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Aquisicao de novos equipamentos:
LC-MS/MS Triplo quadrupolo
LC-QToF HRMS



Técnica analitica: Gas Chromatography / Mass Spectrometry
(GC/MS)
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Técnica Procedimento s e Substancias
Grupo o, ~ Derivatizacdo .

analitica extracao pesquisadas
Medicamentos GC/MS SPE Nao 50-60
Pesticidas GC/MS SPE Nio 20-40 » Procedimentos de preparacdao das amostras mais complexos
Opiéceos GC/MS SPE Sim 3-10 > Nao adequado para analise de substancias termolabeis

) ) » Volume de amostra: 0,5 - | mL
Cocaina GC/MS SPE Sim 3-5
» Implica o desenvolvimento de varias metodologias analiticas

Canabinoides GC/MS SPE Sim I-3

Anfetaminas GC/MS SPE Sim 5-10




Spectrometry (LC-MS/MS)

Woaters - LC/MSMS Alliance 2795/QuattroMicro

Técnica analitica: Liquid Chromatography / Tandem Mass
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- Production scan source
- MRM Q1 Q2 Q3
(CID)
» Maior seletividade e sensibilidade
» Adequada para a analise de substancias termolabeis
» Procedimentos de preparacdao das amostras mais simples
» Analises “Target”
» Meétodos de triagem, confirmacido e quantificacdo
» ldentificacdo por comparacdo com materiais de referéncia e/ou livrarias de espetros



Confirmagao e Quantificagao de Benzodiazepinas em amostras
de sangue

Woaters - LC/MSMS Alliance 2795/QuattroMicro

2005-2006
Grupo Téc[ﬁ'ca Procedim~ento Derivatizacio Su bst:incias
analitica extracdo pesquisadas
Medicamentos GC/MS SPE Nao 50-60
Benzodiazepinas LC-MS/MS SPE Nao 30
Pesticidas GC/MS SPE Nao 20-40
Opiaceos GC/MS SPE Sim 3-10
Cocaina GC/MS SPE Sim 3-5
Canabinoides GC/MS SPE Sim [-3

Anfetaminas GC/MS SPE Sim 5-10
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Woaters - UPLC/MSMS Acquity UPLC /| TQ Detector

Alliance 2795 / QuattroMicro » Acquity UPLC / TQ Detector

= Pressoes até 18000 psi
= Colunas com diametro de particula <2 pum

= Detector mais rapido

* Incremento na resolugao, eficiéncia, sensibilidade e velocidade de
analise

Técnica analitica: Ultra Performance Liquid Chromatography /

Tandem Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS)

Advantages of UPLC Technolog,,ﬁ : g

for SEC Separations

Broad Band

Broad Peak

Less Sensitivity

Less Resolving Power
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Waters

Waters UPLC®

Technology
- Narrow Peak
Increased Sensitivity
Increased Resolving
Power
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Confirmagao e quantificacao de canabinoides em amostras de
sangue
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Woaters - UPLC/MSMS Acquity UPLC /| TQ Detector %
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Delta-9-THC

» A droga de abuso mais popular no mundo

» Para poder avaliar sobre o estado de influéncia as técnicas analiticas

COOH

devem poder identificar as substancias ativas (THC, | |-OH-THC)

SR OH
» OTHC e o | 1-OH-THC estdo presentes, muitas vezes, em concentracoes 2
muito baixas (I — 2 ng/mL) HC™ 0
11-hydroxy-Delta-9-THC 9-Carboxy-Delta-9-THC

(Active) (Inactive)




Confirmacao e quantificagao de canabinoides em amostras de

sangue
Woaters - UPLC/MSMS Acquity UPLC /| TQ Detector
( )
309 329
THC
LD LQ 10 LD LQ C média
(ng/mL) | (ng/mL) 4 7~ (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
THC 3 9 2009 2010§ 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 0,2 1,0 6,3
I1-OH-THC 3 9 1,3 2,0 34
THC-COOH 3.8 11,4 1,4 3,0 32

188 179 173

% Positivos (aprox.):

11-OH-THC % Positivos (aprox.):
THC-COOH 100%

THC-COOH 100%

11-OH-THC  15% u A |1-OH-THC ~ 60%
THC 8% 2009 2010 11 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 THC 90%
\ y

GC/MS LC/MS/MS




Woaters - UPLC/MSMS Acquity UPLC /| TQ Detector

2009-2010
Grupo Téc[\i'ca Procedim~ento Derivatizacio Subst:'j‘mcias
analitica extracdo pesquisadas
Medicamentos GC/MS SPE Nao 50-60
Benzodiazepinas LC-MS/MS SPE Nao 30
Pesticidas GC/MS SPE Nao 20-40
Opiaceos GC/MS SPE Sim 3-10
Cocaina GC/MS SPE Sim 3-5
Canabinoides UPLC-MS/MS SPE Nao 3
Anfetaminas GC/MS SPE Sim 5-10




Woaters - LC/MSMS Alliance 2795
IQuattroMicro

Waters - UPLC/MSMS Acquity UPLC
I TQ Detector

Projeto

Descricdao

2007 - 2009

2014 -...

2016 - ...

2017 -2018

scere

o

NPS
euronet,

European Integrated Project DRUID
(Driving Under the Influence of Drugs,
Alcohol and Medicines)

Projeto Europeu SCORE (analise de
aguas residuais)

Doseamento de bussulfano em
amostras de plasma por UPLC-
MSIMS

Projeto Europeu NPS euronet -
Identification and Assessment of New
Psychoactive Substances:

A European Network

Projeto que envolveu |8 paises
europeus
Colhidas e analisadas, aprox. 4000
amostras de saliva

Projeto que envolve |12 cidades
europeias para estudar os habitos de
consumo de droga dos seus
habitantes.

Projeto de colaboracdo, para o
doseamento dos niveis séricos de
bussulfano em amostras de sangue
de doentes seguidos na Unidade de
Transplantacdo de Progenitores
Hematopoiéticos do IPOLFG.

Identificar e avaliar as NPS (“New
Psychoactive Substances”) mais
utilizadas na Europa, e estimar a sua
extensao e padrao de utilizagao.
Amostras de aguas residuais (de 4
ETARSs) e urinas (colhidas nas
urgéncias de 5 hospitais: Porto,
Coimbra, Lisboa, Faro e Portimao)




Triagem, confirmagao e quantificagao de
drogas de abuso em matrizes biologicas
por LC-MSMS

Woaters - UPLC/MSMS Acquity UPLC /| TQ Detector

Triagem, confirmagao e quantificagao
de medicamentos em matrizes
biologicas por LC-MSMS

2004 . 2020

Volume de amostra: 0,5 mL * Volume de amostra: 0,2 mL

* Procedimentos analiticos: 2 (THC; Drogas de
abuso)

Procedimentos analiticos: 5 (THC; OPI; COC;
ANF; MET)

Tempo por andlise: 20 min * Tempo por analise: 15 min

+ Substancias pesquisadas: > 40

i * Procedimento de preparacdo da amostras: PP i
Substancias pesquisadas: 20 | i

i * Procedimento de preparacdo de amostras: SPE i




Técnica analitica: Ultra High Performance Liquid Chromatography /
QTRAP Triple Quad Mass Spectrometry (UHPLC-QTRAP MS/MYS)

- Detetor: Triplo quadrupolo hibrido com armadilha de ices

Sciex - LC/MSMS QTrap 6500 +

linear (Qtrap)

- Modos de aquisicao principais:
Linear Accelerator™

- Product ion scan Trap |

- MRM
- MS3 (Q-Trap)
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QJet® lon Guide

Curved LINAC®
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eQ™ Electronics




Triagem, confirmagao e quantificacao de medicamentos em matrizes
bioldgicas por LC-MSMS

Sciex - LC/MSMS QTrap 6500 +

¢ Volume de amostra: 0,2 mL

Volume de amostra: 1 mL
Tempo por andlise: 35 min * Tempo por analise: 15 min

* Substancias pesquisadas: > 200

Procedimento de preparacdo de amostras: SPE i » ! « Procedimento de preparacdo da amostras: PP i
Substancias pesquisadas: 50 - 60 i i i

___________________________________________________

___________________________________________________




Triagem, confirmagao e quantificacao de medicamentos em matrizes
biologicas por LC-MSMS

Sciex - LC/MSMS QTrap 6500 +

Evolucdo n2 positivos medicamentos
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Woaters - UPLC/MSMS Acquity UPLC /| TQ Detector

Sciex - LC/MSMS QTrap 6500 +

2022
Técnica Procedimento T Substancias
Grupo ‘s ~ Derivatizacdo .
analitica extracao pesquisadas
Medicamentos UHPLC-MS/MS PP Nao > 200
Pesticidas UHPLC-MS/MS PP Nao > 40
Drogas de abuso UPLC-MS/MS PP Nao > 40
Canabinoides UPLC-MS/MS PP Nao 5




Técnica analitica: Liquid Chromatography or Gas Chromatography / l

High Resolution Mass Spectrometry (QToF)

Bruker - GC/LC QToF Impact Il
HRMS
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- Data Independent Acquisition (DIA) / bbCID
- Data Dependent Acquisition (DDA) / AutoMSMS

ESI Source




[ 2022 /

Técnica analitica: Liquid Chromatography or Gas Chromatography /
High Resolution Mass Spectrometry (QToF)

Broad band Collision Induced Dissociation (bbCID)
Bruker - GC/LC QToF Impact Il =
HRMS
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Técnica analitica: Liquid Chromatography or Gas Chromatography /

High Resolution Mass Spectrometry (QToF) I

AutoMSMS
Bruker - GC/LC QToF Impact Il i

HRMS
—
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= |If : 1':: T Spectra Library Search (MS/MS) ’
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MetFrag: In-silico fragmentation
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Técnica analitica: Liquid Chromatography or Gas Chromatography /

High Resolution Mass Spectrometry (QToF) .

Bruker - GC/LC QToF Impact Il
HRM
Vantagens: S .

. P

- Pesquisa de outras substancias fora da lista habitual/desconhecidos

- Permite a andlise retrospetiva das amostras

Desvantagens | Desafios:

- Elevado investimento econdmico
- Niveis de sensibilidade inferiores aos triplos quadrupolos topo de gama

- Exige a formacgao de recursos humanos




Futuro

- Aquisicao de novos equipamentos LC-MS/MS Triplos quadrupolos:
» Substituicio do equipamento Acquity UPLC-TQ Detector Waters

» Melhorar o desempenho, aumentando o nimero de substancias pesquisadas e os niveis de
sensibilidade
» Backup do equipamento Sciex - LC/MSMS QTrap 6500 +

> Desenvolvimento de novas metodologias

- Aquisicao de novos equipamentos GC/LC-QToF.

- Evolugdo tecnolégicalanadlitica:
- Exige um elevado investimento econémico (na aquisicGo dos equipbamentos e na sua manutengdo)
- Todos os procedimentos andliticos concentrados em poucos equipamentos, implica um elevado risco de paragem das andlises em
situagdes de avaria, pelo que contratos de manutengdo de protecdo total sGo fundamentais.

- A formagdo de recursos humanos é essencial.




Conclusao:

- Nos ultimos 20 anos, o laboratoério de quimica e toxicologia forense sofreu uma grande transformacao tecnologica.

- A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa/massa (LC/MSMS) passou a ser a tecnologia mais utilizada
para a maioria dos procedimentos analiticos (triagem, confirmagao e quantificacao).

- A aquisicao da tecnologia LC-MS/MS veio permitir:

» A simplificacdo dos procedimentos de preparacao das amostras:
« Com a consequente reducao de custos (ex. reagentes, solventes, consumiveis) e
de tempo
*  Menor impacto para o meio ambiente
» A utilizacao de menores volumes de amostra

» Melhorar o desempenho, com o aumentar o nimero e tipo de substancias pesquisadas

» Confirmar a presenca de outras substancias que possam estar presentes e que nao sejam
pesquisadas por rotina (LC-QToF)




Obrigada pela vossa atengao.




