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Beneficios da Aplicacao

e Fluxo de trabalho de andlise de dried spot completamente
automatizado com software integrado para controle
simplificado de instrumentos

e Tecnologia flow-through desorption (FTD™) sem
perfuracao manual e extracao de discos de dried spot

¢ |ntelligent Vision Camera (IVC™) para reconhecimento
preciso de mancha, posicionamento, ID do cédigo de
barras, rastreabilidade da amostra e cadeia de custddia

Objetivo

e Demonstrar o fluxo de trabalho integrado e beneficios
do sistema Transcend™ DSX-1 da Thermo Scientific
™ que combina um coletor automatico de amostras
de dried spot e um sistema UHPLC para automatizar
completamente a amostragem e andlise de dried spot.

e Destacar como a tecnologia inovadora flow-through

desorption (FTD™) do coletor automatico de amostras
permite a dessorcao direta dos analitos dos cartdes de
dried spot até o sistema UHPLC, que incorpora a
tecnologia avangada TurboFlow™ da Thermo Scientific
™ para executar a limpeza de amostras on-line e
separagao da cromatografia liquida, que quando
combinada com espectrometria de Massa (MS) permite
uma quantificacao rapida do tramadol e seus metabdlitos
de diversas matrizes de dried spot.

Introducao

Tramadol € um analgésico opioide sintético de acao central
e amplamente prescrito para aliviar a dor aguda ou crénica.
O tratamento da dor é alcancado por um mecanismo
duplo. O tramadol inibe a recaptacdo de neurotransmisso-
res, enquanto seu metabolito M1, O-desmetiltramadol,
ativa o receptor
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p-opioide.! A biodisponibilidade do tramadol esta em torno
de 70% e aproximadamente 10 a 30% ¢é excretado
inalterado na urina. O mecanismo distinto e o menor risco
de dependéncia comparado a outros opioides o torna uma
escolha popular para prescritores. No entanto, uso
indevido e visitas ao pronto-socorro estao aumentando.
Muitos métodos bioanaliticos relataram a quantificacao do
tramadol ou de seus metabdlitos em diversas matrizes
bioldgicas (sangue, soro, urina, cabelo) usando
cromatografia gasosa ou liquida (GC ou LC)-espectrometria
de massa.2-*

No ambiente esportivo, o tramadol esta no programa de
monitoramento da Agéncia Mundial Antidoping (WADA)
desde 2012 e chamou uma atengao significativa para sua
prevaléncia em comunidades de ciclistas nos ultimos anos.
Em um relatério de monitoramento esportivo publicado em
2017, 68% das amostras de urina contendo tramadol
foram de ciclistas.5 Enquanto ainda € debatido se o uso de
tramadol leva a melhorias no desempenho, um atleta pode
sentir fadiga e confusao pelo uso de tramadol, 0 que pode
criar situagoes perigosas. Em 2019, a Union Cycliste
International (UCI) baniu o uso de tramadol no ciclismo
profissional com penalidades variando de desclassificacao
a nove meses de suspensao. A UCI também forneceu
sugestoes de orientacdes para coletar goticulas de sangue
de atletas em competicao aleatoriamente durante toda a
competicao e envia-las para andlise laboratorial.6 Portanto,
€ necessaria a implementacao da coleta de amostra de
dried blood spot (DBS), juntamente com anélise de alto
rendimento, para determinar a presenca de tramadol e
metabdlitos (Figura 1) que sdo usados como indicadores
para a presenca ou auséncia de ingestao de drogas.”®

A analise de dried spot, particularmente DBS, se tornou
uma tecnologia emergente em aplicacdes em pesquisas
clinicas e toxicologia, como erros inatos do metabolismo,
pesquisa de monitoramento de droga terapéutica,
toxicologia forense e antidoping.9 Ela exige apenas a coleta
de volumes pequenos de amostras com os beneficios de
um procedimento de amostragem menos invasivo, menor
risco de infecgdes e facilidade em transporte e logistica.
Enquanto a analise de dried spot

Coleta e aplicagédo do spot

Flow-through desorption

Limpeza de amostra on-line e cromatografia liquida
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Figura 1. A via metabdlica do tramadol e seus metabdlitos principais.

ganhou popularidade ao longo dos anos, o fluxo de
trabalho tradicional ainda utiliza a perfuracao manual de
disco seguida por procedimentos de preparo da amostra,
incluindo varias extracdes, evaporagéo e reconstituicao
para andlises subsequentes.’® O processo inteiro pode
levar varias horas.

Essa nota técnica demonstra um fluxo de trabalho
completamente automatizado para andlise de dried spot
usando o sistema Transcend DSX-1. O sistema DSX-1
elimina a necessidade da perfuracédo manual de disco e
extracao, reduzindo erros humanos. A integracao
inovadora do preparo da amostra com a analise on-line
utilizando um coletor automatico de amostra de dried spot
revolucionario capaz de flow-through desorption, seguida
por uma analise bidimensional TurboFlow UHPLC-MS/MS
é adequada para lidar com a limpeza de amostra de varias
biomatrizes, separacao e identificagéo (Figura 2). A
quantificacao rapida de tramadol € metabdlitos em
amostras secas de urina, sangue, soro e saliva foi
alcancada com linearidade de 5 a 400 ng/mL que atendeu
as necessidades diferentes de corte, dependendo dos
regulamentos.
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Figura 2. Andlise automatizada de dried spot: Sistema Transcend DSX-1 combinado com o espectrometro de massa série TSQ Altis MD



Experimental

Preparacédo da amostra

Tramadol e metabdlitos (O-desmetiltramadol,
N-desmetiltramadol) foram misturados em amostras de
sangue, soro, urina e saliva em uma concentracéo variada de
5 a 400 ng/mL. Uma aliquota de 6 pL de amostra foi marcada
em trés das quatro posicdes em cada cartéo DBS (Qiagen
FTA™ DMPK-Tipo C, Ahlstrom AutoCollect™ ou Perkin Elmer
226 Bioanalysis RUO). A quarta posicao foi reservada para a
etapa de limpeza do coletor automatico de amostras. Os
cartdes de amostra foram secos a temperatura ambiente e
colocados diretamente no suporte de cartdes do coletor
automatico de amostras.

Extracdo completamente automatizada de amostra

O mddulo de dried spot (DSM) foi ligado a parte dianteira do
sistema LC-MS e configurado com uma bragadeira de
tamanho padrao para dessorver uma mancha de 6 mm do
cartdo. Padrbes internos (IS, tramadol-"*C-d.,,
O-desmetiltramadol-d,, N-desmetiltramadol-d;) foram
entregues pela bomba de carregamento IS incorporada no
DSM para aplicar uma quantidade precisa em cada mancha.
A eluicao foi realizada usando agua contendo &cido férmico
0,1% em agua (v/v) com uma taxa de fluxo de 1 mL/min por
30s com HotCap™ habilitado a 100 °© C seguido por 20s de
secagem usando um compressor de ar interno para lavar a
fase movel residual. Manchas individuais foram fotografadas
com o IVC™ antes e depois de cada andlise para verificar a

1. Carregar amostra

presenca de uma mancha, ajustar a posicao para extracao e
verificar a ocorréncia da extragdo. Apds o processo de
dessorcao, o topo da bracadeira foi lavado com o acido
férmico 0,1% em agua (v/v) (lavagem 1) e
acetonitrila/isopropanol/acetona (30/30/40) (v/v/v) (lavagem 2)

Limpeza de amostra on-line cromatografia liquida

Limpeza on-line e separagao cromatografica on-line foram
realizadas em uma plataforma UHPLC habilitada com a
tecnologia TurboFlow™, consistindo de uma coluna Cyclone
™-P (0,5 x 50 mm) da Thermo Scientific™ seguida por uma
coluna analitica bifenil (3 x 50 mm, 2,6 pm). O método
TurboFlow foi configurado no modo Focus, no qual um loop
extra foi preenchido com uma composicéao especifica de
solvente otimizada para uma eluicdo eficiente dos analitos da
coluna TurboFlow antes de entrar na coluna analitica. O
processo de andlise e a via de fluxo séo divididos em quatro
etapas principais (Figura 3):

1. Carregamento da amostra na coluna TurboFlow

2. Eluicéo dos analitos da coluna TurboFlow e
transferéncia para a coluna analitica

3. Separagao dos analitos na coluna analitica e lavagem
da coluna TurboFlow

4, Equilibrio da coluna analitica, reabastecimento do loop
de transferéncia e equilibrio da coluna TurboFlow

As fases moveis e os gradientes detalhados usados nesta nota
técnica estao descritos na Tabela 1.
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Figura 3. Tecnologia TurboFlow para limpeza de amostra (modo Focus)
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Tabela 1. Condi¢cbes da cromatografia liquida

Tempo Coluna TurboFlow

Coluna analitica

100
0,5 0,1 100 = =
1,5 2 — = 100
2,5 2 100 — —
4,5 2 — 100 —
85 2 — 100 —
6,5 2 100 — —
7 2 100 — —
2 100 — —
Fase A: éoidg férmico 9’1.% em agua
movel B: formiato de aménio 10 mM em metanol

(min)
T:.':::e Ts.:::e

=== 100
T in 0,4 100 =

=== in 0,5 85 15
==== in 0,5 25 75
E=== in 0,5 — 100
— in 0,5 = 100
==== out 0,5 95 5

—=== out 0,5 100 =

=== out 0,5 100 =

A: formiato de amoénio 10 mM em agua
B: formiato de amoénio 10 mM em metanol

C: 40% de acetonitrila: 40% de isopropanol: 20% de acetona (v/v/v)

*Taxa de fluxo (mL/min)

Espectrometria de massa

A analise foi realizada usando um espectréometro de
massa série TSQ Altis™ MD da Thermo Scientific™
equipado com uma fonte de ions OptaMax™ NG da
Thermo Scientific™ com uma sonda de ionizagao por
electrospray aquecido (HESI), operando no modo de ion
positivo (3,5 kV). Outras condicdes de fonte estao listadas
na Tabela 2. Monitoramento de reacao selecionada (SRM)
em transicoes de compostos, energia de coliséo
otimizada e lentes RF séo exibidos na Tabela 3.

Analise de dados

Os dados foram adquiridos e processados usando o
software TraceFinder™ da Thermo scientific™.

Resultados e discussao

Amostras colocadas nos cartdes de dried spot foram
submetidas a andlise sem tratamentos adicionais. O
tempo total de execucao, incluindo a extracao, é de
aproximadamente 8 minutos

Tabela 2. Configuragdes de fonte do espectrometro de massa

A Configu- A Configu-

Polaridade Positiva  Tempo de ciclo (segundos) 0,4
Sheath gas (Arb) 50 Resolucao Q1 (FWHM) 0,7
Aux gas (Arb) 10 Resolugao Q3 (FWHM) 1,2
Sweep gas (Arb) 0 Fragmentacéo de fonte 0
Temper:e\tura chJoltubo de 305 La'rgura do pico cromato- 6
transferéncia idnica (° C) gréfico (segundos)

Temperatura do 350  Gas da CID (mTorm) 15

vaporizador (°C)

e deteccao. O Aria™ MX da Thermo Scientific™, um
software integrado, é usado para controlar todos os
parémetros de instrumento para a dessorcao da amostra e
separacao LC para facilitar o uso e o paralelismo entre
instrumentos para maximizar a produtividade.

Tabela 3. Transicoes otimizadas de SRM, energias de colisao (CEs) e lentes RF para tramadol e metabdlitos

“ Precursor (m/z) Produto (m/z) Energia de colisao (V) Lentes RF (V)

Tramadol' 264,2
Tramadol? 264,2
Tramadol-"*C-d, 268,2
O-desmetiltramadol’ 250,2
Odesmetiltramadol? 250,2
Odesmetiltramadol-d, 256,2
N-desmetiltramadol’ 250,2
N-desmetiltramadol? 250,2
N-desmetiltramadol-d, 253,3

1: quantificador; 2: qualificador

58,2

42,3 17 37
58,2 17 37
58,1 18 35
421 55 35
64,1 18 35
44,0 14 35
232,0 8 35
47,0 14 35



Tabela 4. Dados de precisao e acuracia em diferentes matrizes de dried spot

Sangue total Saliva i Padrao

Concentragao
(ng/mL)

Tramadol

5,6 7,8 3l 8,8 6,9 4,3 5,0
—3,1 154 186 30 10,3 91 0,9 54 5,6 9,6 13,8 121 0,5 4,4 4,9
-3,0 5.2 5,6 -1,6 6,8 6,5 0,1 5,8 59 8,9 12,3 11,7 -7,5 54 57
-6,2 8,5 8,8 1,3 8,3 8,1 -3,2 7,7 7,7 8,7 9,1 8,8 -4.4 7,0 7,2
-4,2 6,5 6,6 -0,3 7,4 7,3 0,2 9,6 9,7 10,9 4,8 47 -1,4 8,5 8,6
-3,5 7,9 7,9 -1,4 8,1 8,0 -1,3 8,5 B, 0,9 8,0 7,9 0,9 8,0 8,0

7,9 7,9 2,3 7,6 7,6 1,0 8,7 8,7 -48 58 5,8 0,8 7,1 71
O-Desmetiltramadol
16,1 6,1 9,2 7,8 6,9 6,4 2,8 6,3 7,2 -50 43 3,6 6,6 6,1 7,3
-383 149 187 4.2 9,1 8,7 -0,5 4,9 5,2 38 136 125 -06 4,2 4,6
-1,6 4,9 98 -4,7 4,6 4,5 -0,1 4,7 4,8 4,6 11,1 10,7  -4,9 4,7 4,9
=55 8,1 8,5 -3,9 6,1 6,0 =5 7,6 7,7 S8 54 O8S -2,1 6,4 6,6
-4,0 6,0 6,1 -1,9 7,5 7,4 1,1 9,4 9,5 8,7 4,4 4,3 -04 59 6,0
-3,1 7,9 7,9 -0,9 9,0 9,0 -1,0 5,7 57 -0,9 7,9 7,8 1,6 6,3 B3

7,4 7,5 3,1 7,9 7,9 0,4 8,0 8,0 -2,6 6,5 B, -0,2 6,0 6,0
N-Desmetiltramadol
18,4 58 9,1 8,6 74 7,9 4.1 5,8 6,8 -4,5 6,0 5,4 126 59 9,0
2,3 151 193 24 7,3 7,6 0,7 5,7 6,2 1,2 2,9 2,7 0,5 5,0 6,1
-33 6,0 6,6 -4.1 4.1 4,2 -0,3 54 5,6 -2,0 11 1,1 -83 6,9 7,5
-6,4 8,6 9,0 -1 7,0 7,0 -2,7 8,0 8,1 3,7 2,2 2,2 5,8 8,8 9,2
-4,5 6,0 6,1 -2,4 7,2 7,2 0,7 9,9 10,0 89 0,5 0,5 =13 8,6 8,8
=315 8,5 8,6 =16 7,8 7,8 ST 5,9 59 1,5 51 50 1,2 7,6 7,7

8,0 8,0 3,9 8,2 8,2 1,0 9,2 9,2 -3,2 & 85 0,8 8,5 8,6

O fluxo de trabalho da quantificacao € avaliado com o
modulo de entrega IS incorporado. Portanto, a 1,40E+07
eficiéncia de extragéo e a recuperacado do analito 1208407 ’ Tramadol-"*C-d,
podem ser comparadas entre varias matrizes (dados
nao apresentados). Amostras misturadas de cinco |
matrizes (sangue, saliva, soro, urina, agua) foram B.00E+06 |
marcadas em réplicas de cartdes de varios
fornecedores para avaliar o desempenho do fluxo de
trabalho automatizado e compatibilidades de cartoes.
Dados de acuracia e precisao que combinaram cartdes

1,00E+07

6,00E+06

4,00E+06

Area de Pico

2,00E+06

de fornecedores diferentes estao listados na Tabela 4, 0,00E+000 " " . " - - >
com todos os analitos dentro dos limites de aceitacao Injection #
(% RSD e % CV abaixo de 20%). Para avaliar a ——Padrao - ——Sangue ——Soro salva Urina

RSD 11,1% 14,1% 13,4% 11,7% 13,9%
reprodutibilidade da resposta MS, areas de pico do IS

tram?d?l_1 3C-d§3). foram a.nallsadas a partir de mais de Figura 4. Resposta da area de pico do padrao interno de tramadol
70 injegdes de varias matrizes, € a % RSD foram em 70 execucdes
observadas abaixo de 15% (Figura 4)

—



Curvas de calibracao para analitos individuais foram
geradas usando um fator de peso de 1/x de um baixo
limite de quantificacéo (LLOQ) de 5 ng/mL até um alto
limite de quantificacéo (ULOQ) de 400 ng/mL, com
valores de R2 >0,99 e % RSD de padrdes internos
<20% em todas as matrizes. Bases de dados de

Tramadol

manchas de sangue seco séo exibidas na Figura 5
como um exemplo. Cromatogramas representativos de
LLOQ e imagens pré e pds-analise também séao
mostrados na Figura 6. A capacidade de amostra é
expandida com um cassete de 96 cartdes, permitindo a

analise de 288 amostras em alto rendimento.
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Figura 5. Curvas de calibragdo e padrdes internos em base de dados de dried blood spot (DBS) (N = 9 cartées de fornecedores combinados)
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Figura 6. Cromatogramas de LLOQ em dried blood spot (DBS) e imagens pré e pés-analise
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Conclusao

Tramadol e seus metabdlitos foram analisados em varias
matrizes bioldgicas, como urina, saliva, sangue ou soro
para fins de monitoramento terapéutico, abuso de drogas
e doping esportivo. Espécimes secos oferecem diversas
vantagens incluindo a estabilidade do analito, facilidade de
amostragem e conveniéncia logistica ao se tratar de
transferéncia e armazenamento. Métodos convencionais
de andlise de dried spot envolvem pré-tratamentos de
amostra demorados, precisando de perfuracoes manuais
que exigem trabalho, tempo e recursos adicionais. O
sistema Transcend DSX-1 combina a tecnologia de
amostragem direta inteligente de dried spot com a
TurboFlow 2D-LC-MS/MS para oferecer um plataforma
rapida, robusta e amplamente integrada, permitindo a
extragao de amostras, separagao e analise de dados
on-line, enquanto maximiza o rendimento e a economia da
amostra e minimiza complexidade em processos de
preparo da amostra tediosos.

A quantificagao de tramadol e seus metabalitos foi
avaliada em varias matrizes secas para reprodutibilidade e
robustez entre conjuntos frandes de amostra, assim como
compatibilidade usando diversos fornecedores de cartdes.
O método analitico descrito aqui oferece uma solugao
combinada e automatizada para alcan¢ar uma execugao
analitica rapida para quantificagéo direcionada de
amostras individuais de dried spot, autenticidade de
amostra e seguranca para manter a cadeia de custddia.
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