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INTRODUCAO

As Novas Substancias Psicoativas (NSP) sdo alvo de grande
preocupagdo a nivel global, apesar dos continuos esforgos
empregues pelos sistemas de controlo nacionais e internacionais
para limitar a disseminacdo destas substancias. A alfa-
pirrolidinohexanofenona (a-PHP) é uma NSP recente, pertencente
ao grupo das catinonas sintéticas (o segundo maior grupo de
substancias monitorizadas na Europa), com um reduzido nimero
de estudos publicados acerca da substancia. Embora exista uma
baixa incidéncia de consumo de NSP em Portugal, houve um
notério aumento recente de doses apreendidas de a-PHP e um
consequente aumento de casos detetados da substancia em
matrizes biolégicas durante a realizagdo de analises toxicoldgicas
forenses de rotina de drogas de abuso no SQTF-C DO INMLCF,
I.P..

OBJETIVO

Desenvolver e validar uma metodologia analitca para a
determinagao e quantificagdo de a-PHP em sangue.

MATERIAL E METODOS

O procedimento analitico foi devidamente validado segundo a
norma publicada pela American Academy of Forensic Sciences
(AAFS) Standard Practices for Method Validation in Forensic
Toxicology (ANSI/ASB Standard 036, 2019). Foram usados
volumes de 500 pL de amostra de sangue periférico (SP) e
cardiaco (SC) aos quais se adicionou o padrdo interno, cocaina-
d3. Seguidamente foi empregue a extragcdo em fase sélida (SPE)
com colunas de troca catiénica de modo misto (Oasis MCX®).
Apds secagem, os extratos foram reconstituidos em 60 pL de
metanol e posteriormente analisados por GC-MS-EI com
monitorizagdo de ides (77, 105 e 140) previamente selecionados
em modo full-scan (Figura 1).
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Figura 1. TIC, espetro em full-scan e estrutura de a-PHP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método apresentou linearidade entre 10 e 1000 ng/mL, com
coeficientes de determinagao (r?) superiores a 0.999, exatidao de
cada calibrador dentro do intervalo de aceitagdo de +20% e uma
distribuicao aleatdria dos valores dos residuais em torno da linha
zero (Figura 2). Foi alcangado um limite de detecdo de 5 ng/mL e
um limite de quantificagdo de 10 ng/mL, tendo a eficiéncia da
extracdo variado entre 98.5% e 103.3%. O fenémeno de carryover
nao foi observado.
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Figura 2. (a) Curva de calibragdo (n=7) de a-PHP; (b) gréfico de distribuicao de residuais.
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Foram cumpridos os critérios de aceitacdo para a preciséo intra-
-dia e intermédia (<20%) e para o bias (x20%): CV <17.7% e bias
<11.6% (Tabela 1). A estabilidade da substancia, estudada em
amostras reais, foi aceitavel por um periodo de 6h, quando as
amostras de sangue foram mantidas a temperatura do laboratério;
até 48h, quando as amostras processadas foram mantidas no
amostrador automatico a temperatura da sala dos equipamentos
de GC-MS; e por 21 dias apés 5 ciclos de
congelamento/descongelamento (Tabela 2).

Tabela 1. Preciséo intra-dia (n = 5) e precisdo intermédia (n = 20).

NIiVEL DE FORTIFICAGAO (ng/mL)
25

100

C a | CV | Bias | C a
obtida (ng/mL)| (%) | (%) |obtida (ng/mL)

(9% s | Ci d | CV | Bias | C a0 | CV
(%) | (%) |obtida (ng/mL)| (%) | (%) |obtida (ng/mL)| (%) | (%)

PRECISAO

INTRA-DIA 1.2 16.7 | 11.6 26.3 25 | 5.

106.0 28 | 6.0 516.1 1.7 | 32

PRECISAO
INTERMEDIA

10.4 24 | 43 26.3 7.0 | 53 105.8 76 | 58 520.8 73 | 42

Bancada (temp.  Amostrador
Matriz ambiente) automatico (48

Concentracao Congelamento/Descongelamento  Congelamento/Descongelamento

(ng/mL) (6 horas) horas) (-15°C) 14 dias (5 ciclos) (-15°C) 21 dias (5 ciclos)

53.0 SC -6.8 5.6 -12.3 -18.2
60.9 SC -8.2 22 -10.2 -17.5
76.0 SC -9.3 9.8 -9.2 -17.7
100.2 SP -5.4 9.5 7.3 -12.3
127.2 SP -1.7 147 -25 -4.2
1327 SP -19 13.9 -1.3 -3.1

170.4 SC -0.6 6.9 -9.5 -10.0
226.4 SC =il 17.4 -2.3 -3.4

CONCLUSAO

A técnica analitica GC-MS-EIl revelou-se suficientemente sensivel
para a determinagdo qualitativa e quantitativa de a-PHP em sangue,
apresentando uma grande utilidade para ser usada em qualquer
laboratério de toxicologia forense, com ou sem tecnologia mais
sofisticada. Este é o primeiro procedimento analitico que combina
SPE e GC-MS-El para a determinacdo de a-PHP em sangue.




