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As novas substancias psicoativas (NPS) tém vindo a tornar-se um problema cada vez mais um problema de saude publica. Em Portugal,
a ketamina (KET) entrou para a lista de NSP com o Decreto-Lel n° 54/2013. Inicialmente sintetizada com o intuito de substituir a
fenciclidina (PCP) como anestésico, acabou por ser usada recreativamente devido aos seus efeitos alucinogénios e estimulantes.
Recentemente, a esketamina (analogo da KET) foi introduzida com finalidade terapéutica no tratamento de depressao major refractaria
a outra terapeéutica. Para distinguir o consumo terapeéutico do recreativo é necessario que existam metodos que para a sua detecao e
quantificacao. Neste trabalho foi desenvolvido e otimizado um meétodo para a detecao de KET e seu metabolito (norketamina — NK) em
amostras de cabelo com recurso a microextracao em seringa empacotada (MEPS) e cromatografia de gases acoplada a espetrometria

de massa em tandem (GC-

MS/MS).

MATERIAL E METODOS

Padroes analiticos: KET e NK (LGC Promochem )

Amostra biologica: cabelo

MEPS: seringa MEPS de 250 pL e cartuchos de extracao

Cq+SCX (ILC)

GC-MS/MS: Cromatografo de gases Agilent Technologies
modelo HP 7890A acoplado a um espectrometro de massa
triplo quadrupolo Agilent Technologies modelo 7000B

Soquimica)

CONDICOES CROMATOGRAFICAS E ESPETROMETRICAS

& T3 Composto Tempo de Transicoes Energia de Dwell
~ - retencdo (min) (m/z) colisdo (eV) time (p.s) 280 ZC/min
Padroes internos: KET-d, e NK-d, (LGC Promochem) | - B
ol 8,36 181,0 — 151,0* e
s Ll 181,0 - 116,1 /i
- Ket-D, 8,35 183,7 — 155,0 5 50 100 eC
NK 8,18 194,4 - 131,0* 10 50 )
194,4 — 166,1 '|'
0,5 min 9 min 7 min
— NK-D, 8,17 169,8 — 135,2 10 50 .
- Temperatura do injetor e detetor: 250 °C e
280 °C, respetivamente;
*Transi¢do quantificadora *  Fluxo de hélio: 0,8 mL/min;

Coluna Capilar: 5% de fenilmetil siloxano (30 m x 0,25 mm

I.D., 0,25-um de espessura de pelicula) (J & W Scientific)

PROCEDIMENTO

<~ Recolha e &
lavagem =P
do cabelo

Evaporacao dos extratos e
ressuspensao em 50 pL de ..
metanol, dos quais 2 pL sao
injetados no GC-MS/MS

Cortar o cabelo

em fragmentos . o
e pesar 50 mg Extracao: adicao de 2 mL

—_— de metanol e incubacdo
U durante a noite a 65 °C

1.Acondicionamento - 5 x 250 yL de metanol + 4 x 250 pL de
agua;
2.Aspiracao da amostra - 10 x 150 pL;

3.Lavagem - 50 pL de acido acetico 0,1% + 50 uL de metanol 10%;

Modo de impacto eletronico a 70 eV.

Centrifugacao durante 15 min a
3500 rpm e transferir o extrato __, . ., Evaporagdo sob
metanodlico i L corrente de azoto

Ressuspender os extratos
evaporados em 500 pL de
tampao fosfato

Processo de clean-up <=

__ por MEPS

(splitess) 4.Eluicdo - 100 pL de hidréxido de amdnia 3%;
5.Lavagem/Reconstituicao do adsorvente - 5 x 250 pL de
metanol + 5 x 250 uL de agua.
OTIMIZACAO DA MEPS As condigoes finais foram: a0 PARAMETROS ESTUDADOS
« 10 aspiragoes da amostra Limites de detegao (LOD)
DOE + 1 lavagem da amostra seletividade: 105 +61MRM OGS0 (1837 > 1550 LOGAOLD

Foram avaliados 3 fatores:

« NO de aspiracoes da amostra;
 NO de lavagens da amostra;

« NO de eluicoes

Foram analisados os graficos de pareto e dos principais fatores
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Main Effects Plot for K Main Effects Plot for NK Hidrélise C ~ * * LOD KET - 0101 ng/mg
e e N e e oncentra¢do (ng/mg) - LOD NK - 0,05 ng/mg
. C } KET N NK Analito 0,05 0,2 1 10
2 KET g i 14 . KET 39,06 +5,31 46,98+1,19 51,47+4,14 60,63+ 3,33
°  Sorames 1.2 '
: B 1 05 NK 42,8+1,92 38,09+2,55 32,19+4,34 43,32 +5,00
“» 0,8
:;’ 06 I sy I *Média + desvio padrao
0,4
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Hidrolise HCI Hidrolise Hidrolise Hidrolise HCl Hidrolise Hidrolise
metanolica 1* metanolica 2** metanolica 1* metanolica 2**
N° de aspiracoes N° de lavagens N° de elui¢oes
Optimal - - y rg = - ~ h
D- 06971 High 20,0 3,0 3.0 1) Foi desenvolvido um metodo analitico para a determinagcao de KET e NK em amostras de cabelo com recurso a MEPS; (2) A GC-MS/MS
: Cur 10,0 1,0 3,0
Predict Low 10.0 10 10 foi crucial para detecao inequivoca dos analitos, aumentando a sensibilidade e seletividade do metodo; (3) As recuperacoes obtidas sao
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adequadas e foram alcancados LODs baixos (alcancando os cut-offs (0,2 ng/mg) propostos pela Society of Hair Testing) (4) Primeiro
metodo analitico que permite a determinacao de KET e NK em amostras de cabelo com recurso a MEPS e GC-MS/MS (Journal of Analytical
T s://doi.org/10.1093/jat/bkac075).

Portuguesa para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT)/MCTES. Ana Y. Simao
agradece a FCT a bolsa de doutoramento (Referéncia: 2020.09070.BD).

: i ) FCT C}‘)\MPETE PORTUGAI. NIAO EUROPEIA
Contato: patrik_99@live.com.pt; egallardo@fcsaude.ubi.pt 2 o 2 0 2 O 2 O F ndo e ropeu

Fu d g par C énci ologia volvimento Regional




