U.IC

Validacao de metodologia analitica para doseamento de biomarcadores

de etanol em sangue por LC-MS/MS

Ana Vilas Boas (1), Joao Miguel Franco (?), Helena Carmo (3), Paula Melo (24)

(1) Laboratorio de Toxicologia, Departamento de Ciéncias Biologicas, Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto; (2 Servico de Quimica e Toxicologia Forenses - Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses ©); UCIBIO, Laboratorio de Toxicologia, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto; (¥ Escola de Direito, Universidade do Minho

INTRODUCAO

OBJETIVOS

O abuso e a dependéncia de etanol sao bastante comuns e tém elevado impacto em questoe€@s autores apresentam a validacao de metodologia analitica para a quantificacao de etil-

de saude e sociais (1). Desta forma, torna-se importante o desenvolvimento de metodologiaglucuronideo e etil-sulfato em amostras de sangue, por cromatografia liquida acoplada a

para identificar casos de alcoolismo agudo e/ou cronico ou para confirmar a abstinéncia despetrometria de massa, LC-MS/MS.

etanol em determinadas situacdes meédico-legais (2). Uma vez que o etanol € rapidamente
eliminado do organismo, a validacao de metodologias analiticas para a quantificacao dos seus
biomarcadores de exposicao torna-se bastante util em toxicologia forense, nomeadamente em
contextos laborais, em casos de regulacao do poder paternal e em situacoes post-mortem,

auxiliando na distincao entre a ingestao e a formacao post-mortem de etanol (3,4).
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Figura 1 — Estrutura quimica do etil-glucuronideo

MATERIAIS & METODOS

Figura 2 — Estrutura quimica do etil-sulfato

O método apresentado foi validado num equipamento de LC-MS/MS da SCIEX, tendo as amostras sido previamente submetidas a um procedimento de precipitacao proteica com metanol. A separacao

cromatografica foi efetuada recorrendo a uma coluna Acquity UPLC HSS T3 (2,1 x 100 mm; 1,8 um de tamanho de particula), usando como fase movel uma mistura de solucao aquosa de formato de

amonio 2 mM (acido formico 0,1%) e solucao metanolica de formato de amonio 2 mM (acido formico 0,1%), em gradiente. A detecao dos compostos foi efetuada por MRM, tendo a ionizacao sido

feita por electrospray, em modo negativo num detetor de massa QTrap® 6500+, da Sciex.

50 pL de amostra

+ PI+ metanol Agitacido por 30
segundos no vortex

Centrifugacao 10
minutos a 14000 rpm

Evaporacao por
corrente de azoto
Figura 3 — Representacao esquematica da preparacao da amostra por precipitacao proteica, criada com Biorender.com

Tabela 1 — Parametros associados ao LC-MS/MS

\ase—

Reconstituicao com
150 pL de fase movel

Coluna Cromatografica

Acquity UPLC HSS T3 (2,1 mm i.d. x 100 mm; 1,8 um)

Temperatura de operacao

40 °C

Volume de injecao

10 uym

Ionizacao

Electrospray Negativo

Modo de aquisicao

MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Tabela 3 — Transicoes ionicas e condicoes utilizadas na detecao por MRM

Transicao (Da) | DP (V) | CE (V) | CXP (V)
EtG 1 221,0 > 75,0 -25 -18 -9
EtG 2 221,0 > 85,0 -25 -20 -11
EtG-D5 | 226,0 > 75,0 -10 -20 -11
EtS 1 124,9 > 97,0 -20 -20 -10
EtS 2 124,9 > 80,1 -20 -20 -10
EtS-D5 | 129,9 > 80,1 -20 -20 -11

RESULTADOS

Figura 4 — Sistema de LC-MS/MS

Tabela 2 — Fase movel e respetivas cond

icoes do gradiente

Fase Movel | Solucao aquosa de formato de amoénio 2 mM (acido
formico 0,1%) (A) : Solucao metandlica de formato de
amonio 2 mM (acido formico 0,1%) (B) (gradiente)
Fluxo 0,4 mL/min
Tempo (min) % Fase movel A % Fase movel B
0 99
2,80 99
2,81 5 95
3,00 5 95
3,01 99
6,00 99

O método demonstrou ser especifico e seletivo. Para os limites de detecao e quantificacao foi assumido o valor de Etil Glucuronideo 1

100 ng/mL para os dois compostos, apesar da determinacdo destes através do método do desvio padrdo residual e | 12719485

declive da curva de calibracao ter resultado em valores inferiores. O rendimento de extracao foi calculado a 2 niveis de

2eb -

concentracao, 700 ng/mL e 3000 ng/mL tendo-se obtido resultados médios de 82% para o etil-glucuronideo e de ': 1€6 1 i)

99% para o etil-sulfato. A linearidade foi avaliada entre as concentracoes de 100 e 10000 ng/mL, tendo sido i 060 e 1.5: iy
1 ;7 . . . Time, min
1 dos varios fatores estudados, visto ser o que se revelou mais adequado tendo em Etil Sulfato 1

selecionado o fator de ponderacao

vista tanto o fator de correlacao (r¢?), como o somatorio dos residuos. A precisao foi avaliada em dois niveis de
concentracao, tendo-se obtido coeficientes de variacao na ordem dos 15% para o nivel baixo (100 ng/mL) e de 8%
para 0 nivel alto (10000 ng/mL), para ambos os compostos. A veracidade foi avaliada através de ensaios de

recuperacao, tendo-se obtido valores na ordem dos 80% ao nivel do limite de quantificacao e de 95-99% no

nivel alto de concentracao (10000 ng/mL), para ambos os compostos.
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Figura 5 — Representacao cromatografica do

DISCUSSAO & CONCLUSOES
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EtG (AeB) edo EtS (Ce D), em modo MRM

A determinacao destes biomarcadores associada a determinacao direta do etanol, contribuira para uma resposta mais abrangente em contexto forense, permitindo detetar a exposicao ao etanol com

maior sensibilidade, atraves duma tecnica especifica e seletiva, com limiares analiticos, precisao e veracidade adequados ao proposito.
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