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1. Introducao

O metilfenidato (MFD), principio ativo do medicamento conhecido no Brasil com o nome
comercial de Ritalina®, é uma substancia relacionada estruturalmente as anfetaminas e um dos
estimulantes mais consumidos no mundo, sendo principalmente utilizado para o tratamento do
Transtorno do Déficit de Atencédo e Hiperatividade (TDAH).

A principal via de biotransformacdo do MFD consiste na hidrolise da ligagdo éster metilico por
esterases para formar o &cido ritalinico (AR), sendo um composto farmacologicamente inativo, que
apresenta um tempo de meia vida maior e € comumente adicionado a métodos de deteccdo de MFD.

O uso abusivo de um analogo estrutural do MFD, o etilfenidato (EFD), foi identificado pela
primeira vez em 2011 pelo European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA).
Esse composto possui mecanismo de acéo e efeitos psicoestimulantes semelhantes ao farmaco licito,
podendo ser sintetizado em laborat6rio ou mesmo ser encontrado in vivo em pacientes que combinam
MFD com etanol, através de mecanismos de transesterificacdo durante a biotransformacéo. A Figura
1 apresenta as estruturas do MFD, EFD e AR.
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Figura 1. Estrutura quimica do metilfenidato (A), etilfenidato (B), acido ritalinico (C)
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No entanto, muitos universitarios que nao apresentam critérios para o uso do farmaco e de seu
analogo, os utilizam mesmo assim como um meio de melhorar o rendimento dos estudos. Os principais
efeitos colaterais relacionados ao consumo desse composto s@o alucinacdes, insénia ou sonoléncia,
hipertensdo e auséncia de pensamentos e sensa¢Ges. Também apresenta risco de dependéncia e abuso.

Existem diversas matrizes bioldgicas que podem ser utilizadas para analises toxicoldgicas. A
utilizacdo de urina pode ser vantajosa por conta da facilidade de coleta e a grande disponibilidade de
volume de amostra para analise

A técnica de extracdo por QUEChERS inicialmente foi desenvolvida para a determinagédo de
residuos de pesticidas basicos, neutros e acidos presentes em alimentos. No entanto, devido as suas
caracteristicas, tem sido empregada para outros compostos. Também presenta um conjunto de
vantagens extremamente Uteis para o preparo de amostras e analises, como rapidez, facilidade,
economia, efetividade, robustez e seguranca.

O uso de MFD para melhorar a performance cognitiva recebeu o nome de “aprimoramento
cognitivo farmacologico” e chamou a atengdo de paises como Canadd, Estados Unidos, Brasil e
Inglaterra.

Apesar de existir varios casos pelo mundo de uso abusivo destes compostos, ha poucos metodos
relacionados a sua quantificacdo em urina e campanhas de prevengdo de consumo desses compostos

como drogas de abuso.

2. Objetivos

O objetivo desse estudo é desenvolver um método quantitativo para analise de MFD, do
analogo EFD e do metabdlito AR em urina, utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial (LC-MS/MS).

3. Metodologia

Para o preparo das amostras utilizadas na etapa de validagdo do método, pesou-se 50 mg do
QueChERS salt (Q150 - AOAC method) (MgSO4 4:1 NaOAc) em tubo pléstico de polipropileno com
volume total de 5 mL. Adicionou-se 100 pL de urina branco, 10 pL de solugédo padrdo, 10 pL padréo
interno (MDMA-d5) 1000 ng/mL e 200 uL de acetonitrila. Homogeneizou-se o tubo em vortex a 2500

RPM por um periodo de 5 minutos e centrifugou-se a 14.700 g por 5 minutos. Em seguida, transferiu-
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se 50 uL do sobrenadante em placa de 96 po¢os contendo 50 uL de fase mével A e injetou-se 5 pL da
solucdo final no sistema LCMS-8040.

Para a analise das amostras utilizou-se LCMS-8040 (Shimadzu®, Japao) e coluna ACQUITY
UPLC BEH C18 (2,1 mm X 50 mm, 1,7 um) com temperatura definida em 50 °C. A temperatura do
amostrador foi definida em 15 °C e o solvente de lavagem utilizado foi metanol:agua ultrapura (MilliQ)
(70:30, v /v). A fase movel foi composta por (A) agua ultrapura e (B) metanol contendo 2 mmol/L de
formiato de amonio e 0,1% de &cido formico (v/v) com uma vazdo definida em 350 uL/min. O tempo
de corrida de cada amostra foi de 4,50 minutos.

O espectrometro de massas foi equipado com fonte de ionizacdo por electrospray operando em
modo positivo, e para cada analito foram selecionadas duas transices de MRM, sendo uma para

quantificacdo e a segunda para qualificacdo (com uma janela de tolerancia maxima de 20%).

4. Resultados

Para a otimizacdo do método, verificou-se primeiramente o tempo de retencéo, intensidade do

pico no cromatograma e 0s ions majoritarios de cada composto (Figura 2).
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Figura 2. Cromatogramas de ions extraidos de amostra de urina branco fortificada com metilfenidato

e etilfenidato na concentragdo de 5 ng/mL, e &cido ritalinico em 100 ng/mL

A figura 3 exemplifica a separacao cromatogréfica obtida no método em LC-MS 8040.
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Figura 3. Cromatograma de amostra de urina branco fortificada na concentragao de 100 ng/mL
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O limite de quantificacdo e deteccdo (LQ/LOD) para o MFD e EFD foi de 5 ng/mL,
apresentando linearidade de 5 a 500 ng/mL (r>0,99, 1/x?). Para o &cido ritalinico, o LQ e o LOD foi
de 100 ng/mL com linearidade de 100 a 5000 ng/mL (r>0,98, 1/x?). A validacéo foi realizada em um
periodo de 5 dias sendo que a cada dia eram analisadas triplicatas dos controles baixo, médio e alto.
Os resultados obtidos, como mostrados na tabela 1, se mostraram satisfatorios para os testes de
imprecisdo intradia, interdia e inexatiddo (variacdo aceitdvel em até +20%), efeito matriz e
recuperacao.

Tabela 1. Resultados dos testes de imprecisdo intradia e interdia, inexatiddo, efeito matriz e
recuperacdo entre os controles baixo (15 e 300 ng/mL), médio (125 e 1250 ng/mL) e alto (250 e 2500
ng/mL)

Imprecisdo intra-dia Imprecisédo inter-dia  Inexatiddo (%) Efeito matriz Recuperacdo

Analitos (%RSD) (n=3) (%RSD) (n=15) (n=15) (%) (%)
Baixo Meédio Alto Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto Baixo Alto Baixo Alto
Metilfenidato 17,5 58 173 149 61 144 -119 22 -91 -375 -367 905 979
Etilfenidato 16,7 10,7 141 144 96 119 -6,3 6,7 -7,8 -29,2 -31,0 93,7 1044
Acido Ritalinico 10,6 126 146 9,6 107 124 35 51 -151 574 275 831 817

Também foi possivel realizar a analise de duas amostras reais, verificando a presenca de MFD
e AR (Figura 4)
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Figura 4. Cromatogramas obtidos de analises realizadas em amostras reais
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5. Conclusdo

Um método quantitativo capaz de detectar metilfenidato, etilfenidato e &cido ritalinico em
amostras de urina foi desenvolvido e validado utilizando micro-QUEChERS e LC-MS/MS. Foi possivel
verificar boa linearidade, sensibilidade, e precisdo e exatiddo satisfatorios. Além disso, andlise de

amostras reais foram realizadas.
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