 15 pL 10 pg/mL
CQA 4000 ng/mL 4 pL 100 pg/mL




4.4.2. Preparo das amostras questionadas
® Dipetar 0,1 mL de sangue de cada amostra questionada nos microtubos
devidamente identificados.
® Adicionar os padroes internos: 10 pL de COC-d3, ANF-d11, MET-d14 e
MDMA-d5 1 pg/mL e 10 pL de BEG-d3 10 pg/mL.
Adicionar 850 pL de acetonitrila mantida a temperatura de -20°C.
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Agitar em vortex por 5 min.

Centrifugar por 10 min a 14000 rpm.

Retirar fase organica (600 pL), sem ressuspender o sedimento.
Transferir para um “vial” identificado.

Evaporar em banho seco a 40°C, sob fluxo de nitrogénio.
Reconstituir com 500 pL de fase movel A.

Injetar 5 pL no LC-MS/MS de acordo com as condicoes estabelecidas do item
4.5,

4.4.3. Preparo do controle negativo

® Repetir todos os itens descritos em 4.4.2 utilizando uma amostra
sabidamente negativa, seja esta de fonte conhecida, ou analisada
previamente para comprovar a auséncia dos analitos, ou adquirida
comercialmente para esse fim.

4.5. Método cromatografico

® (Os parametros descritos abaixo tém carater exemplificativo, e foram
baseados no equipamento Agilent HPLC modelo 1290 e espectrometro de
massas triplo quadrupolo modelo 6430. Cada laboratério deve adequar-se
de acordo com a configuracao de seus respectivos equipamentos, sabendo
que os parametros abordados neste item podem receber nomenclaturas
diferentes conforme os fabricantes

4.5.1. Coluna cromatografica
® (Coluna cromatografica Fenil-hexil, 2,1 x 30mm, 1,8um.

4.5.2. Condicoes do cromatografo em fase liquida
® \/olume de injecao: 5 pL.




® Temperatura da coluna: 60°C.
® Fluxo: 0,4 mL/min.
® Rampa de gradiente de solvente conforme tabela 3.

Tabela 3 - Rampa de gradiente de fase movel.

Tempo (min) A (%) B (%)
0.0 95 5
1.5 95 5
5.0 10 90
6.0 10 90
6.1 95 5

® Tempo pos corrida: 1 min.
® Tempo total de corrida: 7.1 min.

4.5.3. Condicoes do espectrometro de massas

Gas temp: 300°C.
Gas flow: 6 L/min.
Nebulizer: 15 psi.
Capilar: 4.000 V (Delta EMV + 300).

4.5.4. Aquisicao de dados

® A aquisicao de dados é feita por meio do modo monitoramento de reagoes
maltiplas (MRM). Para cada composto devem ser selecionadas duas
transicoes, sendo a primeira para quantificacado e a segunda para
confirmacao (por razao entre as MRMs).
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'; ® Qs valores de tempo de retencao, conforme método cromatografico descrito
T acima, as transicoes e os parametros de espectrometria de massas dos
o analitos e dos padrdes internos estao demonstrados na tabela 4.
| P
o
=
x Tabela 4 - Tempo de retencao, transicoes MRM e outros parametros de
o P G G P
L aquisicao para a determinacgao de anfetaminas, cocaina e metabdlitos em sangue
por LC-MS/MS.
Tempo de .
Substancia Re(tep ao Transicoes MRM* | Fragmentor Erlilifslg:e
min
; 147.2>130 59 2
Anfetamina-d11 4,08 147 5598 59 14
199.1>165 64 10
MDMA-d5 4,53 199.1>107 64 26
; 164.2>130 69 26
Metanfetamina-d14 4,42 16L 9593 69 6
Benzoilecgonina-d3 513 293.1>171.1 130 16
- 307.2>185.1 105 17
Cocaina-d3 5,72 307.2>85 105 33
206.2>105.1 114 23
Anfepramona - 206.2577.1 114 55
; 136.1>119 50 5
Anfetamina 410 136.1591.2 50 13
189.1>119.1 84 6
Femproporex - 189.1>91.1 84 22
180.1>163 54 5
MDA 4,32 180.1>135 54 12
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MDMA 4,55 1orgd 2 5
Metanfetamina 4,44 % gg 157
AEME 1,73 % %g %_3,
Benzoilecgonina 5,16 % 138 %2
Cocaina 5,75 % 182 ;;
Cocaetileno 6,26 % gg ;;

*Transicao sublinhada: utilizada para quantificacao.

4.6. Avaliacao dos resultados

4.6.1. Critérios de identificacao

® Avaliar o tempo de retencao, relagao sinal/ruido e a razao entre as transicoes
MRM de anfetaminas, cocaina e metabdlitos e dos padroes interno. Os
critérios de identificacao dos analitos no presente método sao:

O Tempo de retencao absoluto com variagao menor do que +5% em relacao
ao tempo médio de retencao observado para os calibradores.

O Relagao sinal/ruido superior a 3 para as transicoes MRM qualificadoras e
quantificadoras.

O Razao entre as duas transicbes MRM com variacao maxima de acordo
com o estabelecido na tabela 5, com relagao ao valor médio das razoes
observadas para os calibradores.




Tabela 5: Tolerancias maximas permitidas para as razoes de MRM.
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Razao entre as transicoes Variacs - . -
ariacao maxima permitida
MRM
>50% +20%
>20%até 50 % +25%
>10%até 20 % +30%
<10% +50%

4.6.2. Avaliagao dos calibradores
® (s calibradores devem atender a todos os critérios de identificacao do
analito citados anteriormente em 4.6.1.
® Deve-se ter pelo menos 5 calibradores com concentracao calculada com
inexatidao de até +20% dos valores nominais.
® (oeficiente de correlagao (r) deve ser maior ou igual a 0,99.
4.6.3. Avaliagao dos controles positivos
® Qs controles positivos (CQB, CQM e CQA) devem atender a todos os critérios
de identificacao do analito citados anteriormente em 4.6.1.
® (oncentracao calculada com variacao de até +20% dos valores nominais.

4.6.4. Avaliagao dos controles negativos

Auséncia de pico cromatografico que atenda aos critérios de identificagao dos
analitos citados anteriormente.

4.6.5. Avaliagao das amostras

® A avaliacao das amostras devera ser feita apos a validacao dos resultados




dos controles (negativo e positivos), conforme descrito nos itens 4.6.3 e
4.6.4. Caso os controles nao atendam as especificacbes necessarias, as
amostras deverao ser reanalisadas em conjunto com novo grupo de
controles e calibradores.

® A amostra apresentara resultado positivo (detectado) se observados todos
0s critérios apresentados em 4.6.1.

® O Anexo B traz um exemplo decromatograma de um controle positivo
contendo as transicoes MRM de todos os analitos pesquisados pelo método,
exceto femproporex e anfepramona. As abundancias relativas de cada
analito devem ser determinadas por cada laboratorio.

5. PONTOS CRITICOS

® (O método, antes de sua aplicacao na rotina de analises, deve ser validado,
conforme normas vigentes.

® A validade dos resultados obtidos deve ser avaliada através da analise dos
calibradores e controles, a cada conjunto de amostras analisadas.

® (Como o método é quantitativo, a calibracao e verificacao de micropipetas,
vidrarias, balancas, entre outros, devem ser realizadas periodicamente de
acordo com a politica de qualidade interna.

® Tratando-se de um método desenvolvido no laboratério, recomenda-se
fortemente a participacao do laboratorio em programas de proficiéncia
interlaboratoriais (controle de qualidade externo) para exames de
determinacao de anfetaminas, cocaina e metabdlitos em sangue.

® Amostras muito concentradas (acima do limite superior de quantificacao)
devem ser analisadas com cautela, pois a razao entre as transicoes MRM
pode ser alterada se houver saturacao do detector, levando a uma
interpretacao errénea deste critério de identificacao e consequentemente a
um resultado falso negativo. Nesses casos a diluicao da amostra e reanalise
deve ser considerada.

® Dependendo da sensibilidade do instrumento LC-MS/MS disponivel no
laboratério, o volume de injecao ou a diluicao da amostra podem ser
ajustados.

® Este procedimento traz a descricao de um procedimento quantitativo, mas
que pode ser adaptado para realizacao de exames qualitativos.

® A preparacao das solucoes padrao dos analitos em pool & necessaria para
gue nao haja modificacao da matriz dada a adicao excessiva de solvente
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organico.

® As caracteristicas da técnica de LC-MS/MS requerem do laboratorio
condicoes de infraestrutura adequadas, como por exemplo, rede elétrica
dimensionada, estabilizada e com nobreak, sala climatizada (temperatura e
umidade controladas), sistema de ultrapurificagao de agua com manutengao
periodica de filtros, membranas e lampadas, concentradores de amostra
(banho seco com fluxo de nitrogénio), microcentrifuga de microtubos ou
filtros de amostra, materiais de referéncia certificados, dentre outros.

6. ESTRUTURA BASICA DO LAUDO

6.1. Identificacao do material
® |dentificacao, descricao e lacre da amostra.
6.2. Exames realizados
® (onfirmacao e quantificacdao de anfetaminas, cocaina e seus metabdlitos por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em amostras de
sangue.
6.3. Resultados obtidos
® Qs critérios de identificacao das substancias devem ser avaliados em todas

as corridas. Os resultados analiticos deste procedimento podem ser
apresentados na forma de tabela, conforme exemplo abaixo:

Substancia Resultado*
Cocaina 155 ng/mL
Cocaetileno Nao detectado

Benzoilecgonina > 5000 ng/mL




Anidroecgonina metil éster Nao detectado
Anfetamina Nao detectado
Metanfetamina Nao detectado
Femproporex Nao detectado
Anfepramona Nao detectado

MDA Nao detectado

MDMA Nao detectado

*limite de quantificacao: 10 ng/mL, exceto para benzoilecgonina, cujo valor € 100 ng/mL.

® NAO DETECTADO: Auséncia de picos no tempo de retencdo esperado, ou
presenca de picos com abundancia relativa dos ions diagnosticos diferente
do esperado, ou resultado abaixo do valor de sensibilidade analitica do
analito.

® DETECTADO: presenca dos picos referentes as duas transicoes MRM no
tempo de retencao esperado com a abundancia relativa entre as transicoes
conforme preconizada no método.

6.4. Conclusao

® Abaixo é apresentada um exemplo de conclusao, baseado no exemplo de
resultado supracitado.

O As analises realizadas detectaram a presenca de cocaina na
concentracao de 155 ng/mL e benzoilecgonina em concentracao
superior @ 5000 ng/mL. As demais substancias pesquisadas nao foram
detectadas na amostra.
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® (aso nenhum dos analitos seja detectado na amostra analisada, a conclusao
pode ser escrita como:
O As analises realizadas nao detectaram a presenca de anfetaminas,
cocaina e seus metabdlitos na amostra.
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8. GLOSSARIO

BRANCO: amostra que nao contém o analito de interesse ou outras substancias
interferentes.

CALIBRAQKO: conjunto de operacoes sob condigdes especificadas, que
estabelece a correspondéncia entre os valores indicados por um instrumento de
medida e um material de referéncia, com fins de padronizacao ou ajuste de
instrumentos ou de procedimentos.

COMPARA(;Z\O INTERLABORATORIAL: organizacao, realizacao e avaliagao de
medic0es ou ensaios nos mesmos ou em itens similares por dois ou mais
laboratorios, de acordo com as condicoes predeterminadas.

CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO: determinacao da exatidao e do
desempenho do processo analitico, realizada por meio de comparacoes
interlaboratoriais conduzidas por Provedor de Ensaio de Proficiéncia, também
conhecido como Programas de Ensaios de Proficiéncia.

CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO: procedimentos feitos internamente por
meio de controles a fim de avaliar a precisao do sistema analitico e se este esta
operando dentro dos limites de tolerancia pré-definidos.

CQA: amostra de controle de qualidade de alta concentracao, em concentragao
entre 75 (setenta e cinco) e 90% (noventa por cento) da maior concentragao da
curva de calibracao.



https://dspace.mj.gov.br/handle/1/12006
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2019/lei/l13964.htm

CQB: amostra de controle de qualidade de baixa concentracao (até 3 vezes o
limite inferior de quantificacao do método).

CQM: amostra de controle de qualidade de média concentracao, em
concentracao proxima a média entre os limites inferior e superior de
quantificacao.

PADRAO INTERNO: substancia quimica proveniente de uma solucio padrio de
concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padroes de
calibracao, amostras de CQs e amostras em estudo.

POOL: Mistura de duas ou mais amostras ou padrées em uma dnica solucao.
VALIDACAO: é a avaliacio sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sao atendidos.
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9. ANEXOS

ANEXO A - FLUXOGRAMA DO PREPARO DE AMOSTRA

Figura 1 - Preparo de amostras.
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[ 100 pL de sangue

+ 10 pL dos PI COC-d3, ANF-d11,
MET-d14 e MDMA-d5 (1 pg/mL)

+ 10 uL de BEG-d3 (10 pg/mL))
+ 850 L de acetonitrila gelada

Y
[ Agitar em vortex (5 min) J

A
| Centrifugar (14000 rpm por 10 min) ]

{ Coletar fase organica

v
Evaporar em banho seco com fluxo de N; }

v
Reconstituir com 500 pL de Fase Movel A}

;

Injetar 5 uL em LC-MS/MS J




ANEXO B - EXEMPLOS DE CROMATOGRAMA

Figura 2 - Cromatograma com os picos dos analitos pesquisados no método.
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