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RESUMO

LASMAR, M.C. Determinagao de ecstasy e derivados anfetaminicos em
amostras de urina utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecgcao de ultravioleta e em comprimidos utilizando-se cromatografia em
fase gasosa com detector de ionizagao de chama. Belo Horizonte, 2007. 135p.
Dissertacao de Mestrado — Faculdade de Farmacia — Universidade Federal de

Minas Gerais.

O uso abusivo de anfetaminas e seus derivados vém aumentando
dramaticamente nos ultimos anos em diversas regides do mundo e do Brasil,
notando-se especial utilizagdo do ecstasy (MDMA). Essas drogas sao facilmente
sintetizadas e comercializadas com extrema discricdo, o que reforga a necessidade
do desenvolvimento de formas de identificacdo dessas substancias. Um método
simples, de facil execuc¢ao e baixo custo financeiro é proposto para identificacédo e
quantificacdo de MDMA e seu principal metabdlito (MDA) em amostras de urina
humana utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao de
ultravioleta. A identificacdo e quantificacgo de MDMA e outros derivados
anfetaminicos (MDA e MDE) também foi realizada em comprimidos, utilizando-se
cromatografia gasosa com detector de ionizagcdo em chama. Os derivados
anfetaminicos sao eluidos em tempo e resolugdo adequados. Os métodos
otimizados apresentaram adequada linearidade, precisao, seletividade e robustez,
além de serem capazes de detectarem os analitos mesmo quando presentes em
pequenas concentracdes, ndo somente na urina, mas também em comprimidos,
sendo assim adequados para serem adotados como métodos confirmatérios em

laboratoérios forenses.

PALAVRAS-CHAVE: MDMA; MDA; MDE; CLAE/UV; URINA; CG/DIC;
COMPRIMIDOS.



ABSTRACT

LASMAR, M.C. Determination of ecstasy and amphetamines derivatives in
urine by high-performance liquid chromatography - UV detector and in
tablets by gas chromatography - flame ionization detection. Belo Horizonte,
2007. 135p. Dissertacao de Mestrado — Faculdade de Farmacia — Universidade

Federal de Minas Gerais.

The abusive amphetamine use and its derivatives have shown a dramatic
increasing in the last years in diverse regions of the world and Brazil, namely the
special use of ecstasy (MDMA). These drugs are easily synthetized and
commercialized with extreme discretion, what it strengthens the necessity of the
development of forms of identification of these substances. A simple method, of
easy execution and low financial cost, is proposed for identification and
quantification of MDMA and its main metabolite (MDA) in human urine samples
performed by high performance liquid chromatography — UV detector. Identification
and quantification of MDMA and others amphetamines derivatives (MDA and MDE)
in tablets were also performed using gas chromatography — flame ionization
detector. The amphetamines derivatives are eluted in adjusted time and resolution.
The optimized methods have shown adequate linearity, precision, selectivity and
robustness, besides being capable to detect the analytes even when present in
very little amount, not only in urine but also in tablets, being thus suitable to be

adopted as confirmatory methods in forensic laboratories.

KEY WORDS: MDMA; MDA; MDE; HPLC/UV; URINE; GC/FID; TABLETS.
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1 INTRODUGAO

O uso abusivo de anfetaminas e seus derivados, que representam a maior
classe de estimulantes do sistema nervoso central, vém aumentando
dramaticamente nos ultimos anos em diversas regides do mundo, especialmente
em relagcdo a utilizacado do ecstasy (3,4-metilenodioximetanfetamina) (COLE &
SUMNALL, 2003a; COSTA & CHASIN, 2004; LAPACHINSKE, 2004; MITREVSKI
& ZDRAVKOVSKI, 2005; PARROTT, 2005; SOARES et al., 2004). Segundo dados
da Organizacado das Nagdes Unidas (ONU), existem, atualmente, 8,3 milhdes de
usuarios de ecstasy no mundo, um aumento de 84,4% em relagdo aos numeros
divulgados em 2000, que registravam 4,5 milhdes de usuarios na década passada.
A ONU estimou ainda, que cerca de 1,4 milhdes de comprimidos de ecstasy sao
produzidos anualmente no mundo (média de 168 comprimidos por usuario) sendo
os Estados Unidos e a Europa os maiores produtores e consumidores da droga no
mundo (UNODC, 2003).

A situacao é preocupante, também, no Brasil. Em 2004, foram apreendidos
82 mil comprimidos no Rio de Janeiro, quantitativo significativamente superior aos
72 mil comprimidos recolhidos no ano anterior (MONKEN, 2005). Durante o
primeiro semestre de 2003, mais de 55 mil comprimidos de ecstasy foram
apreendidos em Sao Paulo (COSTA & CHASIN, 2004). Em abril de 2005, foram
apreendidos 30 mil comprimidos na bagagem de um jovem que desembargava no
Brasil, vindo da Holanda (MONKEN, 2005; CARUSO & JESUS, 2005). Durante o
periodo de janeiro a margo de 2005, a Policia Federal apreendeu 31.623

comprimidos da droga no Brasil (POLICIA FEDERAL, 2006).



O ecstasy € uma droga geralmente utilizada de forma grupal, sendo que
seus consumidores sdo basicamente jovens de classe média-alta e alta (COSTA &
CHASIN, 2004; LAPACHINSKE, 2004; SARDINHA & GARCIA, 2000). Pode ser
administrada de forma isolada ou, na maioria das vezes, associada com inumeras
outras drogas, como alcool, cocaina, maconha e até benzodiazepinicos
(LAPACHINSKE, 2004; PARROTT, 2004; SCHIFANO, 2004; SOARES et al.,
2004).

As anadlises de amostras de ecstasy apreendidas nas ruas evidéncia a
presenca de MDMA (3,4 metilenodioximetanfetamina) e outras feniletilaminas,
como MDA (3,4 metilenodioxianfetamina), MDEA (3,4
metilenodioximetiletilanfetamina ou eve), MBDB (N-metilbenzodioxazolilbutamina)
e 2C-B (4 bromo-2,5 dimetoxifenilamina), considerados entactégenos, produzindo
sensagdes de euforia, animo e um aumento da comunicagédo, justificando sua
crescente popularidade como drogas de raves (MAURER et al., 2000; SOARES et
al., 2004).

Os efeitos ap6s o uso da droga podem variar consideravelmente,
dependendo das caracteristicas fisicas e psicoldégicas do usuario, da dose,
frequéncia e duracdo do uso, e também da variedade de substancias encontradas
nos comprimidos.

Atua no SNC, ao nivel da neurotransmissdo serotoninérgica alterando
humor, impulsividade, cognigdo, sono, memoaria, concentragdo e implicando em
varias doencgas neuropsiquiatricas, como depressado e ansiedade, entre outros
efeitos (BURGESS et al., 2000; COLE e SUMMALL, 2003b; PARROTT, 2001;

2005; SCHIFANO, 2004).



A MDMA também é responsavel pela inibicdo das enzimas monoamino
oxidase A (MAOp) e monoamino oxidase B (MAOg), levando a um aumento da
concentracdo sinapticas de serotonina, dopamina e norepinefrina. E relatada,
também, alteracdo na neurotransmissdo de acetilcolina, histamina e GABA,
resultante da afinidade da droga pelos transportadores ou interagcéo direta com os
receptores desses neurotransmissores (COLE & SUMNALL, 2003a; PARROTT,
2005).

Em administragdes agudas a MDMA promove estimulagdo cardiaca e
taquicardia, induzindo uma vasoconstricdo. Essas alteracdes cardiovasculares,
associadas a hiperperfusdo cerebral podem ser responsaveis pelos inumeros
casos de hemorragias descritas na literatura (BURGESS et al.,, 2000; COLE &
SUMNALL, 2003a; LAPACHINSKE, 2004; PARROTT et al., 2005).

O risco de hepatoxicidade também é descrito na literatura, principalmente
quando associado a hipertermia, que pode potencializar a deplegéao de glutationa
induzida pela MDMA (BURGESS et al.,, 2000; COLE & SUMNALL, 2003b;
SCHIFANO, 2004).

A presenga de outras substancias nos comprimidos de ecstasy e a ingestao
associada a outras drogas como o alcool, pode favorecer o aumento dos efeitos
fisiopatologicos da MDMA (SCHIFANO, 2004; PARROTT, 2004).

Sao, portanto, inumeros os efeitos descritos resultantes do uso dessa
droga, que variam desde as sensagdes agradaveis (procuradas pelos usuarios)
até crises de panico, psicose e quadros de dependéncia (LAPACHINSKE, 2004).

O amplo espectro de efeitos resultante do uso do ecstasy, a falta de

estudos cientificos sobre o assunto no Brasil, a crescente utilizagdo dessa droga



pela sociedade brasileira, indicam a importancia do controle do uso dessa
substancia.

A pesquisa forense de drogas preconiza a utilizacdo de dois métodos
analiticos seletivos e independentes para a identificacdo confiavel dessas
substancias na matriz suspeita (PIETTE & PARMENTIER, 2002). Geralmente a
matriz suspeita € submetida a um teste mais simples e rapido (triagem) que
apresenta, entretanto, baixa especificidade que pode acarretar inumeros
resultados falsos positivos (ENSSLIN et al., 1996; KINTZ et al., 2006; MAURER et
al., 2000; NAKASHIMA, 2005; SADEGHIPOUR et al., 1997a, 1997b; SCHWARTZ
& MILLER, 1997; TALWAR et al., 1999). Em funcédo disso, quando a triagem
apresenta um resultado positivo para a droga analisada, um segundo método mais
confidvel é aplicado para a confirmacao da suspeita levantada.

As analises de triagem dos derivados anfetaminicos, em muitos laboratorios
de toxicologia forense, sdo feitas por meio de técnicas de imunoensaios,
geralmente, rapidas e simples, mas que apresentam diversas reagbes cruzadas
(TALWAR et al., 1999). Os métodos de confirmagédo da presenga dos derivados
anfetaminicos sao, geralmente, cromatograficos. Essas técnicas s&o mais
confidveis e especificas para a identificacdo e quantificacdo dos derivados
anfetaminicos, entre eles o ecstasy. Dentre elas, a mais apropriada para a
identificacdo dessas drogas, € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou
gasosa (CG), utilizando-se detector de espectrometria de massas (LORD &
PAWLISZYN, 1997; TAGLIARO et al., 2000; TALWAR et al., 1999; WOOD et al.,
2005). De um modo geral, um método analitico deve ser de simples e rapida

execucao operacional, apresentar seletividade adequada para o analito de



interesse, demonstrar satisfatoria capacidade de detec¢do e quantificacao, ser
preciso e exato, além de apresentar um baixo custo financeiro (CHASIN et al.,
1994, 1998).

O uso de um detector de massas acoplado a um cromatégrafo, a gas ou a
liquido, eleva significativamente o custo da aquisicdo e da manutengdo desses
aparelhos tornando, muitas vezes, inviavel a sua aquisicdo pela maioria dos
laboratérios de paises em desenvolvimento.

A validagcao de métodos analiticos que utilizam equipamentos de menor
custo, mas mantenham os fundamentos basicos de confiabilidade e praticidade &,
portanto, bastante relevante. Assim, o presente estudo vem buscar a validagao de
dois métodos cromatograficos, que utilizam equipamentos de menores custos e
que mantenham as caracteristicas exigidas em uma analise toxicoldgica, quali e
quantitativa.

As técnicas selecionadas para serem validadas no presente trabalho foram
a cromatografia gasosa capilar com detecgao por ionizagdo de chama (CG/DIC),
para a analise da droga em comprimidos e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo espectrofométrica na regido do ultravioleta (CLAE/UV)
para a identificacdo das substancias em amostras de urina de usuarios da droga.

Esses dois métodos podem ser considerados quase como métodos
universais em analises toxicolégicas, aumentando a possibilidade de serem
executados em laboratérios de pequeno e médio porte de paises em

desenvolvimento como o Brasil.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

A 3,4-metilenodioximetanfetamina-MDMA, também denominada MDM,
Adam, ecstasy, ou XTC; a 3,4-metilenodioxianfetamina-MDA conhecida como love
pill; a 3,4-metilenodioximetiletilanfetamina-MDEA (MDE ou Eve) e a N-
metilbenzodioxazolilbutamina-MBDB  (Eden) além de outros derivados
anfetaminicos sdo amplamente utilizadas por jovens com idade entre 18 e 30
anos, geralmente bem educados e com boa condi¢ao financeira, sendo esse uso
particularmente popular em festas raves e boates (HERNANDEZ et al., 2001;
MAYFRANK & DAWMANN, 2006a; MURPHY et al., 2006; SADEGHIPOUR et al.,
1997a, 1997b; UNODC, 2003).

Na Figura 1 estdo mostradas as estruturas quimicas dos derivados
anfetaminicos MDMA, MDA, MDEA e MBDB.

A MDMA ¢é o principal componente da droga ecstasy e foi patenteada em
1914 pela companhia alemd Merck® como um moderador de apetite, embora
nunca tenha sido comercializada (BURGESS et al., 2000; COLE & SUMNALL,
2003a). Segundo SARDINHA & GARCIA (2000), em 1953 esta droga reapareceu
nos Estados Unidos, quando o exército americano testou inumeras drogas para

fins militares, ficando conhecida como droga da verdade.
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Figura 1 — Estrutura quimica dos principais derivados metilenodioxianfetaminicos
com potencial abusivo (adaptado de KRAEMER & MAURER, 1998; McAVOY, et
al., 1999; SADEGHIPOUR et al., 1997a, 1997b; UNODC, 2003).

Na década de 70 foi sugerido o seu uso como coadjuvante na psicoterapia,
sendo esse uso relacionado a sua capacidade de indu¢do a um estado emocional
positivo, relaxamento, reducdo da ansiedade e favorecimento nas relagdes
interpessoais (LAPACHINSKE, 2004; SARDINHA & GARCIA, 2000). Denominada
de entactégeno, um termo derivado do latim tactus (tato, contato) e do grego en
(dentro) e gen (produzir), a droga apresenta a conotagdo de “induzir um
sentimento de contato com o mundo ao seu redor” (MAYFRANK & DAWMANN,
2006b).

Em 1977, o United Kingdom Home Office classifica a MDMA como uma
droga de classe A e listada no Schedule 1 do Misuse of Drugs Act, indicando que
essa substancia nao apresenta uso medicinal.

A MDMA s6 desperta a atengdo do publico quando o Food and Drug

Administration (FDA) o inclui no Schedule 1 do Controlled Substances Act, em



1985, baseado na idéia de que MDMA nao apresenta uso medicinal aceitavel e
apresenta um elevado potencial abusivo. Com a proibicdo de uso da MDMA, sua
indicacado terapéutica foi banida dos receituarios com consequente eliminacao
desse padréo de uso (LAPACHINSKE, 2004; SARDINHA & GARCIA, 2000).

Qutro derivado anfetaminico com potencial abusivo, o}
metilenodioximetiletilanfetamina-MDEA (eve), n&o foi incluido na lista do
Controlled Substances Act, sendo amplamente utilizada até a formulacdo do
Analogue Substance Act que, em 1986, passou a classificar como ilegal, qualquer
composto que apresente similaridade estrutural ou de acido as substancias
controladas (BURGESS et al., 2000; COLE & SUMNALL, 2003a).

Mesmo proibida, a MDMA a droga continuou a ser consumida e, em 1987
passou a ser a droga da moda na llha de Ibiza, na Espanha. Ali, seu uso passou a
ser vinculado as grandes festas, chamadas raves, que comeg¢am durante a
madrugada e se estendem até o dia seguinte. A administragdo da droga somada
ao ambiente repleto de luzes, cores e a uma musica eletrdnica repetitiva é capaz
de promover uma diversidade de sensagdes aos usuarios, tornando a MDMA, a
principal droga utilizada nesses eventos em todo o mundo, elevando a sua
popularidade entre jovens e contribuindo para a grande expansédo do numero de
usuarios recreacionais de ecstasy (COLE & SUMNALL, 2003a; SARDINHA &
GARCIA, 2000).

Durante toda a década de 80 e inicio da década de 90, os comprimidos de
ecstasy entdo utilizados eram tidos como puros, constituidos quase sempre
apenas por MDMA. Essa droga era, entdo, considerada de maior qualidade,

quando comparada as outras drogas de rua e os termos ecstasy e MDMA



passaram a ser utilizados como sinbnimos. Possivelmente naquele momento
surge a falsa idéia de segurancga relacionada ao uso de ecstasy (PARROTT, 2004,
2005).

No decorrer da década de 90, entretanto, passa a ser frequentemente
relatada a mistura de outras drogas, como outras feniletilaminas (3,4
metilenodioxianfetamina-MDA; 3,4 metilenodioximetiletilanfetamina-MDEA) e
drogas nao anfetaminicas (cafeina, efedrina, ketamina, paracetamol, barbituricos,
anti-histaminicos, opidides sintéticos, LSD, efedrina, pseudorfedrina,
dextrometorfano, salicilatos, entre outras). A redugdo no teor de MDMA nos
comprimidos de ecstasy observada a época pode estar relacionada ao aumento
da demanda pela droga, associada a dificuldade dos fabricantes de drogas ilicitas
em obter material do precursor quimico da MDMA.

Em 1996, ONU define o termo ecstasy como “virtualmente genérico” para
esses derivados anfetaminicos com substituicado no anel, embora seja reconhecido
que muitos outros tipos de drogas possam ser encontrados (PARROTT, 2004,
2005).

A partir do final da década de 1990, até o presente, tem sido relatado,
novamente, um aumento na pureza dos comprimidos de ecstasy, caracterizado
por uma menor presenca de substancias interferentes e maior relacéo
dose/quantidade de MDMA (PARROTT, 2004, 2005).

Essa suposta qualidade atual dos comprimidos €&, entretanto, bastante
contestada por varios autores, que descrevem a continuagdao da presenca de
diversas sustancias nos comprimidos de ecstasy. Segundo esses autores,

analises de amostras de ecstasy apreendidas nas ruas evidéncia a presenca de
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MDMA e outras feniletilaminas, como MDA, MDEA, MBDB, anfetamina,
metanfetamina, 2C-B (4-bromo-2,5 dimetoxifeniletilamina), DOB (2,5-dimetoxi-4-
bromoanfetamina) e DOM (2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina) (Figura 2), além da
identificacdo de cafeina, acido acetilsalicilico, paracetamol, efedrina,
pseudoefedrina, norepinefrina, cocaina, ketamina, metadona, morfina,
bromomazepam, diazepam, flunitrazepam, dentre outros (COSTA & CHASIN,
2004; MAURER et al., 2000; SADEGHIPOUR et al, 1997a, 1997b;
SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997; SOARES et al., 2004). Neste contexto,
pode-se observar que nao é apropriado considerar o termo ecstasy como
sinbnimo de MDMA, embora essa substancia seja o principal componente da

droga (COLE & SUMNALL, 2003b).

OMe
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Figura 2 — Estrutura quimica de outros derivados anfetaminicos comumente
encontrados em comprimidos de ecstasy apreendidos nas ruas (adaptado de
KRAEMER & MAURER, 1998; MAURER et al., 2000; SADEGHIPOUR et al,
1997a, 1997b; SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997).
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No Brasil, a MDMA ¢é considerada uma substancia de uso proscrito pela
Portaria da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude de n° 344 de
12 de maio de 1998 (LAPACHINSKE, 2004). Segundo a dire¢cdo do DENARC
(Departamento de Narcoticos) de Sao Paulo, o ecstasy vem, também no pais,
sendo incorporado a “novos coquetéis”, como o sixtasy, uma mistura de ecstasy,
maconha, cocaina, LSD, xarope expectorante, viagra e agua (RODRIGUES,

2005).

O ecstasy ¢ traficado e utilizado principalmente na forma de comprimidos,
apresentando certas caracteristicas peculiares, como as cores ou o0s variados
simbolos, muitas vezes associados as grandes empresas mundiais, como Calvin
Klein e Mitsubishi (COLE & SUMNALL, 2003b; FURNARI et al., 1998).

O teor de MDMA ¢é bastante variado nos comprimidos de ecstasy, estando
normalmente, dentro de uma faixa de 50 a 150 mg da substancia por comprimido.
Comprimidos analisados por COLE & SUMNALL (2003b) e denominados ‘White
doves’ por exemplo, possuem concentragcdes de 19,0 e 140,0 mg de MDMA, 94,0
a 125,0 mg de MDEA e 185,0 a 197,0 mg de ketamina. Ja comprimidos com
simbolo da Mitsubishi, por sua vez, se caracterizaram por apresentar
concentragdes de 40 a 109 mg de MDMA e, em alguns, tracos de MDE, além de
outras drogas como o dextrometorfano, MDA, 4-bromo-2,5-dimetoxifeniletilamina
(2C-B), MBDB, metanfetamina, 4-metiltioanfetamina (4-MTA),
parametoxianfetamina (PMA), efedrina, salicilatos, dentre outros.

Essa diversidade de teores de MDMA nos comprimidos € bastante

preocupante, principalmente quando se trata de usuarios recentes, pois elevados



12

teores dessa substancia podem induzir severas reagdes oriundas da sindrome
serotoninérgica (BURGESS et al.,, 2000; MAYFRANK & DAWMANN, 2006b;
PARROTT, 2004).

O aumento do consumo de ecstasy especialmente entre os adolescentes,
pode ser explicado pela sua facil aquisicdo, uma falsa percepg¢ao de seguranga de
seu uso e a aceitagao ou incentivo dos amigos, estimulando o seu uso (MURPHY
et al., 2006; SCHWARTZ & MILLER, 1997).

Tem sido estimado que o uso recreacional de ecstasy envolve a ingestao
de 50,0 a 150,0 mg de MDMA ou seja, 1 comprimido de ecstasy e, nesses casos,
os efeitos agudos aparecem entre 30 a 60 minutos apds a ingestdo e duram por
diversas horas. Alguns usuarios administram varios comprimidos algumas horas
apo6s a primeira utilizagdo da droga, induzindo, geralmente, maiores efeitos
adversos e ndo, necessariamente, aumentando as sensacdes desejaveis
(BURGESS et al., 2000; MAYFRANK & DAWMANN, 2006b).

Tem sido relatado que os usuarios recentes administram, geralmente, um
unico comprimido de ecstasy, enquanto usuarios regulares tipicamente
administram 2 a 3 comprimidos € 0s mais experientes utilizam cerca de 10 a 25
comprimidos por noite (BURGESS et al, 2000; MAYFRANK & DAWMANN,
2006b). A reducdo da eficacia subjetiva apOs seguidas administragbes é
frequentemente descrita, com muitos usuarios noticiando o desenvolvimento de
tolerancia.

PARROTT (2004) relata que usuarios recentes normalmente utilizam

comprimidos de diversas origens, quando comparados aos usuarios mais
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experientes, tornando-se assim mais vulneraveis a diversidade de componentes
presentes nesses comprimidos.

Alguns desses usuarios utilizam o pé de ecstasy, por via nasal e outros, em
pequeno numero, utilizam a via endovenosa (PARROT, 2005).

Embora todos os usuarios da droga possam apresentar perda de meméria,
0s usuarios cronicos apresentam maiores prejuizos no processo cognitivo e na
funcdo neuroenddcrina serotoninérgica (PARROT, 2005).

MURPHY et al. (2006) concluem que os homens geralmente consumem
mais comprimidos (4 em média) do que as mulheres (2,9 em média), em uma
mesma noite. De uma maneira geral, os usuarios utilizam a droga por um periodo
de aproximadamente 6 anos e s6 a partir dai eles passam a avalia o bindmio
risco-beneficio.

A administragdo simultanea de ecstasy com outras substancias é frequente
entre os usuarios da droga, seja com o objetivo de reduzir ou evitar os efeitos
indesejados, seja com a finalidade de prolongar a duragdo das sensagdes
procuradas. A associagdo com outras drogas pode aumentar o risco toxico do
ecstasy podendo agravar a sindrome serotoninérgica provocada pela droga. Esse
risco € exacerbado quando s&o utilizados alguns antidepressivos, como o0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e inibidores da MAO
(COPELAND et al., 2006).

A utilizacdo de benzodiazepinicos e de viagra associada ao ecstasy é
bastante citada na literatura especializada. O uso de viagra é justificado pelos
usuarios devido a suas propriedades afrodisiacas enquanto os benzodiazepinicos

sdo administrados a fim de “prolongar a onda” e para conseguir dormir. Observa-
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se, também, o uso de suplementos contendo precursores de serotonina, que
poderiam prevenir os potenciais efeitos neurotdxicos, aumenta os efeitos
procurados e reduz aqueles desfavoraveis (COPELAND et al., 2006).

O uso de outros estimulantes como cocaina e anfetaminas podem atuar de
forma sinérgica, aumentando os efeitos adversos neurotéxicos do MDMA,
enquanto que interagbes com cannabis podem ser mais complexas (MAYFRANK
& DAWMANN, 2006b). A mistura com alucinégenos como LSD ou ketamina, leva
a alteragdes comportamentais, prejudicando a condugao de veiculos, por exemplo.
O uso de sedativos pode mascarar a excessiva estimulagdo simpaticomimética
provocada pelos componentes do ecstasy (SCHIFANO et al., 2006).

Segundo HOSHI et al. (2006), os usuarios de ecstasy consomem maiores
quantidades de maconha e menores quantidades de alcool quando comparados
aos individuos ndo usuarios de MDMA e, de acordo com De WIN et al. (2006), o
uso de maconha é, normalmente, precedido ao primeiro contato com derivados
anfetaminicos.

Estudos afirmam que baixas doses de anfetaminas apresentam leves
efeitos na fungdo cognitiva e podem resultar no aumento de certas caracteristicas
psicomotoras relacionadas a condugdo de veiculos. Entretanto, altas doses da
droga parecem estar associadas com um inapropriado e perigoso comportamento
na direcado, caracterizado por excesso de confianca, de velocidade e redugdo da
concentracdo (DEGENHARTDT et al., 2006).

A condugdao de veiculos associada ao uso desses estimulantes é
extremamente perigosa, principalmente durante os periodos iniciais de intoxicagao

que se caracterizam pela predominancia dos efeitos estimulantes. Muitos usuarios
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de ecstasy, que nao ingeriram alcool concomitantemente, se consideram aptos
para dirigir veiculos. No entanto, varios usuarios que dirigiram apds o0 uso de
ecstasy, relatam experiéncias negativas durante a condugdo como visao turva,
concentragcao prejudicada, propensao para altas velocidades e tempo de reacao
mais lento (DEGENHARTDT et al., 2006).

Segundo DEGENHARTDT et al. (2006), o Independent Drug Monitoring
Unit (IDMU), do Reino Unido, apresenta alguns dados que mostram o maior
envolvimento de usuarios de ecstasy em acidentes de transito quando comparado
com nao usuarios ou usuarios de outras drogas.

O uso de ecstasy pode aumentar sentimentos de afeigcdo e sensualidade,
mas nao esta, necessariamente, relacionado a estimulagdo sexual; ao contrario,
na maioria das vezes esse uso se relaciona com uma reducdo da funcdo sexual. E
relevante citar a possibilidade de contaminacido por doencas sexualmente
transmissiveis em decorréncia de modificacbes comportamentais do usuario que
passa a ndo se preocupar mais com medidas de prevencdao no ato sexual
(MURPHY et al., 2006).

Muitos usuarios desconhecem os sérios efeitos adversos provocados pela
MDMA, acreditando ser uma droga segura, pura e livre de adulterantes (MURPHY
et al., 2006; SCHWARTZ & MILLER, 1997). Por outro lado, outros usuarios
procuram minimizar os problemas decorrentes da variedade nos teores de MDMA
e da presenga de outras substancias nos comprimidos, adquirindo a droga na
forma de po6, acreditando existir menos adulteragdes nessa forma da droga. Nao
ha, entretanto, dados que comprovem essa teoria, uma vez que O ecstasy na

forma de pd pode ser também facilmente alterado (PARROTT, 2004).
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PARROTT (2004) entrevistou varios usuarios da droga e observou que
homens e mulheres apresentaram um comportamento semelhante em relagao as
precaucdes tomadas quando aparecem os efeitos téxicos e aos sinais indicativos
de que eles devem interromper o0 uso em uma sessao. Segundo 0s usuarios, as
principais medidas para evitar ou minimizar os efeitos téxicos sdo limitar o
consumo de ecstasy, ingerir muita agua, manter a respiragéo de repouso, comer,
consumir pilulas de vitaminas e suplementos, monitorar a temperatura e evitar
alcool. Os primeiros fatores que levam aos usuarios a interromper o uso da droga,
em um dado momento, sdo, 0 prejuizo na consciéncia e na visao, a falta de
dinheiro, a fadiga e a nausea.

O aumento na producao e a redugao no preco dos comprimidos de MDMA,
MDA, MDEA e MBDB, que ocorreu nos ultimos anos, sédo fatores que, certamente,
contribuiram para o aumento no consumo dessas drogas e no incremento no
numero de intoxicagdes e mortes associadas ao consumo dessas drogas. Outra
tendéncia observada foi uma diminuicdo da quantidade de MDMA por comprimido,
contribuindo para a redugao do prego e consequente elevacao da popularidade da
droga. A reducdo da quantidade de MDMA por comprimido associa-se com um

aumento na quantidade de comprimidos administrados (SCHIFANO et al., 2006).

2.2 Tolerancia e dependéncia

A tolerancia de drogas pode ser descrita como um estado de progressiva

reducao das respostas a droga. Uma pessoa que desenvolve tolerancia necessita
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de uma maior quantidade da droga para conseguir os efeitos originalmente obtidos
com doses menores.

A maioria dos usudrios ocasionais de ecstasy relata algum tipo de
tolerancia a MDMA e que a primeira experiéncia com a droga € a mais forte,
sendo que as experiéncias sucessivas se apresentam em um caminho diferente.
Alguns usuarios necessitam aumentar as doses de MDMA, a fim de obter os
mesmos efeitos psicoativos de reforgo. O primeiro comprimido de ecstasy é
sempre o mais efetivo e que, com o subseqlente uso da droga, os efeitos
desejados sao reduzidos e os efeitos colaterais aumentados. O autor relata casos
de ingestdo de até 8 comprimidos de uma s6 vez, na tentativa de se obter os
efeitos desejados. Aproximadamente 67% de usuarios que administraram MDMA
pelo menos em seis ocasides, descrevem uma redugao dos efeitos positivos e
aumento dos efeitos negativos, com doses sucessivas. Ha relato ainda, de
individuos que ingeriram 10 a 25 comprimidos em um dia, apresentando como
consequéncia uma série de graves problemas clinicos (PARROTT, 2005).

A MDMA tem sido descrita como a unica droga conhecida que apresenta
efeitos entactogénicos agudos, uma vez que é capaz de produzir uma mistura de
sensagdes estimulantes, alucinégenas e euforizantes. Ela é também,
caracteristica, em alguns aspectos relacionados ao desenvolvimento de tolerancia.
Os padroes de tolerancia se desenvolvem rapidamente e os efeitos de reforco de
MDMA, estudados experimentalmente em macacos rhesus, s&o reduzidos com o
tempo, ao contrario do observado, por exemplo, com a cocaina, em que os efeitos

de recompensa permanecem inalterados (PARROTT, 2005).
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Assim, um aumento de duas vezes na dose administrada, n&o resultara no
aumento dobrado dos efeitos desejados pelos usuarios, mas duplicara,
praticamente, os efeitos indesejaveis. Mesmo quando o aumento escalonado da
dose administrada é feito, o que pode promover a manutencdo dos efeitos
desejados pelo usuario, observa-se um maior aumento nos problemas
neuropsicobiolégicos relacionados a droga (PARROTT, 2005). Um possivel
mecanismo para a diminuicdo da efetividade da droga pode ser a destruicdo
gradual de axénios terminais, portanto, o padrao n&o usual de tolerancia crénica
observado com a MDMA pode ser, ao menos parcialmente, atribuido ao seu
mecanismo de neurotoxicidade serotoninérgica (PARROTT, 2005).

De acordo com COSTA (2004), o uso de ecstasy satisfaz os quatro critérios
necessarios para o diagnéstico de dependéncia, descritos pela American
Psychiatric Association: € utilizado mesmo com o conhecimento dos seus efeitos
indesejados; € administrado em doses maiores que as planejadas; € capaz de
induzir tolerancia; causa inumeras sensagdes nao procuradas apds 0 uso, como

cansaco, depressao e insonia.

2.3 Epidemiologia do uso

Ao contrario de drogas como a cocaina e a maconha, que possuem suas
producgdes limitadas geograficamente e pelo clima, as drogas sintéticas podem ser
produzidas em qualquer local e época do ano (FURNARI et al., 1998; UNODC,

2003). A producédo dos estimulantes anfetaminicos, por exemplo, foi estimada em
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500 toneladas por ano, com mais de 40 milhdes de pessoas fazendo uso dessas
drogas em 2003 (UNODC, 2003).

A prevaléncia de uso de ecstasy entre jovens € significativamente maior
quando comparado com outras drogas. Dados obtidos nos Estados Unidos
indicam que entre os jovens de 18 e 20 anos, a utilizagdo de MDMA é mais do que
seis vezes maior do que a média de uso na populagdo em geral. Essa é, também,

a droga mais consumida entre 12 e 25 anos, conforme Figura 3 (UNODC, 2003).
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Figura 3 - Perfil de distribuicdo do uso de drogas nos Estados Unidos em fungao
da faixa etaria dos usuarios (extraido de UNODC, 2003).

Estudos epidemioldgicos realizados na Europa e Estados Unidos mostram
que 4,7 a 13% dos jovens ja utilizaram ecstasy ao menos uma vez na vida, e que
15 a 20% apresentaram sinais de abuso ou dependéncia (MAYFRANK &

DAWMANN, 2006a, 2006b; MURPHY et al., 2006). J&4 a prevaléncia do uso da
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droga entre os frequentadores de festas raves pode variar de 50 a 90% (COLE &
SUMNALL, 2003b; MAYFRANK & DAWMANN, 2006b; SANDERS, 2005).

Estimativas sugerem que somente no Reino Unido, 500 mil jovens utilizam
ecstasy durante um final de semana. Um estudo realizado em 1998, nos Estados
Unidos, indicou que 39% dos universitarios teriam utilizado a droga no ano anterior
(BURGESS et al., 2000). Outros dados também revelam que, entre 1997 e 1999,
0s niveis de uso da droga entre os estudantes europeus permaneceram estaveis,
mas aumentaram em 69% nos Estados Unidos (COLE & SUMNALL, 2003b).

Metade das apreensdes de ecstasy, relatadas no mundo, é oriunda da
Europa, cerca de 40% da América do Norte, e somente 10% de outros paises ou
regides. Na Europa, o maior numero de apreensdes ocorre principalmente na
Holanda, seguido do Reino Unido e da Alemanha. Na América do Norte, os
Estados Unidos e o Canada apresentam indices de apreensdes semelhantes
(UNODC, 2003).

Em abril de 2005, uma mega operagdo envolvendo a policia de diversos
paises resultou na apreensdo de 5 milhdes de comprimidos (aproximadamente 1
tonelada da droga) no Porto de Melbourne, Australia, considerado um dos maiores
consumidores do mundo (RANGEL & PRAGEL, 2005). Nesse mesmo periodo,
foram apreendidos 30 mil comprimidos na bagagem de um jovem que
desembargava no Brasil, vindo da Holanda, pais apontado como o principal
fornecedor da substancia (CARUSO & JESUS, 2005; MONKEN, 2005). Em 2004,
foram apreendidos 82 mil comprimidos no Rio de Janeiro, total significativamente
superior aos 72 mil, em 2003 (MONKEN, 2005). Durante o primeiro semestre de

2003, mais de 55 mil comprimidos de ecstasy foram apreendidos em S&o Paulo
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(COSTA & CHASIN, 2004). Durante o periodo de janeiro a margo de 2005, a
Policia Federal apreendeu 31.623 comprimidos da droga no Brasil (POLICIA
FEDERAL, 2006).

A producgao clandestina da droga vem se tornando mais sofisticada. Nos
ultimos anos, mais laboratorios tém sido desmantelados em todo o mundo,
principalmente na América do Norte, Europa e Asia. O trafico vem aumentando,
levando ao surgimento de novos locais de produgdo. Entretanto, o mercado
também vem sendo alterado, parcialmente pela ado¢cdo de medidas no combate
as drogas ou pelo resultado de uma demanda dindmica. Essa expanséao global do
mercado induz um aumento do numero de locais de producdo, em muitos paises.
A grande parte desses locais séo “laboratorios de cozinha”, entretanto atualmente
sao também encontrados laboratérios sofisticados operando com cerca de 100
quilogramas da droga por semana (equivalente a um milhdo de comprimidos)
(UNODC, 2003).

Pequenos investimentos de capital, facil producdo, equipamentos e
precursores de baixo custo e elevados volumes de comprimidos, tornam esse
comércio extremamente lucrativo. Incentivos econémicos similares sao
indisponiveis para os produtores de cocaina e maconha. Menos de um quilograma
da droga, vendido no mercado ilicito, normalmente & suficiente para pagar os
investimentos iniciais de um laboratério clandestino de pequena escala. Os riscos
sdo significativamente baixos, devido a dificil identificagdo dos laboratérios,
obtencéo relativamente rapida dos comprimidos e facilidade de esconder ou

remover o laboratério clandestino (UNODC, 2003).
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Semelhantemente a crescente apreensdo de comprimidos de ecstasy,
pode-se observar, também, um aumento na apreensdo de precursores dos
estimulantes anfetaminicos. As apreensdes mundiais desses precursores em 2001
foram 12 vezes maiores quando comparadas aquelas ocorridas em 1991. Na
ultima década, as apreensdes de substancias precursoras da metanfetamina,
como efedrina e pseudoefedrina, corresponderam a 67% das apreensdes de
estimulantes anfetaminicos. Substancias precursoras do ecstasy como o 3,4-
metilenodioxifenil-2-bromopropano (MDPBP), safrol, éleo de sassafras, isosafrol e
piperonil responderam por 19% dessas apreensbes, e as precursores de
anfetaminas, 1-fenil-2-propanona (P-2-P), norefedrina e acido fenilacético a 14%

dessas acgdes (FURNARI et al., 1998; UNODC, 2003).

2.4 Toxicocinética

2.4.1 Absorcao e distribuicao

A MDMA e outras feniletilaminas podem se apresentar na forma de base
livre ou na forma de sal de varios acidos. Normalmente as bases livres séo
volateis e podem ser inaladas, entretanto a presenca de radicais metilenodioxi na
estrutura da MDMA promove um aumento no ponto de ebulicdo dessa base,
inviabilizando a sua volatilizacdo e consequente inalacdo. Os sais de acidos sao
hidrossoluveis podendo ser administrados por via intravenosa ou por aspiracdo do

pd (KALANT, 2001).
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Os derivados metilenodioxianfetaminicos sao prontamente absorvidas pelo
trato intestinal, podendo ser detectadas no sangue cerca de 15 minutos apds a
ingestao, atingindo uma concentragao plasmatica maxima cerca de 2 horas apés a
administragdo. Por serem lipossoluveis, apresentam ampla distribuicdo por todos
os tecidos. A meia vida biolégica da MDMA ¢é de aproximadamente de 8 horas,
sendo necessario cerca de 40 horas para que 95% da sua concentragao
plasmatica sejam eliminadas (COLE & SUMNALL, 2003a; KALANT, 2001; MAS et

al., 1999).

2.4.2 Eliminagao

Os processos de biotransformacdo da MDEA, MDMA e MDA apresentam
vias comuns, levando a formacdo de metabdlitos semelhantes. As reacdes
ocorrem principalmente na fragdo microssémica do figado envolvendo enzimas do
sistema Citocromo P-450. A biotransformacéo da MDEA envolve a N-desmetilacao
para MDMA, que também sofre uma N-desmetilacdo, formando a MDA. As
isoenzimas envolvidas nessa etapa sdo CYP2D6, CYP3A4 e CYP1A2. A MDEA
também pode sofrer uma desetilacdo por meio das isoenzimas CYP3A2/4,
transformando-se em MDA diretamente.

A biotransformagdo da MDMA, esquematizada na Figura 4, inicia-se com a
N-desmetilagédo formando a MDA. A MDMA assim como a MDA formada, podem
ser O-desmetilenadas para 3,4-diidroximetanfetamina (HHMA) e 34

diidroxianfetamina (HMA), respectivamente, reagdes reguladas pelas isoenzimas
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CYP2D6 e CYP3A2/4. A HHMA e a HHA sao subsequentemente O-metiladas pela
catecol-O-metiltransferase (COMT) formando, principalmente, a 4-hidroxi-3-
metoxi-metanfetamina (HMMA) e a 4-hidroxi-3-metoxi-anfetamina (HMA). Estes
quatro metabdlitos hidroxilados, particularmente HMMA e HMA, sdo excretados na
urina conjugados com &cido glicurénico ou radical sulfato, embora ndo existam
muitos dados que correlacionem a concentragao desses metabdlitos na urina com
as doses administradas das substancias (BURGESS et al., 2000; COSTA, 2004;
De la TORRE et al., 2000; MAURER et al., 2000).

Observa-se que, independente da dose administrada de MDMA, cerca de
50% a 65% é excretada inalterada na urina em 24 horas, além da presenca de
consideraveis propor¢des de seus metabdlitos (De la TORRE et al., 2000; COLE &
SUMNALL, 2003a; SCHWARTZ & MILLER, 1997).

A excregdo urinaria do HMMA conjugado com acido glicurénico, é
praticamente constante (cerca de 100,0 umol/mL de urina) independentemente da
dose de MDMA administrada, entretanto a excrecdo da MDMA inalterada aumenta
de maneira ndo proporcional com a dose administrada (De la TORRE et al., 2000).

Estudos realizados em voluntarios demonstram que a administragao de 100
a 120 mg de MDMA resulta na eliminagdo na urina de aproximadamente 28,1
pg/mL de MDMA e 2,3 pg/mL de MDA (MAURER et al., 2000), mas a excregéo
urinaria dessas substancias varia significativamente em fungcédo de varios fatores,
entre eles o polimorfismo genético. A enzima CYP2D6, envolvida na
biotransformacdo do MDMA, é polimoérfica e a funcionalidade enzimatica pode

estar ausente em 5 a 9% dos caucasianos como resultado de uma heranga
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Figura 4 — Principais vias de biotransformacdo da MDMA, MDA e MDEA
(adaptado de BURGESS et al., 2000; COSTA, 2004; De la TORRE et al., 2000;
MAURER et al., 2000).

genética autossOmica recessiva. Esses individuos sao chamados de
metabolizadores “pobres”, apresentando maiores riscos de toxicidade aguda ao

MDMA. Esses Individuos geneticamente deficientes da enzima hepatica CYP2D6

podem apresentar uma intoxicagdo aguda apdés a administragdo de doses
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moderadas de MDMA, devido um acumulo da droga no organismo (De la TORRE
et al., 2000; SOARES et al., 2004).

A enzima CYP2D6 também esta envolvida na metabolizacdo de diversas
outras substancias, como antidepressivos e antipsicoticos. Assim, & possivel a
ocorréncia de efeitos inesperados em fungao da interagdo dessas drogas com o
MDMA. Outro ponto importante a ser considerado é a existéncia de determinados
medicamentos, como por exemplo, alguns antidepressivos inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina que se apresentam como inibidores competitivos da
enzima CYP2D6. Na interacdo do MDMA com essas substancias, um usuario que
apresenta genotipo normal passara a se comportar como “metabolizador pobre”,
aumentando o risco de se intoxicar com a MDMA (BURGESS et al., 2000; COLE &

SUMNALL 2003a).

2.5 Toxicodinamica

Os derivados anfetaminicos MDMA, MDA e MDEA s&o considerados
entactdgenos, uma vez que produzem sensagdes de euforia, energia e desejo de
socializagdo. Isto pode explicar a crescente popularizagdo dessas drogas rave
(MAURER et al., 2000).

Especificamente em relacdo a MDMA, ela é inicialmente considerada um
potente liberador e/ou inibidor da recaptacao de diversos neurotransmissores pré-
sinapticos, como serotonina, dopamina, noradrenalna e acetilcolina, promovendo

os diversos efeitos descritos logo apds a administragdo de ecstasy.
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A MDMA pode atuar, também, como um substrato para a proteina
transportadora da serotonina (SERT), faciltando a liberagdo desse
neurotransmissor. Ela é capaz, também, de inibir a atividade das enzimas
monoaminooxidades A e B (MAOa e MAOg), contribuindo para o aumento da
concentragdo extracelular de monoaminas (COLE & SUMNALL, 2003b;
MAYFRANK & DAWMANN, 2006a; HOSHI et al., 2006).

Suas acbes neuroquimicas sao similares as de outros derivados
anfetamiminos com anel substituido, como a MDA e a MDEA, assim, os trés
derivados anfetaminicos apresentam efeitos centrais e periféricos muito similares,
embora distintos em relagdo a poténcia, tempo e duragdo de acdo (PARROTT,
2004).

Sabe-se que a serotonina (5-HT) esta envolvida na modulagédo de diversos
processos  fisiolégicos  (vasoconstricdo, termoregulacdo) e  fungdes
neuropsicolégicas (memoaria, aprendizado), sugerindo a capacidade de influenciar
processos comportamentais e psicopatoldégicos, como humor, ansiedade,
agressao, comportamento sexual, apetite, necessidade e busca de sensagdes
estimulantes e impulsividade. Acredita-se, também, que os processos de
depressao, impulsividade e agressividade correlacionam-se com baixos niveis do
principal metabdlito da serotonina, o acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), presente
no fluido cerebroespinhal. A relagdo do uso de ecstasy com o aparecimento de
sinais clinicos como alteracdo no humor, impulsividade e sensag¢ao de busca nao
€, muitas vezes, mais clara, devido as inumeras variaveis presentes, como 0 uso
de outras drogas, o estilo de vida e a educagédo do usuario, além da presenca de

algum fator predisponente (De WIN et al., 2006). Existem, entretanto, diversos
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casos relatados na literatura, de sindromes depressivas, ansiedade e episddios
psicoticos associados ao uso crbnico de ecstasy assim como uma elevada
prevaléncia de disturbios psiquiatricos em usuarios dessa e de outras drogas

(MAYFRANK & DAWMANN, 2006a).

2.5.1 Efeitos neuropsicolégicos

Os efeitos psicologicos da MDMA, MDA e MDEA iniciam-se
aproximadamente 3 a 5 horas apds o0 uso, com um aumento da liberagdo de
serotonina, caracterizado por relaxamento, euforia, ansiedade, sentimentos de
empatia e aumento de comunicagdo. Essas drogas sao capazes de provocar
também, efeitos estimulantes, alteragcdo da percepcéo e, ocasionalmente, podem
induzir efeitos marcadamente alucindégenos (possuem estrutura semelhante a da
mescalina) (MAYFRANK & DAWMANN, 2006a).

SAADAT (2006) administrou baixas doses de MDMA e outras anfetaminas
em camundongos e encontrou alteragdes comportamentais similares aquelas
observadas em doses agudas de diversos antidepressivos e ansioliticos,
decorrente da liberacido de 5-HT e compostos relacionados.

A alteracdo da memoria observada nos usuarios de ecstasy tem sido
associada a agdao do MDMA na neurotransmissao serotoninérgica, uma vez que a
serotonina tem um importante papel nas fungbes cognitivas e de memodria

(ZAKZANIS & CAMPBELL, 2006).
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A serotonina também tem sido implicada na modulagdo da agressao em
humanos, onde tanto homens como mulheres apresentam-se menos agressivos
logo apds o uso (liberagdo aguda de serotonina), e mais agressivos dias apés a
administragdo da droga (deplecdo cronica desse neurotrasmissor) quando
comparados aos individuos nao usuarios (HOSHI et al., 2006). Quando
submetidos a perguntas agressivas e neutras, os usuarios se manifestaram de
modo mais rapido nas questbes mais agressivas, enquanto que nas neutras se
manifestam mais lentamente quando comparados a nao usuarios de ecstasy.
Embora alguns estudos afirmem ocorrer uma diferenga de agressividade de
acordo com o sexo, onde homens manifestam-se de forma mais direta e mulheres
mais indiretamente, HOSHI et al. (2006) ndo observaram nenhuma alteragéo
significativa entre os sexos.

Estudos demonstram que a neurotoxicidade induzida pelo MDMA pode ser
atenuada pela administragao de precursores da serotonina, tais como o triptofano
e o0 5-hidroxitriptofano e através de bloqueadores de receptores de dopamina
como o haloperidol, sugerindo que a deplec¢ao crénica de serotonina e ativagéo de
receptores de dopamina sao essenciais no efeito neurotdxico dessa droga
(BURGESS et al., 2000).

Neurbnios serotoninérgicos cerebrais podem ser permanentemente
danificados apdés o uso de MDMA, induzindo uma reducdo na liberagcdo de
serotonina, capaz de resultar em quadros de desordens neuropsiquiatricas, como
depressao, ansiedade, panico e impulsividade. Estudo avaliando a quantidade de

acido 5-hidroxindolacético, metabdlito da serotonina presente em menores
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propor¢des em mulheres, sugeriu que estas seriam mais susceptiveis aos efeitos
neurotdxicos da droga (RENEMAN et al., 2001).

Uma interacdo entre MDMA e a proteina transportadora de serotonina,
SERT, é apontada como o primeiro sinal de neurotoxicidade da droga, mas o
mecanismo desta agao nao €, ainda, totalmente conhecido (HOSHI et al., 2006).

BUCHERT et al. (2006) descreve a realizagdo do primeiro estudo
longitudinal com humanos, em usuarios de ecstasy, avaliando a disponibilidade da
SERT em regides cerebrais ricas desses transportadores como mesencéfalo,
putamen, caudado e talamo. Foi relatado que a disponibilidade das SERT volta
aos niveis normais quando o uso de ecstasy é interrompido, e permanece
inalterado ou é futuramente reduzido se o uso € continuado. Assim, observa-se
uma reversibilidade nas alteracdes de disponibilidade da SERT, provocadas pelo
uso de ecstasy. Entretanto, como a SERT € um componente dindmico do sistema
serotoninérgico e pode ser modificada por inumeros mecanismos, a reversibilidade
dessa proteina transportadora ndo implica em completa reversibilidade dos efeitos
neurotdxicos da droga.

Estudos de imagem de usuarios recreacionais de ecstasy frequentemente
indicam perda serotoninérgica. Usuarios recreacionais em abstinéncia apresentam
varios déficits funcionais ligados a essa perda, como prejuizo significativo da
memoria, elevada deficiéncia do processo cognitivo, disturbios do sono e presenca
de sintomas psiquiatricos. Embora esses déficits possam ser exacerbados por
diversos fatores relacionados ao uso de outras drogas, ndo se deve excluir a
possibilidade da administracdo de uma dose unica de MDMA ser capaz de causar

danos a esses neurbnios (PARROTT, 2005).
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Existem evidéncias de que a neurotoxicidade do MDMA poderia ser
altamente dependente tanto do metabolismo hepatico quanto da temperatura
corporal. Como observado na biotransformacdo dessa substancia, ocorre
producao de HHA e HHMA que, sendo catecois, podem sofrer oxidagao formando
o-quinonas. Os compostos quindnicos sado altamente reativos, capazes de formar
espécies de oxigénio reativas. Esses metabdlitos ainda podem se ligar a glutationa
em sua forma reduzida (GSH), produzindo compostos também altamente reativos
(BURGESS et al., 2000).

A neurotoxicidade dos metabolitos da MDMA foi avaliada em estudos
realizados in vitro, em condigdes de temperatura normal (36°C) e hipertérmica
(40°C). Foi observado que os metabdlitos apresentavam neurotoxicidade maior do
que a substancia inalterada (MDMA), principalmente em condigbes de
temperaturas mais elevadas indicando que os produtos de biotransformagao do
MDMA podem contribuir, sobremaneira, para a sua agao téxica ao nivel do SNC

(BURGESS et al., 2000; CAPELA et al., 2006; MAYFRANK & DAWMANN, 2006a).

2.5.2 Efeitos fisioldgicos

Diversos efeitos fisiologicos podem ser obtidos pela alteracédo do equilibrio
de neurotransmissores na fenda sinaptica. Sao citados a elevacdo da pressao
sanguinea e de batimentos cardiacos, nausea, vomitos, sudorese, tremor,
bruxismo e moderada elevagcdao da temperatura corporal. Casos fatais sao

frequentemente relatados na literatura, associados com severa hipertermia,
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rabdomidlises, coagulagdo intravascular disseminada e faléncia multipla de
orgaos, além de casos com hemorragias intracranianas e infartos originados da
elevagao da pressao arterial. Outro importante perigo € o uso de MDMA associado
com outras drogas de abuso, principalmente quando ambas sao administradas em
repetidas e elevadas doses (BURGESS et al., 2000; MAYFRANK & DAWMANN,
2006b).

A administracdo aguda de MDMA pode promover uma estimulagao
cardiaca e consequente taquicardia, além de vasoconstricdo. Alteracdes
vasculares associados com uma hiperperfusdo cerebral, dilatacbes
cerebrovasculares e coagulopatias podem ser responsaveis por casos de
hemorragias intracerebrais. Quando administradas com outras drogas, como
cocaina ou outras anfetaminas, a MDMA pode desenvolver toxicidade
cardiovascular  devido, principalmente, a uma excessiva ativacao
simpaticomimética aguda. Mudangas cardiovasculares estdo ligadas a uma
liberacdo de renina induzida pelo MDMA, levando a um aumento da producao de
angiotensina Il (All), importante peptideo no sistema renina-angiotensina, e
consequente liberagdo de aldosterona pelas glandulas adrenais, promovendo um
aumento da presséo arterial. Efeitos neurotdxicos também podem alterar alguns
reflexos cardiovasculares relacionados com sistemas serotoninérgicos
descendentes centrais e periféricos. A MDMA, em baixas ou moderadas doses (1
a 5 mg/Kg), apresenta atividade agonista em adrenoreceptores azap, levando a
pequenas alteragdes na pressao arterial,-seguidas por uma resposta depressora

mais prolongada (COLE & SUMNALL, 2003b).
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Uma acao hipertensiva repentina da MDMA pode levar ao aparecimento de
hemorragias cerebrais ou infartos em alguns casos. Um mecanismo similar tem
sido proposto para explicar hemorragias observadas na retina, em curtos periodos
apos a ingestao da droga (COLE & SUMNALL, 2003b).

A liberacdo de 5-HT e ativagao de receptores 5-HT,a2c pds-sinapticos sao
conhecidos modificadores da temperatura corporal. Estudos em camundongos
Dark Agouti indicaram que receptores D1 da dopamina também apresentam uma
importante influéncia na hipertermia relacionada a administracdo de MDMA. A
administracdo de L-DOPA (3,4-diidroxifenil-L-alanina), um precursor desse
neurotransmissor, duas horas apés a ingestdo de MDMA pelos animais produziu
severas, prolongadas e frequentemente fatais elevagdes da temperatura corporal
dos camundongos (COLE & SUMNALL, 2003b).

A hipertemia provocada pelo MDMA é bastante significativa, resultando em
temperaturas corpdreas superiores a 43°C e, a toxicidade associada a ela é
bastante evidente. O uso de MDMA em ambientes fechados, com elevadas
temperaturas, atividades fisicas e desidratacéo, por exemplo, como nas condi¢gdes
em que o ecstasy é utilizado nas festas raves, podem contribuir para um aumento
da resposta hipertérmica induzida por MDMA (CAPELA et al.,, 2006; COLE &
SUMNALL, 2003b; IANNONE et al., 2006).

A perda da habilidade em regular a temperatura corporal e um aumento do
metabolismo, apds o uso de MDMA, implica em significativos efeitos na saude. O
controle da temperatura ambiente e a diminuigdo da atividade fisica nas festas
seriam medidas importantes na tentativa de amenizar os efeitos decorrentes da

hipertermia (FREEDMAN et al., 2005).
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Em um estudo realizado na Espanha, entre 1994 e 1996, o ecstasy foi
considerado a segunda maior causa de morte por insuficiéncia renal aguda entre
jovens menores de 25 anos. A ingestao dessa droga pode também causar uma
hepatotoxicidade por diferentes mecanismos de patogénese. A hipertermia
causada pela ingestdo da droga pode prejudicar a tolerancia hepatica frente ao
estresse térmico, induzindo uma peroxidacgao lipidica nesse 6rgao. A elevagao da
temperatura pode potenciar a deplegado de glutationa, aumentado os riscos da
exposicao hepatica a toxicantes pré-oxidantes. Mecanismos imunoldgicos também
estao relacionados aos problemas hepaticos, mesmo na auséncia de hipertermia.
E importante relatar a influéncia de impurezas ou de outras drogas presentes nos
comprimidos de ecstasy, que podem induzir essas alteragdes no figado (COLE &
SUMNALL, 2003b).

A intoxicagdo por MDMA pode também ser associada com uma
estimulacdo da secrecdo do hormdnio antidiurético vasopressina e com a
ocorréncia de hiponatremia, principalmente devido a acao do metabdlito HMMA. A
administracao de MDMA induz a secrecdo desse horménio, que associada com
baixos niveis séricos do ion sodio (Na’) e ingestdo exagerada de agua,
predispdem os usuarios a esse quadro clinico (COLE & SUMNALL, 2003b;
SCHIFANO et al., 2006). A ingestdo exagerada de agua, comportamento que
normalmente acompanha o usuario de ecstasy, pode induzir algumas reagdes
adversas. Edemas cerebrais sdo relacionados a rapida ingestdo de agua, que
pode promover uma repentina reducido da osmolaridade plasmatica. Nessa

situacdo, determinadas medidas podem exacerbar os efeitos toxicos, sendo
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assim, recomendado a administracdo de bebidas isotbnicas e pequenas
quantidades de sal (COLE & SUMNALL, 2003b).

A administracado de MDMA produz rapida alteracdo na fungdo imune,
levando a uma redugao no numero de linfécitos circulantes, na supressido da
proliferacédo de linfocitos T e na produgao de imunoglobulinas, além de alteragdes
na producao de citocinas (COLE & SUMNALL, 2003b).

O uso de ecstasy oferece outros efeitos, incluindo a indugdo de uma
significativa perda de apetite que persiste por um dia ou mais apés o uso. Embora
esse potencial uso terapéutico da MDMA né&o tenha sido mencionado quando a
droga foi patenteada em 1914, seu metabdlito, MDA, foi posteriormente
patenteado (1958) como um supressor de apetite. A perda de apetite descrita
apos o uso da droga esta relacionada com o papel da serotonina na regulagéo da
alimentagado, onde estimulantes desse neurotransmissor reduzem a ingestao de
alimentos. Desordens alimentares, como bulimia nervosa, tém sido
constantemente associadas a uma perda da regularizagdo serotoninérgica

(CURRAN & ROBJANT, 2006).

2.5.3 Interagdao com outras drogas

O uso concomitante de outras drogas de abuso pode modular os efeitos
neurotéxicos do MDMA, algumas delas por meio da termorregulagéo.
Drogas que atuam como agonistas dos receptores 5-HT2a, por exemplo,

quando administrada em conjunto com o ecstasy, podem aumentar a
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neurotoxicidade serotoninégica da MDMA, uma vez que contribuem para os
efeitos de hipertermia dessa substancia. E o caso do uso concomitante com outras
drogas muito comuns em festas raves, como o LSD, que € um potente agonista
dos receptores 5-HT,a. Um aumento da neurotoxicidade do MDMA, devido a
hipertermia, € descrita também quando se administra simultaneamente o ecstasy
e a d-anfetamina ou 3,4-diidroxifenil-L-alanina (L-DOPA, um precursor da
dopamina).

Em contrapartida, os antagonistas dos receptores 5-HT,a podem conferir
certa protegao contra neurotoxicidade do MDMA assim como certos antagonistas
dos receptores NMDAR (receptores do N-metil-D-aspartato-NMDA) como alguns
analogos de ketamina e o etanol, que sdo capazes de promover uma redugao da
temperatura corporal, oferecendo, também, certa protecdo contra os efeitos
neurotéxicos do ecstasy (COLE & SUMNALL, 2003b).

O numero de usuarios que utilizam simultaneamente ecstasy e cannabis é
elevado segundo os dados da literatura. LAMERS et al. (2006) realizaram um
estudo comparativo utilizando usuarios de MDMA e A®THC, usuarios apenas de
A’THC e um grupo controle, ndo usudrios de drogas. Os individuos selecionados
eram de uma mesma faixa etaria e grau intelectual tendo sido avaliado efeitos
como sentimentos de depresséo, ansiedade e prejuizo cognitivo (memoria, acéo e
decis&o). Os usuarios de MDMA-A®THC apresentaram sentimentos mais intensos
de depressdo e ansiedade do que os usudrios apenas de A’THC e dos ndo
usuarios de drogas. A memoaria foi prejudicada em ambos o0s grupos de usuarios

de drogas quando comparados com o grupo controle. Da mesma maneira os dois
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grupos de usuarios apresentaram menor velocidade psicomotora e flexibilidade
mental do que o controle. Os autores observaram ainda, que os usuarios de
A®THC apresentaram prejuizos em algumas habilidades cognitivas, que ndo foram
aumentados pela associagao com o MDMA, sugerindo que esse efeito é oriundo,
principalmente, do uso de A°THC.

Considerando que a cannabis apresenta algumas a¢des opostas as do
ecstasy (€ sedativa, hipotérmica, antioxidante, a MDMA ¢é estimulante,
hipertérmica e eleva o estresse oxidativo) € sugerido que, quando administrados
juntas, a cannabis pode amenizar os efeitos estimulantes da MDMA, podendo
reduzir a estimulagcdo neuronal aguda, atenuando os efeitos neurotéxicos, a
hipertermia induzida por MDMA e, parcialmente, a deplecao de 5-HT e 5-HIAA
(PARROTT, 20086).

Segundo PARROTT (2006), além de cannabis, os usuarios de ecstasy
utilizam diversas outras drogas ilicitas em associagcbées com o MDMA, tais como
anfetaminas (69%), LSD (60%), psilocibina (56%), cocaina (56%), barbituricos-
benzodiazepinicos (38%), opidides (23%) e solventes (21%). Essas associagdes
sdo mais frequentes entre os usuarios “pesados” de ecstasy, que consomem,
ainda, grandes quantidades de alcool e tabaco. O uso de &alcool promove um
sentimento de euforia mais prolongado no usuario, enquanto que MDMA reduz a
sedacgao induzida pelo alcool. Observa-se também um aumento nas deficiéncias
de memoria e da fungdo cognitiva.

A associacdo com benzodiazepinicos, barbituricos e opidides pode causar

significativos prejuizos neurocognitivos/psicobiolégicos (PARROT, 2006).
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A cafeina, um estimulante considerado seguro e facilmente encontrado em
cafés, chas e bebidas leves, pode estar presente em comprimidos de ecstasy e
interagir com a MDMA. O resultado dessa interagédo sao efeitos toxicos agudos e
exacerbados da droga, resultantes, principalmente do aumento da hipertermia e
da deplecao de serotonina, que causam sérios danos a saude dos usuarios de

ecstasy (McNAMARA et al., 2006).

2.6 Aspectos Analiticos

2.6.1 Principais matrizes biolégicas utilizadas

Diferentes tipos de matrizes biolégicas sado utilizados nas analises
toxicologicas forenses que objetivam identificar e quantificar variadas drogas de
abuso. Além das matrizes classicas, como urina e sangue, estdo disponiveis
outras, alternativas, como cabelo, fluido oral (saliva e outros fluidos da cavidade
bucal) e suor (MOELLER et al., 1998; WOOD et al., 2005).

Tradicionalmente, a urina € a amostra de escolha para triagem e
identificacao de substancias desconhecidas, uma vez que os analitos apresentam,
via de regra, concentragdes urinarias relativamente elevadas quando comparada
com outras matrizes biolégicas. O emprego dessa matriz biolégica exige o
conhecimento dos possiveis metabdlitos da droga, formados no organismo, que

serao excretados pelos rins uma vez que a substancia inalterada é, geralmente,
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pouco eliminada pela urina (MOELLER et al.,, 1998; MOELLER & KRAEMER,
2002).

Em termos dos derivados anfetaminicos, a urina constitui um importante
material biolégico para a andlise de ecstasy, pois além de apresentar
aproximadamente 50% dos farmacos inalterados (MDMA, MDA ou MDEA),
apresenta também proporcoes relativamente altas dos produtos de
biotransformagdo dessas drogas, na forma conjugada ou livre (COLE &
SUMNALL, 2003a; De la TORRE et al.,, 2000; SCHWARTZ & MILLER, 1997).
Além disso, esse material apresenta grande proporgdo de agua em sua
constituicdo, facilitando o volume a ser coletado e diminuindo a presenca de
interferentes quando comparada, por exemplo, com o sangue. Os resultados
obtidos nas analises urinarias, entretanto, estabelecem apenas que a droga foi
administrada, ou seja, ndo apresenta boa correlagdo com os efeitos toxicos
observados nos individuos, dentre outros motivos, em fung&o da grande influéncia
de diversos fatores capazes de alterar a taxa de excrecdo e o volume urinario
(COSTA, 2004).

O sangue, como plasma, soro ou sangue total, € a amostra de escolha para
quantificacdo de drogas, quando se busca a correlagdo da concentragdo com 0s
efeitos farmacoldgicos ou toxicoldgicos provocados pela droga, desde que a
amostra seja coletada quando o equilibrio de distribuigdo com todos os 6rgéaos ou
tecidos tenha sido obtido (MAURER, 2005; MOELLER et al., 1998; MOELLER &
KRAEMER, 2002). Outra vantagem dessa amostra bioldgica € a possibilidade de
detectar determinada droga, logo apds sua ingestdo, antes mesmo da substancia

ser biotransformada e excretada. Alguns problemas podem ocorrer, entretanto,
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guando amostras antigas e hemolisadas sao empregadas (MOELLER et al., 1998;
MOELLER & KRAEMER, 2002).

Matrizes bioldgicas alternativas, como cabelo, fluido oral e suor apresentam
certas vantagens quando comparadas as tradicionais (urina e sangue). Sao faceis
de serem obtidas, coletadas de maneira praticamente ndo invasiva e podem ser
obtidas sob supervisao, prevenindo adulteragcdes ou substituicdes de amostras.
Algumas limitagdes inerentes a essas matrizes sao o volume ou massa coletados
frequentemente pequenos e as baixas concentracbes dos analitos de interesse
(CONCHEIRO et al., 2005; KINTZ et al., 2006; WOOD et al., 2005).

Atualmente, analises de cabelo sado rotineiramente utilizadas para a
deteccdo de drogas de abuso e avaliagbes sobre contaminagdo ambiental,
dopagem, dentre outras (KINTZ et al., 2006). A utilizagdo dessa matriz é
justificada pela penetragdo do analito de interesse no cabelo através de trés
formas: pelo sangue durante a formacao do cabelo, a partir do suor e sebo e pelo
ambiente externo. A amostra padrédo € obtida de cabelos na regido da nuca,
podendo também ser coletada da regido pubiana ou axilar. Um procedimento de
lavagem para remogao de contaminantes externos € necessario (KNITZ et al.,
2006).

Nas analises que utilizam cabelo como amostra biolégica, embora exista
métodos que partem da extragao direta do cabelo com solventes ou tampdes de
extracdo, é recomendada uma digestao inicial da matriz, seja de forma enzimatica
ou por meio de acidos ou bases fortes, em elevadas temperaturas. Em geral, a
completa dissolugdo do cabelo promove melhores recuperagdes dos analitos, do

que aquelas obtidas apenas com extragdes diretas da amostra com solventes.
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Dentro das técnicas de digestdo do cabelo, as enzimaticas em pH neutro séo
propostas como sendo processos de extracdo universal (KRONSTRAND et al.,
2004).-

O fluido oral é constituido pela saliva e por outros fluidos e substancias
presentes na cavidade oral. As substancias tendem a serem detectadas, no fluido
oral, em periodos menores do que o0s observados nas amostras de urina,
geralmente, de 12 a 24 horas ap6s o consumo. Pode ser obtida através de um
tubo coletor introduzido na boca ou por meio da fricgdo de um swab na cavidade
oral (CONCHEIRO et al., 2005; MAURER, 2005). Algumas drogas, como por
exemplo, as anfetaminas podem reduzir farmacologicamente a salivagao,
dificultando a coleta da amostra. Nesses casos pode ser necessario o uso de
estimuladores salivares como dropes com sabor azedo, cristais de acido citrico ou
chicletes de material inerte para estimular a secrecao salivar (MAURER, 2005).

A utilizagdo do suor como matriz biolégica, na analise de drogas de abuso,
vem aumentando nos ultimos anos, apds o desenvolvimento dos chamados sweat
patch, que facilitaram, sobremaneira, a coleta da amostra. Essa técnica de coleta,
além de ndo ser invasiva, permite fazer o controle de individuos internados em

clinicas de tratamento e detentos em liberdade condicional (COSTA, 2004).

2.6.2 Métodos de extragao

As amostras biolégicas apresentam muitos componentes em sua

constituigdo, incluindo desde macromoléculas (proteinas, carboidratos e lipidios)
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até uma variedade de pequenas moléculas com diferentes polaridades. Essa
complexidade associada a presenca de baixas concentracbes dos analitos,
algumas vezes se espera encontrar tragos dos mesmos nas amostras, exige
frequentemente a introducdo de etapas analiticas visando a eliminagdo de
contaminantes e a pré-concentracdo dos analitos, de modo a se obter uma
identificacdo e quantificagdo mais confiavel (BOONE et al., 1999; KAWAGUCHI et
al., 2006; ULRICH, 2000). O pré-tratamento da amostra &, geralmente, a etapa
mais demorada de um método analitico. Assim, a busca de métodos mais rapidos
e simples, com menor manipulagdo e maior reprodutibilidade e sensibilidade vem
favorecendo a automacao analitica. Acessérios acoplados on-line aos
equipamentos de identificagcao e/ou quantificacio, realizam a separacao, extracao
dos analitos de interesse e os direcionam para a fase de identificacao
(KAWAGUCHI et al., 2006; THEODORIDIS et al., 2000).

Entre as técnicas de extracdo mais descritas para a analise dos derivados
anfetaminicos, estdo a extragdo liquido-liquido (ELL), extracdo em fase solida
(SPE, do inglés, Solid Phase Extraction), microextragdo em fase solida (SPME, do
inglés, Solid Phase Microextraction), microextragcdo em fase liquida (LPME, do
inglés, Liquid Phase Microextraction) e extracdo sortiva em barras de agitacado
(SBSE, do inglés, Stir Bar Sorptive Extraction).

A extragdo liquido-liquido é util na separagao dos analitos de interferentes
da matriz e se baseia na particdo da substancia entre dois liquidos imisciveis (uma
fase aquosa e outra organica). Compostos mais hidrofilicos tém afinidade pela
fase aquosa polar, enquanto compostos hidrofébicos serdo encontrados

principalmente no solvente organico. Uma maior recuperagdo ou eliminagado de
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interferentes pode ser obtida pela maior ou menor afinidade do analito pelas fases
utilizadas, o numero de extragcdes realizadas, a adicdo de sais, de agentes
complexantes ou alterando-se o pH (SNYDER et al., 1997; COSTA, 2004).

Essa técnica apresenta, entretanto, certas limitacdes decorrentes da
possivel produgdo de emulsdes, uso de grandes quantidades de solventes
organicos, grande manipulacdo das amostras e contaminacdo do ambiente com
solventes volateis (KUMAZAWA et al., 2003; THEODORIDIS et al., 2000; ULRICH,
2000). Diversos artigos citam, no entanto, a utilizacdo da ELL na determinagao
dos derivados metilenodioxianfetaminicos (COSTA & CHASIN, 2004;
HERNANDEZ et al., 1996, 2001; SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997).

Uma alternativa aos processos de ELL, é a utilizacdo da extragao em fase
sélida (HENNION, 1999; KUMAZAWA et al.,, 2003). O meétodo consiste na
passagem da amostra, sob pequeno vacuo ou uma leve pressurizagao, por um
cartucho de separacado contendo uma fase solida capaz de reter especificamente
os analitos de interesse. Os compostos retidos sao extraidos da fase sodlida
usando um solvente apropriado. A SPE apresenta algumas vantagens em relagéo
a ELL, como o menor tempo de preparo das amostras, o pequeno consumo de
solventes, a menor formacdo de residuos, capacidade de extrair e purificar a
amostra em uma unica etapa, aumentando assim a porcentagem de recuperagao
€ a maior possibilidade de automatizar o processo analitico, via acoplamento on
line de acessorio especifico ao equipamento de identificagdo utilizado (HENNION,
1999; KUMAZAWA et al., 2003; THEODORIDIS et al.,, 2000). Essa técnica,
entretanto apresenta um maior custo em relacgdo a ELL e uma menor

reprodutibilidade entre ensaios, necessitando, geralmente, da adicdo de um
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padrao interno para maior confiabilidade do processo (MOELLER & KRAEMER,
2002). O uso da SPE é, frequentemente, citado na extracdo de MDMA e seus
analogos (ANDRES et al., 2004; BRUNNENBERG et al., 1998; FALCO et al.,
1995, 1996, 1997; HERNANDEZ et al., 2001; LEGUA et al, 1995).

Embora muitos problemas encontrados na ELL tenham sido superados pelo
uso de cartuchos de SPE, outros, inerentes as duas técnicas extrativas,
permanecem, como por exemplo, o consideravel tempo gasto, as diversas etapas
existentes e as operagdes normalmente manuais. Cada etapa, especialmente a
concentragdo (evaporagao do solvente), € capaz de introduzir erros e perdas,
principalmente de compostos volateis.

Diversas limitacbes inerentes a essas duas técnicas de extragdo foram
reduzidas com o surgimento da microextragdo em fase sdélida (SPME) onde a
amostra €& extraida, concentrada e introduzida em um sistema analitico
cromatografico (CG ou CLAE), sem a presenga de um solvente (MILLS &
WALKER, 2000; ULRICH, 2000). Nessa técnica sdo empregadas fibras extratoras
de silica fundida recobertas com filme fino de um polimero (sorvente ou
adsorvente) e colocada em um microtubulo de ago. Os polimeros mais utilizados
sdo polidimetilsiloxano (PDMS), polidimetidilsiloxano-divilbenzeno ou poliacrilato.
Os polimeros de escolha sao selecionados de acordo com a capacidade de extrair
determinado analito, a concentragao esperada do mesmo, a natureza da amostra
e a presencga de possiveis solventes (FLANAGAN et al., 2006; KUMAZAWA et al.,
2003; MILLS & WALKER, 2000; SNOW, 2000; ULRICH, 2000).

Ao contrario da ELL, cujo objetivo é extrair todo o analito da amostra, na

SPME a extracdo € baseada em um equilibrio da substancia de interesse entre a
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fibora e a matriz em analise (FLANAGAN et al., 2006). Apés a extragao dos
analitos, esses sao termicamente desorvidos no bloco de injecdo do cromatografo
a gas ou injetados no loop de um aparelho CLAE, entrando em contato direto com
a fase moével. Os principais atrativos desse método sdo a auséncia de solventes e
o fato de que todo o material extraido pode ser analisado diretamente. Nessa
técnica, também é necessaria, via de regra, a adigdo de um padrao interno para
reduzir as variagdes nas extracbes (FLANAGAN et al., 2006; KAWAGUCHI et al.,
2006; ULRICH, 2000).

A extracdo em SPME pode ocorrer de dois diferentes modos, de forma
direta ou headspace. A forma direta consiste no contato direto da fibra com a
matriz, sob condi¢des controladas de agitagdo e tempo de contato, sendo indicada
para amostras aquosas limpas e analitos de baixa volatilidade. Ja no modo
headspace, a fibra é exposta acima da matriz, sem entrar em contato direto com
ela e é para a analise de compostos de média e alta volatilidade presentes em
amostras solidas ou liquidas, aquosas ou biologicas. A SPME na forma de
headspace é a mais indicada, pois ha menor extragdo de interferentes e menores
danos as fibras, quando comparada a forma direta (FLANAGAN et al., 2006;
LORD & PAWLISZYN, 1997; RAIKOS et al., 2003; SNOW, 2000; THEODORIDIS
et al., 2000). A otimizacdo da técnica pode ser obtida alterando-se alguns fatores,
como o tipo de polimero ligado a fibra, o periodo de agitagédo e extragao, o volume
da amostra extraido, a dimensdo do espago headspace existente (espago entre a
amostra e a fibra), o pH, a presenca de sais ou outros aditivos e o modo de sorgéo
e dessorcdo (FLANAGAN et al., 2006; KUMAZAWA et al., 2003; SNOW, 2000;

ULRICH, 2000). Diversos trabalhos na literatura empregam SPME na analise de
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ecstasy e outros derivados anfetaminicos (BATTU et al., 1998; CENTINI et al.,
1996; FUCCI et al., 2003; GENTILI et al., 2004; KUMAZAWA et al., 2003; LORD &
PAWLISZYN, 1997, 2000; RAIKOS et al., 2003).

A necessidade de um método de automacdo envolvendo os principios da
ELL associada a redugcdao do tempo de preparo das amostras levou ao
desenvolvimento da microextracdo em fase liquida, baseada no uso de fibras
descartaveis porosas e ocas (disposable hollow fiber) mergulhadas dentro de
pequeno volume de amostra. A extracdo do analito ocorre por meio da sua
passagem por uma fina camada de um solvente orgéanico, imobilizado na parede
porosa da fibra, seguido pela sua retengdo em uma dada solugéo aceptora que se
encontra no interior do lumen dessa fibra. Apés um tempo padronizado sob
agitacdo, a solugao aceptora é retirada e levada, sem qualquer tratamento prévio,
diretamente para a injegdo no cromatégrafo a gas ou a liquido ou ainda para uma
eletroforese capilar (EC). A LPME tem se mostrado uma técnica que vem
apresentando uma elevada pré-concentracdo do analito e excelente purificacdo da
amostra, sugerindo um amplo potencial de aplicagdo em analise de drogas
(FLANAGAN et al., 2006; BJERGAART & RASMUSSEN, 2005).

Outro método recente de preparo de amostras € a extragcdo sortiva em
barras de agitagdo (SBSE), onde pequenas barras giratorias (geralmente iméas)
sdo recobertas com uma camada de um polimero, por exemplo, polidimetilsiloxano
e colocadas dentro da amostra a ser analisada, posta sobre um acessorio
eletronagnético. A barra extratora gira dentro da amostra e extrai e concentra o
analito de interesse na camada polimérica. A fase extratora na SBSE pode ser a

mesma da SPME, mas a capacidade de extragdo da barra giratéria € 50 a 250
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vezes maior, garantindo uma sensibilidade analitica superior do que a obtida com
as fibras. Os principios basicos das duas técnicas sao, entretanto, idénticos. Apos
a extracao SBSE, os analitos extraidos podem ser analisados de maneira idéntica

a SPME (KAWAGUCHI et al., 2006).

2.6.3 Métodos de identificagao

As principais técnicas de identificacdo dos derivados anfetaminicos e de
seus produtos de biotransformacdo, em matrizes biolégicas ou em comprimidos
sd0 0s imunoensaios, a cromatografia em fase gasosa, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia e a eletroforese capilar.

Os testes de imunoensaios comercialmente disponiveis para identificacao
de anfetaminas (radioimunoensaio, enzimaimunoensaio € imunoensaio por
fluorescéncia polarizada) sao rotineiramente empregados como métodos de
triagem para os derivados metilenodioxianfetaminicos. Uma das limitacées dessa
técnica € a presenca de consideraveis reacdes cruzadas com compostos
estruturalmente semelhantes, tais como as feniletilaminas (fenilpropanolamina,
pseudoefedrina, selegina e ranitidina, por exemplo), justificando a necessidade da
utilizacdo de métodos mais especificos para a confirmacéao e diferenciagcao dessas
substancias (ENSSLIN et al., 1996; KINTZ et al., 2006; MAURER et al., 2000;
NAKASHIMA, 2005; SADEGHIPOUR et al, 1997a, 1997b; SCHWARTZ & MILLER,
1997; TALWAR et al., 1999). O ponto de corte (cut off) estabelecido por entidades

internacionais, como o National Institute on Drug Abuse (NIDA) e o Federal
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Workplace Drug Testing, para os testes de triagem, € de 1000 ng/mL, enquanto
que para o método confirmatério esse valor deve ser de 200 ng/mL (COSTA &
CHASIN, 2004; TALWAR et al., 1999).

A técnica mais empregada para a confirmagao dos resultados obtidos apos
os testes de triagens, € a cromatografia gasosa ou liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM ou CLAE/EM), devido a sua
elevada sensibilidade e especificidade. Entretanto, esse equipamento e sua
manutencdo sao relativamente altos, além de necessitar de operadores
qualificados (COSTA & CHASIN, 2004; HUANG & ZHANG, 2003; KINTZ et al.,
2006; NAKASHIMA, 2005; MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005; PIETTE &
PARMENTIER, 2002; SADEGHIPOUR et al.,, 1997a, 1997b; SCHWARTZ &
MILLER, 1997).

A cromatografia gasosa acoplada a detectores de ionizacdo de chama
(DIC), de nitrogénio e fésforo (DNP) e de captura de elétrons (DCE) vem sendo
empregados por alguns autores (MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005; PIETTE &
PARMENTIER, 2002; SADEGHIPOUR et al., 1997a). Equipamentos como o
CG/DIC sao simples, reprodutiveis, apresentarem ampla faixa de linearidade e
menores custos, tanto de aquisicdo quanto de manutencéo, quando comparado a
CG/EM, estando presentes, geralmente, em um grande numero de laboratérios de
toxicologia forense (LORD & PAWLISZYN, 1997; McAVOY et al.,, 1999;
MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005). A sensibilidade caracteristica dos
detectores de ionizagao de chama o torna adequado apenas para a analise das
drogas presente em comprimidos (FURNARI et al., 1998; McAVOY et al., 1999;

MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005; PIKKARAINEN, 1996). Para a identificagé&o
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e quantificagdo das substancias em amostras bioldgicas, entretanto, € necessario
uma pré-concentragao do analito que pode ser obtida, por exemplo, na SPME
(LORD & PAWLISZYN, 1997; RAIKOS et al., 2003).

Outra técnica indicada para a identificagéo e quantificagdo de ecstasy seria
a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detectores
espectrofotométricos com absor¢ao na faixa do ultravioleta (UV) ou com arranjo de
diodos (DAD), de fluorescéncia, eletroquimicos (DEQ) e de espectrometria de
massas (EM) (BRUNNENBERG et al., 1998; COSTA & CHASIN, 2004;
NAKASHIMA, 2005; PIETTE & PARMENTIER, 2002; SADEGHIPOUR et al.,
1997b). Os detectores de UV e de fluorescéncia sdo os mais disponiveis em
laboratdrios de analises toxicologicas, de médio ou pequeno porte.

Os detectores de fluorescéncia utilizam a fluorescéncia natural dessas
substancias, fornecendo analises de adequada sensibilidade e especificidade,
mesmo em amostras biolégicas mais complexas (BRUNNENBERG et al., 1998;
COSTA & CHASIN, 2004; SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997). Em
contrapartida, os detectores de UV apresentam-se menos sensiveis a esses
analitos, devido a pequena absortividade dos compostos nesse comprimento de
onda, obrigando, geralmente, a inclusdo de uma etapa de derivagado na analise.

Alguns dos agentes derivantes citados na literatura para os derivados
anfetaminicos sdo o 1,2-naftoquinona-4-sulfonato (NQS) (FALCO et al., 1995,
1996; HERNANDEZ et al., 1996; LEGUA et al., 1995; TALWAR et al., 1999), o 9-
fluorenil metil cloroformato (FMOC) (ANDRES et al., 2004; FALCO et al., 1997;
HERNANDEZ et al., 2001), o cloreto de 3,5-dinitrobenzoila (DNB) (HERNANDEZ

et al.,, 2001) e o anidrido acético (VERESS, 2000). A analise de derivados
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anfetaminicos utilizando-se CLAE/UV, sem a etapa de derivacdo, pode ser
realizada, empregando-se o modo gradiente de eluigdo e coluna de fase reversa,
mas, mesmo assim, observa-se um maior tempo de analise e uma limitacédo
significativa na identificacdo e quantificagdo das substancias, quando comparada
ao método com derivagao (SOARES et al., 2004).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é, ainda, uma importante
ferramenta na separagao enantiomérica de MDMA e seus analogos. Essa
separacao pode ser obtida por meio de uma fase estacionaria quiral, pela adicao
de um agente quiral a fase mével ou pela adigdo de um agente derivante quiral em
uma pré-coluna (MISL’ANOVA & HUTTA, 2003; ANDRES et al., 2004; AL-
DIRBASHI et al., 1998, 1999, 2000).

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica analitica relativamente recente,
baseada na separacao de analitos que apresentam carga, em um pequeno tubo
capilar (20 a 100 cm de comprimento e 25 a 100 mm de didmetro) sob influéncia
de um campo elétrico (10 a 30 KV). A EC pode ser aplicada em diferentes modos
de separagdo e combinada com diversos tipos de detectores (UV, DAD,
fluorescéncia, DEQ e EM), sendo caracterizada pela alta resolugédo, pequena
quantidade de amostra e minimo consumo de solventes. Apresenta um
mecanismo de separagdo diferente de outros tipos de cromatografia,
apresentando-se como uma técnica alternativa potencial, capaz de realizar
analises tao rapidas e eficientes como a CG ou a CLAE. A grande desvantagem
da EC é o pequeno volume de amostra depositado no tubo obrigando a introdugéo
de uma etapa de pré-concentragdo da amostra previamente (BOONE et al., 1999;

GUZMAN et al., 1997; McAVOY et al., 1999; MOELLER et al., 1998; PIETTE &
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PARMENTIER, 2002; PTOLEMY & McKIBBIN, 2006; SADEGHIPOUR et al.,

1997a).

2.6.4 Avaliagao do desempenho analitico

O desempenho analitico de um método cromatografico deve ser avaliado
por meio de sua resolugao (Rs), ou seja, por sua capacidade em separar/distinguir
as diversas substancias presentes nas amostras analisadas. Essa separacao €&
funcdo de trés variaveis distintas: fator de retencdo (k), fator de separagédo ou
seletividade (a) e eficiéncia (N) (SADEK, 2000; SNYDER et al., 1997).

Quanto menor o valor de Rs, menor a separacdo dos picos
cromatograficos, ou seja, menor a qualidade da separagédo. Essa qualidade de

separacao pode ser quantificada pela expresséo:

Rs = 2(t2-t1 )/W1 +wo

Em que, t; e t1 sdo os tempos de reten¢ao dos picos adjacentes.

W1 € W2 S80 as larguras das bases dos picos adjacentes.

Resolugdes menores que 0,5 podem indicar a presenga de duas
substancias distintas em um unico pico cromatografico. Quando isso acontece,
como tentativa para solucionar o problema, devem-se mudar as condicdes

experimentais, tentando obter uma resolugao superior a 2,0.
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O fator de retencgao (k) representa o numero de volumes mortos do sistema
necessario para que o analito de interesse seja eluido. Esse deve apresentar um

valor entre 0,5 e 20 sendo definido como:

k= tr—to / to

Em que, tr é o tempo de retengao do analito
To € o tempo morto da coluna (tempo necessario para o analito nao retido

na coluna mover-se do injetor ao detector)

No presente trabalho, o calculo de ty para o método CLAE, foi realizado a
partir do primeiro sinal da linha de base, caracterizado por uma rapida deflexdo
observada na mesma, logo apos a injegao cromatografica. No método por CG, o tp
foi definido como o primeiro sinal apresentado pela injecdo de metanol, substancia
que sabidamente n&o interage com a coluna cromatografica utilizada.

O fator de separagado (a) avalia a seletividade analitica, sendo obtido pela
razao entre os fatores de retencdo de dois picos compostos de eluicdes
adjacentes, conforme a equacéo:

a= k2/k1

Em que, ks e ka representam o fator de retencéo dos dois picos avaliados.
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O numero de pratos tedricos, que avalia a eficiéncia da coluna também é
capaz de afetar a resolugdo, em que um aumento em seu valor promove um

aumento da resolugdo. O numero de pratos teéricos (N) pode ser definido como:

N = 16(tr/w)?

Em que, tr é o tempo de retengao do analito

w € a largura da base do pico
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3 OBJETIVO E PLANO DE TRABALHO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar dois métodos
analiticos, um para a determinagdo conjunta dos derivados anfetaminicos 3,4-
metilenodioxidometanfetamina (MDMA, “ecstasy” ou “Adam”) e 3,4-
metilenodioxidoanfetamina (MDA), em amostras de urina, utilizando-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (CLAE/UV) e o
outro para a analise de MDMA, MDA e 3,4-metilenodioxidoetilanfetamina (MDEA,
MDE ou “eve”), em comprimidos, utilizando-se a cromatografia em fase gasosa

com detector de ionizag&o de chama (CG/DIC).

Para cumprir tal objetivo, foi estabelecido o seguinte plano de trabalho:

v" Revisdo da literatura buscando métodos analiticos simples, econémicos e
confiaveis, capazes de identificar e quantificar derivados anfetaminicos em

amostras de urina e em comprimidos.

v' Selecgdo das técnicas cromatograficas passiveis de serem validadas para a

determinagéao de MDMA, MDA e MDEA em urina e em comprimidos.

v' Validagdo de um método analitico que utiliza a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de ultravioleta (CLAE/UV) para a determinagao

de MDMA e MDA em amostras de urina.
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v' Validagdo de um método analitico que utiliza a cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo de chama (GC/DIC) para a determinagdo do MDMA,

MDA e MDEA em comprimidos.

v' Aplicacdo do método CLAE/UV validado, em aliquotas de amostras de
urina de individuos usuarios de drogas provenientes do Banco de

Amostras do Instituto Médico Legal da Policia Civil de Minas Gerais.

v' Aplicacdo do método CG/DIC validado, em comprimidos clandestinos
apreendidos nas ruas, cedidos pelo Instituto de Criminalistica da Policia

Civil de Minas Gerais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos e acessorios

v Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Hewlett Packard® modelo HP 1100
Series, equipado com bomba isocratica (G1310A Iso Pump), injetor
automatico (G1313A ALS), compartimento de coluna com termostato
(G1316A ColComp) e detector de ultravioleta (G1314A). O sistema
cromatografico € controlado por meio do software ChemStation

Rev.A.10.02 (Agilent® Technologies 1990-2003);

v Cromatoégrafo a gas Hewlett Packard® modelo HP 5890 Series |l,equipado

com injetor split/splitless e detector de ionizagdo em chama acoplado a

integrador Hewlett Packard® modelo HP 3395 Integrator;

v Coluna cromatografica Nucleosil 100 C15 (125 x 4 mm, 5 um);

v Coluna cromatografica capilar Hewlett Packard® modelo HP 5, de silica

fundida (5% de fenil-polidimetilsiloxano, 50 m x 0,32 mm , 0,17 uym);
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Gases especiais para cromatografia gasosa: ar sintético, hidrogénio,

nitrogénio ultra-puro e hélio ultra-puro (Air Liquide®);

Microseringa Hamilton® de capacidade 10 pL para injecdo no aparelho CG;

Pipetas automaticas regulaveis Gilson® de 10, 100, 1000 e 5000 pL;

Cartuchos de extragdo em fase sélida Accubond Il ODS-C1g (Agilent®);

Agitador mecanico de tubos, tipo vortex — IKA -MS — Minishaker®;

Centrifuga Excelsa Baby 1° 206/1;

Balanca analitica OHAUS® modelo Explores E02140;

Sistema de eluigdo a vacuo Vac Elut Vacuum Manifold (Varian®);

Bomba de vacuo Primar® modelo 141 tipo 2VC;

Sistema para concentragdo de amostras sob vaz&o de nitrogénio comercial,

Banho de agua com temperatura regulavel, FANEM® modelo 102;
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v Aparelho para banho de ultra-som Bransonic® 220;

v Conjunto para filtragdo a vacuo composto de funil, base e tampa em vidro

borosilicato e garra de aluminio anodizado;

v" Filtros com membrana HV (Durapore) em PVDF, poro de 0,45 pm, 47 mm

de diametro, branca, lisa, Millipore®;

v' Sistema de filtracdo sob pressdo, manual, com filtros RC15, poros de 0,45

um;

v Sistema de ultra-purificagdo de agua Milipore® modelo MiliQ — Gradient.

4.1.2 Vidraria

v" Tubos de vidro de diversas dimensoes e formas;

v' Béqueres;

v" Almofariz.
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Toda vidraria recebeu processo de descontaminagcdo quimica com solucéo
de hipoclorito de sodio 2%, seguido de lavagem com agua e detergente neutro

para uso em laboratério, e enxague com agua ultra-purificada.

4.1.3 Padroes, reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram grau analitico ou grau

cromatografico.

v' Solugdo padréo de 3,4-metilenodioxidoanfetamina - MDA (Cerilliant ©);

v" Solugdo padrao de 3,4-metilenodioxidoetilanfetamina - MDE (Cerilliant ©);

v' Solugado padréo de 3,4-metilenodioxidometanfetamina - MDMA (Cerilliant®);

v' Solucdo padrdao de N metil-1-(3,4 metilenodioxifenil)-2-butamina) - MBDB

(Cerilliant ®);

v' Solugdo metandlica de acido hipurico (Sigma Aldrich®);

v" Solugdo metandlica de anfetamina (Sigma Aldrich®);
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Solucdo metandlica de catina (Sigma Aldrich®);

Solugdo metandlica de efedrina (Sigma Aldrich®);

Solugdo metandlica de metanfetamina (Sigma Aldrich®);

Solugao metandlica de norefedrina (Sigma Aldrich®);

Solugdo metandlica de pseudoefedrina (Sigma Aldrich®);

Padrao em p6 de cloridrato de cocaina (Merck®);

Fosfato de sddio dibasico (Sigma Aldrich®);

Hidréxido de aménio (Vetec®);

1,2-naftoquinona-4-sulfonato - NQS (Sigma Aldrich®);

Acetato de etila (Vetec®);

Acetonitrila (J. T. Baker®);

Metanol (J. T. Baker®);
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v" N-hexano (Vetec®).

4.1.3.1 Preparo das solugdes de trabalho

As solugcbes metandlicas de MDMA, MDA, MDEA e MBDB, na
concentragcédo de 1,0 mg/mL foram diluidas com diferentes volumes de metanol, de
modo a se obter as solugdes padroes de trabalho de MDMA, MDA e MDEA em
metanol, nas concentragdes de 500,0, 100,0 e 25,0 pg/mL e de MBDB (utilizado
como padrao interno) nas concentragdes de 500,0 e 100,0 pg/mL.

As solugbes metandlicas de anfetamina, metanfetamina, efedrina,
norefedrina, pseudoefedrina, catina e acido hipurico, na concentragcdo de 500,0
pMg/mL, foram gentiimente cedidas pelo Laboratério de Quimica Analitica do
Departamento de Quimica da UFMG.

Todas as solugbes metandlicas, inclusive as dos padroes, foram
acondicionadas em frascos de vidro ambar e mantidas sob congelamento a
-18 °C.

A solugdo tampao de bifosfato a 1% foi obtida por meio da adi¢ao de 1,0 g
de fosfato de sédio dibasico em 100,0 mL de agua ultra-pura. A solucdo NQS a
2% (agente derivante) foi preparada diariamente dissolvendo-se 2,0 g de NQS em

100,0 mL de agua ultra-pura.
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4.1.4 Amostragem

4.1.4.1 Material biolégico

As amostras bioldgicas destinadas a validagdo analitica foram obtidas a
partir de pool de urina preparado utilizando-se diversas amostras urinarias de
funcionarios e alunos da Faculdade de Farmacia da UFMG, que nao estavam
expostos aos compostos de interesse. Aliquotas homogeneizadas do pool de urina
eram enriquecidas com solucdo padrdago de MDMA e de MDA em diversas
concentracbes e, também com teores adequados dos contaminantes e
adulterantes selecionados para o estudo (metanfetamina, anfetamina, MDEA,
efedrina, norefedrina, pseudoefedrina, catina e acido hipurico), objetivando avaliar
a interferéncia desses compostos nos resultados analiticos. Aliquotas de pool de
urina ndo adicionadas dos compostos de interesse foram utilizadas como “branco”.

Aliquotas de amostras de urina de usuarios de drogas foram obtidas do
banco de amostras do Instituto Médico Legal da Policia Civil de Minas Gerais,
dentre aquelas cuja presenca de derivados anfetaminicos havia sido triada pelo
método de imunoensaio e confirmada por imunofluorescéncia polarizada (n=4).
Foram encaminhadas, também, amostras contendo cocaina, maconha e
benzodiazepinicos para a avaliagdo da seletividade do método CLAE/UV. Essas
amostras (n=24) foram cedidas pelo IML sem qualquer identificagdo dos usuarios
e sem especificacdo dos compostos presentes em cada uma delas. A doacéo das

aliquotas do Banco de Amostras do IML foi aprovada pelo Diretor da instituicao.
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4.1.4.2 Comprimidos

Os comprimidos utilizados no estudo de seletividade do método CG/DIC
foram obtidos por diferentes fontes. Comprimidos de anfetamina, metanfetamina,
acido dietilbarbiturico, acido p-aminobenzoil dietilbarbiturico, anfepramona e
femproporex foram apreendidos pela Policia Civil de Minas Gerais e doados ao
Laboratério de Toxicologia Ocupacional da Faculdade de Farmacia da UFMG.
Comprimidos de Aspirina® (acido acetilsalicilico), Tylenol® (paracetamol) e
Eucodrix® (paracetamol e cafeina) foram adquiridos em drogarias.

Os comprimidos de ecstasy utilizados para avaliar a adequagao do método
validado foram cedidos pelo Instituto de Criminalistica da Policia Civil de Minas
Gerais, dentre aqueles apreendidos nas ruas, cuja presengca de derivados
anfetaminicos havia sido confirmada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Os comprimidos obtidos (n=4) apresentavam aspectos
fisicos e pesos variados, com tonalidades de marrom claro ou escuro e simbolos
caracteristicos em uma de suas superficies. A autorizacdo para analise dos
comprimidos foi emitida pelo Chefe da Divisdo de Laboratorio do Instituto de

Criminalistica da Policia Civil de Minas Gerais.

4.1.4.3 Outros
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Aliquotas de cloridrato de cocaina (p6) foram doadas pela Policia Civil de
Minas Gerais ao Laboratério de Toxicologia Ocupacional da UFMG e, a solugao

de epinefrina (Dyfpne-inhal®) foi adquirida em drogaria.

4.2 Métodos

4.2.1 Otimizagao das condigoes cromatograficas.

4.2.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As condigdes cromatograficas apropriadas para o objetivo do trabalho foram
obtidas utilizando-se solugdes padroes de MDMA e MDA em pool de urina,
adicionadas de MBDB, em concentragdo de 1,0 ug/mL e, apds extracdo e
derivacdo, injetadas no aparelho CLAE em diferentes condi¢des. Foram
otimizadas a vazao e a constituicdo da fase movel, a temperatura do termostato

da coluna, o comprimento de onda de deteccéo e o volume de injegao.

4.2.1.2 Cromatografia em fase gasosa.

Na otimizagdo das condi¢gdes cromatograficas foram utilizadas solugdes

metandlicas de MDMA, MDA e MDEA adicionadas de padrao interno (MBDB), em

concentracdo de 50,0 pg/mL. Foram testadas a vazdo da fase movel, a
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programagao de temperatura da coluna, a temperatura e a razado de divisdo do
injetor, a temperatura do detector, o volume de injecdo e as condigbes do

integrador.

4.2.2 Extracao dos analitos de interesse

4.2.2.1 Amostras de urina

O método de LEGUA et al.,, 1995, proposto para determinacdo de
anfetamina e metanfetamina em urina, com extragdo em fase sélida (SPE) e
derivagdo com 1,2-naftoquinona-4-sulfonato (NQS), ap6s modificagbes em ambas

as etapas, foi adaptado para a analise de MDMA e MDA como descrito a seguir:

v' Pipetar 2,0 mL de urina, adicionar 100,0 uL de hidréxido de aménio e 20,0
uL de solugdo metandlica de MBDB 100,0 pug/mL (padrdo interno) e

homogeneizar;

v' Transferir a amostra biolégica para cartucho C4g previamente condicionado
com 1,0 mL de metanol e 1,0 mL de tamp&o bifosfato 1% (pH 9,0). Eluir a
amostra sob vacuo, pelo cartucho e em seguida lava-lo com 3,0 mL de

agua e 0,5 mL de acetonitrila, desprezando os eluatos;
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v' Extrair os compostos de interesse com 2,0 mL metanol. Recolher o eluato e

evaporar até secura em banho de agua a 40 °C, sob vazao de nitrogénio;

v" Adicionar ao residuo, 1,0 mL de tampéo bifosfato 1% (pH 9,0), 1,0 mL de
NQS 2% e 1,0 mL de agua ultra-pura. Manter a temperatura ambiente por

20 minutos;

v" Adicionar 3,0 mL de solugcao de n-hexano:acetato de etila (1:1), e agitar por
2 minutos em agitador de tubos tipo vértex. Centrifugar, em seguida, por 5

minutos em 1500 rpm;

v' Transferir a fase organica para um outro tubo e evaporar até secura em

banho de agua a 40 °C, sob vaz&o de nitrogénio;

v" Reconstituir o residuo com 0,5 mL de fase mével e transferir para vial de

vidro para a injecdo automatica de 50,0 uL no cromatoégrafo a liquido.

Este procedimento de extracdo e derivagdo esta ilustrado na Figura 5,
enquanto a Figura 6 apresenta a reacao entre os derivados anfetaminicos e NQS,

em meio alcalino.
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Cartucho SPE C g4

1 mL MeOH
1 mL tampé&o bifosfato 1%

: 100 pL NH,OH
2mL deurina | + 5, vBDB (100 ug/mL)

3mL H,0
0,5mL ACN

Desprezar eluato

* 2 mL MeOH 5’ 1500 rpm
Eluato » | Repouso 20’ | m——) | Centrifugagéo
Evaporar sob vazédo N,40°C 3 ml n-hex : acetato (1:1)
1 ml tampéo bifosfato 1% Vértex 2’
1 mL NQS 2%
1 mL H,0 miliQ

Fase organica

Evaporar sob vazéo N, 40°i

50 uL CLAE | « Residuo

0,5 mL fase mével

Figura 5 — Procedimento de extracdo e derivagdo dos analitos de interesse na
urina para determinacgao por CLAE/UV.

SO,Na NR,R,

O O
NQS

Figura 6 — Esquema da reagao de derivagao da anfetamina e derivados,
utilizando-se NQS em meio alcalino.
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4.2.2.2 Comprimidos

Foi utilizado o método proposto por MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005,

com pequenas modificagdes e descrito a seguir:

v" Pesar cada comprimido e, em seguida tritura-lo e pulveriza-lo em almofariz

(pressao e friccao), até obtengado de um po6 fino e homogéneo;

v" Do pé fino e homogéneo obtido, pesar 10,0 mg, transferir para um béquer e

adicionar 10,0 mL de metanol;

v" Levar o béquer com a amostra para um banho de ultra-som por 5 minutos
e, em seguida, filtra-la com um filtro RC15, poro 0,45 pym, com o auxilio de

seringa;

v" Transferir 90,0 uL do filtrado para um tubo de vidro conico, adicionar 10,0

ML da solugédo de MBDB (500,0 pg/mL, padrao interno) e injetar 3,0 uL no

cromatégrafo a gas.

O esquema desse procedimento de extragéo esta ilustrado na Figura 7.
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Comprimido

1 Triturar e pulverizar em almofariz

10 mg

10 mL MeOH
Ultra som &’
Filtragdo RC15, poros 0,45um

90 uL filtrado

1 10 uL MBDB (500ug/mL)

3L CG

Figura 7 — Procedimento de extragdo dos analitos de interesse em comprimidos
para determinacao por CG/DIC.

4.2.3 Parametros de desempenho analitico

4.2.3.1 Seletividade

A seletividade de um método analitico pode ser considerada como a
capacidade de avaliar, com confianca, se o(s) analito(s) de interesse sofre(em)
influéncias de outros componentes possivelmente presentes na matriz (CHASIN et
al., 1994, 1998; IUPAC, 2002; RIBANI et al., 2004).

Assim, no presente trabalho, o estudo da seletividade do método CLAE, foi

realizado utilizando-se aliquotas de pool de urina sem adicdo das substancias de
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interesse, enriquecidas ou ndo com os diversos adulterantes selecionados para
serem testados, submetidas ao método de extragao descrito no item 4.2.2.1 e as
condigdes cromatograficas otimizadas (item 5.1.1). Foi avaliada a influéncia das
seguintes substancias: anfetamina, metanfetamina, MDEA, efedrina, norefedrina,
pseudoefedrina, catina e acido hipurico.

A seletividade do método em cromatografia gasosa foi avaliada
submetendo-se os comprimidos de anfetamina, metanfetamina, anfepramona,
femproporex, acido dietilbarbiturico, cloridrato de p-aminobenzoil dietilbarbiturico,
acido acetisalicilico, paracetamol e cafeina ao método de extragdo descrito no
item 4.2.2.2. As solugdes metandlicas obtidas da extracdo desses comprimidos e
também do cloridrato de cocaina (po) e solugdes de epinefrina, pseudoefedrina e

catina foram analisadas nas condigbes cromatograficas otimizadas (item 5.1.2).

4.2.3.2 Linearidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade do método analitico em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito presente
na amostra, dentro de determinada faixa de concentragdo (CHASIN et al., 1994,
1998; RIBANI et al., 2004).

A analise desses dados requer o conhecimento sobre a correlacéo entre o
sinal medido e a concentracdo do analito, e pode ser expressa por meio de uma
equagao matematica. O estudo da linearidade pode ser avaliado através da

plotagem das concentracbes de cada um dos analitos de interesse no eixo das
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abscissas e das relacdes entre as areas de cada um deles e do padrao interno no
eixo das ordenadas. Aplicando-se a regressao linear pelo método dos minimos
quadrados obtém-se a equagao da reta e o coeficiente de correlagéo (r) ou
coeficiente de determinacéo (R?).

Esses parametros permitem uma estimativa da qualidade da curva obtida,
pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de correlagado e determinagao
estimados, sendo que o ponto mais baixo da curva deve ser correspondente ao
limite de quantificagdo (CHASIN et al., 1994, 1998; RIBANI et al., 2004).

No presente trabalho, aliquotas de pool de urina, em quintuplicata, foram
enriquecidas com MDMA nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 yg/mL e de
MDA nas concentragbes de 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL, todas elas
adicionadas de MBDB (padréo interno), na concentracdo de 1,0 ug/mL e
submetidas as condi¢cbes analiticas descritas no item 4.2.2.1 e cromatograficas
apresentadas no item 5.1.1.

Do mesmo modo, quintuplicata das solucdes padrées de MDMA, MDA e
MDEA, nas concentracées de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 50,0; 100,0; 250,0 e 500,0
pg/mL, todas elas adicionadas de MBDB (padrao interno), na concentragao de
50,0 pg/mL, foram injetadas no cromatografo a gas sob as condigbes analiticas

especificadas no item 5.1.2.



72

4.2.3.3 Limite de detecgao — LD

O limite de deteccao é considerado como sendo a menor concentragao do
analito de interesse, presente na amostra, que quando submetido a todo o
processo analitico produz um sinal definido como o limite de deteccdo do método
(CHASIN et al., 1994).

Para a determinagdo do LD no método CLAE, aliquotas de pool de urina
(referéncia negativa), em quintuplicata, enriquecidas com concentragdes
decrescentes dos analitos de interesse foram submetidas ao método otimizado. O
LD para esse método foi estabelecido como sendo a menor concentracido dos
analitos que apresentou coeficiente de variacdo préximo, mas nao superior, a
25%.

Para encontrar o LD para o método de cromatografia gasosa, solugbes
padroes de MDMA, MDA e MDEA em concentragdes decrescentes e em
quintuplicata, foram submetidas as condi¢ées cromatograficas estabelecidas no
item 5.1.2. O LD foi considerado a menor concentracdo dos analitos que

apresentou um coeficiente de variagéo (CV) proximo, mas nao superior, a 25%.

4.2.3.4 Limite de quantificagao — LQ

O limite de quantificagdo €, segundo CHASIN et al. (1998), a menor

concentracdo do analito de interesse que pode ser medida com uma precisao

estabelecida.
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Para determinar o LQ do método CLAE, aliquotas de pool urina, referéncia
negativa, enriquecidas com concentragdes decrescentes dos analitos de interesse
foram submetidas, em quintuplicata, as condicbes de extracdao descritas no item
4.2.2.1 e cromatograficas apresentadas no item 5.1.1. O limite de quantificagcao
ficou estabelecido como sendo a menor concentracido, dentro da curva analitica
do método, que apresentou uma variagado maxima igual a 18% (maior coeficiente
de variagado encontrado com o método CLAE).

Para o método CG, solucbes padroes de MDMA, MDA e MDEA em
concentragdes decrescentes foram injetadas em quintuplicata no cromatégrafo a
gas, sob as condigdes descritas no item 5.1.2. O limite de quantificagao foi
estabelecido como sendo a menor concentracdo da curva analitica do método,
que apresentou uma variagdo maxima de 9,5% (maior coeficiente de variagao

encontrado para o método CG).

4.2.3.5 Precisao analitica

A precisdo de um método analitico retrata o grau de dispersdo entre
resultados de testes independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, obtidos sob condigdes definidas (CHASIN et al., 1994,
1998; RIBANI et al., 2004). Pode ser expressa por meio do coeficiente de variagado
ou desvio padrao relativo em condigdes de repetitividade, reprodutibilidade ou de

precisado intermediaria.
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4.2.3.5.1 Repetitividade

A repetitividade ou precisao intra-ensaio retrata a concordancia entre os
resultados de varias medicdes sucessivas de uma mesma amostra, em diferentes
preparagdes, sob as mesmas condi¢des, ou seja, em condigdes de repetibilidade
isto é&: mesmo método; mesmo material; mesmo operador; mesmo laboratorio;
curto periodo de tempo (CHASIN et al., 1994, 1998; RIBANI et al., 2004).

Neste estudo, a repetitividade do método por CLAE foi determinada por
meio da analise, em um mesmo dia, de cinco replicatas de pool de urina
enriquecidas com os analitos de interesse, nas concentragdes de 2,0; 1,0 e 0,1
pg/mL (MDMA) e 2,0; 1,0 e 0,05 ug/mL (MDA), adicionadas de padrao interno (1,0
pMg/mL de MBDB). Todas as replicatas foram submetidas as condigdes de extragcéo
descritas no item 4.2.2.1 e cromatograficas apresentadas no item 5.1.1.

Para o método por CG, esse parametro foi avaliado injetando-se, em um
mesmo dia, e em quintuplicata, solucbes padroes de MDMA, MDA e MDEA nas
concentragdes de 1,0; 10,0 e 100,0 ug/mL, adicionadas de 50,0 ug/mL de MBDB
(padréo interno). Todas as replicatas foram submetidas as condigdes

cromatograficas otimizadas (item 5.1.2).

4.2.3.5.2 Precisao intermediaria

A reprodutibilidade ou preciséo interensaio retrata a concordancia entre os

resultados de varias medicdes sucessivas de uma mesma amostra, em diferentes
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preparagdes, sob diferentes condicbes, ou seja, em condicoes de
reprodutibilidade, isto é: mesmo método; operadores diferentes; laboratérios
diferentes; equipamentos diferentes; longo periodo de tempo (ANVISA 2004;
INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004). Esta medida de precisao € reconhecida
como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um unico
laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada, ou seja, € a medida
mais eficaz para verificar se no mesmo laboratério o método fornecera os mesmos
resultados (RIBANI et al., 2004).

No presente estudo, as condicdes de reprodutibilidade ndo puderam ser
seguidas, assim o coeficiente de variagdo interensaio foi determinando em
condigdo de precisdo intermediaria, ou seja, alterando-se apenas uma das
condicdes de analise (CHASIN et al., 1998; RIBANI et al., 2004).

A precisao intermediaria no presente estudo foi determinada por meio da
analise, em quatro dias seguidos, em triplicata, de aliquotas de pool de urina
enriquecidas com os analitos de interesse, nas concentragdes de 2,0 e 0,1 ug/mL
(MDMA) e 2,0 e 0,05 ug/mL (MDA), adicionadas de padrao interno (1,0 ug/mL de
MBDB). Todas as replicatas foram submetidas as condi¢cdes de extragcdo descritas
no item 4.2.2.1 e cromatograficas apresentadas no item 5.1.1.

A precisao intermediaria do método por CG foi estudada por meio da
analise, em cinco dias seguidos, em quintuplicata, de solu¢des padroes de MDMA,
MDA e MDEA, nas concentragdes de 1,0; 10,0 e 100,0 pg/mL , adicionadas de
50,0 ug/mL de MBDB (padrédo interno). Todas as replicatas foram submetidas as

condi¢cdes cromatograficas otimizadas (item 5.1.2).
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Tanto a repetibilidade quanto a precisao intermediaria, nos dois métodos
analiticos, foram avaliadas por meio da determinacdo do coeficiente de variagao
(CV). Nesse célculo foram utilizadas as relagdes de areas ou areas relativas dos
analitos que correspondeu a razéo entre as areas absolutas das substancias de
interesse e as areas absolutas do padrao interno, para cada concentracio

analisada.

4.2.3.6 Robustez

A robustez de um método analitico avalia a resisténcia as variacdées nos
resultados, quando pequenas diferencas ocorrem nas condi¢gdes experimentais
inicialmente descritas e estabelecidas. Assim, um método € considerado robusto
quando seus resultados ndo sao afetados por pequenas modificagcdes em seus
parametros analiticos (RIBANI et al., 2004).

Na avaliacdo da robustez do método CLAE, foram testadas pequenas
variacbes na vazao da fase movel, na temperatura da coluna cromatografica e na
propor¢gdo da fase mobvel (acetonitrila e agua). Para o método CG foram
realizadas, também, alteracbes na vazdo da fase médvel e na programagao da

temperatura da coluna cromatografica.
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4.2.3.7 Recuperagao

A recuperacdo de um método analitico reflete a quantidade de uma
determinada substancia obtida no processo analitico em relagao a quantidade real
presente na amostra. Ela avalia a eficiéncia do método de tratamento da amostra
(CHASIN et. al., 1998). Deve-se avaliar pelo menos trés concentragdes diferentes,
correspondentes a um valor proximo ao limite de quantificagao, proximo ao ponto
mais elevado da curva analitica e uma terceira concentragao préxima ao valor
médio dessa curva (CHASIN et al., 1994; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004).

Para avaliar a porcentagem da recuperagao da etapa de extragdo (SPE) do
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram utilizadas aliquotas de
pool de urina, em quintuplicata, enriquecidas com as solu¢des padrao de MDMA e
MDA nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 yg/mL, antes e apds a extragdo em fase
so6lida, e analisadas conforme especificado no item 4.2.2.1.

As areas dos picos obtidos apds a injecdo das aliquotas de pool de urina
enriquecidas antes da extracdo em fase sodlida foram comparadas com aquelas
encontradas apds a inje¢do do pool de urina enriquecido apds a extragdo em fase
solida.

Considerando que no método que utiliza a cromatografia gasosa néo existe
tratamento das amostras e também os elevados teores dos analitos esperados
nos comprimidos de ecstasy, avaliou-se ser dispensavel a determinagdo da

recuperacao analitica para o referido método.



78

4.2.3.8 Estabilidade

Com o objetivo de gerar resultados confiaveis e reprodutiveis, os analitos
presentes nas amostras analisadas devem ser estaveis por um periodo razoavel,
variando de acordo com a necessidade do método (RIBANI et al., 2004).

A estabilidade do MDMA e MDA em amostra biolégica foi determinada por
meio da utilizagdo de pool de urina adicionado das substancias, na concentragao
de 2,0 yg/mL. Aliquotas das amostras foram submetidas, no mesmo dia do
preparo, as condigdes de extragao especificadas no item 4.2.2.1 e cromatograficas
registradas no item 5.1.1, sendo o resultado obtido considerado como o do tempo
zero do experimento. As aliquotas foram armazenadas em congelador (-18°C) e
analisadas separadamente em diferentes dias apos o preparo e congelamento das
mesmas, de acordo com a disponibilidade do equipamento. Os resultados obtidos
nesses dias foram comparados com aquele encontrado no tempo zero, aceitando-
se uma variagdo maxima de 20% (COSTA & CHASIN et al., 2004). A estabilidade
dos analitos frente aos ciclos congelamento-descogelamento foi acompanhada até

um periodo consideravel satisfatorio aos objetivos do trabalho (27 dias).

4.2.3.9 Curva analitica

No preparo da curva analitica para as determinagdes realizadas pelo

método CLAE/UV, foram selecionadas trés concentracdées de cada analito de

interesse, dentro da faixa de linearidade obtida. Foram analisadas, em triplicata,
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aliquotas do pool de urina enriquecidas com solugdes padrées de MDMA nas
concentragdes de 0,1; 1,0 e 2,0 uyg/mL e de MDA nas concentragdes de 0,05 ; 1,0
e 2,0 uyg/mL. As aliquotas de pool de urina enriquecidas com os analitos de
interesse e com 1,0 yg/mL de MBDB foram analisadas, em ftriplicata e plotadas
pelas relacdes entre as areas de cada um deles e do padrao interno no eixo das
ordenadas e pelas concentracdes de cada um deles no eixo das abscissas. Foram
analisadas também, aliquotas do pool de urina sem a adi¢édo dos compostos de
interesse, considerado como branco de urina.

Na construgcdo da curva analitica para o método CG/DIC foram injetadas,
em triplicata, aliquotas de solucbes padrées de MDMA, MDA e MDEA, nas
concentragdes 5,0; 50,0; 100,0; 250,0 e 500,0 ug/mL, adicionadas de 50 ug/mL de
MBDB (padréo interno). Foram realizadas, também, injegcbes de metanol sem

adicdo de analitos, considerado como branco.

4.2.3.10 Aplicagao dos métodos validados nas amostras obtidas

Aliquotas de amostras de urina de individuos suspeitos de serem usuarios
de derivados anfetaminicos, obtidas como descrito no item 4.1.4.1 foram
submetidas ao procedimento de extragao descrito em 4.2.2.1 e as condicdes
cromatograficas relatadas em 5.1.1.

Comprimidos apreendidos pela Policia Civil de Minas Gerais (PCMG) com
presenca de derivados anfetaminicos confirmada por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas realizada no Instituto de Criminalistica da
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PCMG, foram cedidos para a realizagao do presente trabalho. Esses comprimidos
foram submetidos aos procedimentos especificados no item 4.2.2.2 e as
condigdes cromatograficas relatadas no item 5.1.2. Amostras que apresentaram
concentracido superior aos valores pré-estabelecidos para a curva analitica foram

submetidas a diluicdo apropriada com metanol e levadas a re-analise.
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5 RESULTADOS

5.1 Condi¢oes cromatograficas

5.1.1 Método CLAE

Apds os testes realizados foram otimizadas as seguintes condigdes

cromatograficas:

Coluna: Nucleosil 100 Cg (125 x4 mm, 5 um)

Fase moével: Acetonitrila : agua (50:50)

Vazao da fase movel: 0,8 mL/min em sistema isocratico
Temperatura da coluna: 40 °C

Comprimento de onda de deteg¢ao: 280 nm

Volume injetado: 50 uL

Nessas condigdes cromatograficas, foram obtidos os parametros

cromatograficos expressos nas Tabelas 1 e 2.

A Tabela 1 mostra os tempos de retencdo meédios, retencdo relativa ao
padrao interno (MBDB), fator de retengdo e numero de pratos tedricos obtidos na
analise das substancias de interesse pelo método CLAE/UV. A Tabela 2 apresenta

os fatores de separacao e a resolugao encontrados nesse método.
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Tabela 1 — Tempo de retencdo médio, de retencao relativo, fator de retencéo e
numero de pratos tedricos dos picos cromatograficos dos analitos, composto
fisiolégico urinario e padrao interno, apds analise por CLAE/UV.

Tempo Tempo de Fator Numero de
Analito Retencgao Retencgao R ~ Pratos
. S L etencao o
(min) Relativo Tedricos
MDA 5,42 0,67 1,84 14.637
MDMA 6,33 0,79 2,31 22.367
Composto 6,72 0,84 2,52 :
urinario
MBDB 8,05 1,00 3,22 21.133

* média de 10 inje¢des

Tabela 2 - Fatores de separagdo e resolugdo dos picos cromatograficos dos
analitos, composto fisioldgico da urina e padrdao interno, apdés analise por
CLAE/UV.

Analito Fator Separacao Resolugao
MDA / MDMA 1,26 10,32
MDMA / Composto urinario 1,09 4,14
Composto urinario / MBDB 1,28 12,21

Na Figura 8 sdo mostrados um cromatograma referente a analise de uma
aliquota de pool de urina sem adicdo das substancias de interesse (referéncia
negativa) e um cromatograma obtido apds a analise de uma aliquota de pool de
urina enriquecida com MDMA, MDA e MBDB (padrao interno), ambas submetidas
ao procedimento descrito no item 4.2.21 e as condi¢bes cromatograficas

otimizadas (item 5.1.1).
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Observa-se que, nas condigdes cromatograficas estabelecidas, os picos
das substancias apresentaram boa resolucéo e separagao, confirmando os dados

apresentados nas tabelas anteriores.

mAU
507 a
407
30]
207
Composto
10 urinario
0]
mAU
507 b
407
301 MDA
20
MBDB

MDMA Composto
10 urinério /\—
0]

55 60 6.5 70 75 8.0 "85

Figura 8 — Cromatogramas de aliquotas de pool de urina referéncia negativa (a) e

de pool de urina enriquecido com 1,0 yg/mL de MDMA, MDA, e MBDB (b),
analisadas pelo método CLAE/UV.

5.1.2 Método CG

Apds os testes realizados foram otimizadas as seguintes condigdes

operacionais:



84

Coluna capilar: HP 5 (5% de fenil-polidimetilsiloxano , 50 m x 0,32 mm, 0,17 pm)
Fase moével: gas hélio (He)

Vazéao da fase mével: 2,0 mL/min

Valvula de divisdo: 25,0 mL/min

Valvula de purga: 1,0 mL/min

Programacao da temperatura da coluna: temperatura inicial de 140 °C por 2
minutos, seguida de elevacao de 5 °C/min até 190 °C e posterior elevagédo de 35
°C/min até 270 °C, permanecendo durante 6 minutos nessa temperatura final.
Temperatura do injetor: 260 °C

Temperatura do detector: 275 °C

Gases auxiliares: hidrogénio e ar sintético

Volume injetado: 3 uL

As condigdes estabelecidas para o integrador foram:

Atenuacgao: 8

Velocidade do papel: 1,0
Area de rejeito: 4

Limiar de detecgao do pico: 2
Largura do pico: 0,02

Tempo de corrida: 9 minutos
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Os parametros cromatograficos obtidos nessas condigbes estabelecidas
sao mostrados nas Tabelas 3 e 4.

Na Tabela 3, podem ser observados os tempos de retengdo médios, os de
retencao relativos ao padrao interno (MBDB), o fator de retengéo e o numero de
pratos tedricos encontrados na analise das substancias de interesse, enquanto na

Tabela 4 sao apresentados os fatores de separagao e resolucao obtidos.

Tabela 3 — Tempo de retencdo médio, de retencao relativa, fator de retencéo e
numero de pratos tedricos dos picos cromatograficos dos analitos e padrao interno
por CG/DIC.

Tempo Tempo de Fator Numero de
Analito Retencgao Retengao = Pratos
L o Retencgao .
(min) Relativo Tedricos
MDA 6,83 0,82 1,79 728.889
MDMA 7,42 0,89 1,94 916.651
MDE 7,90 0,95 2,14 1.109.511
MBDB 8,35 1,00 2,31 1.422.908

* média de 10 inje¢des

Tabela 4 — Fatores de separagao e resolugcdo dos picos cromatograficos dos
compostos de interesse e padrao interno apos analise pelo método CG/DIC.

Analito Fator Separacgao (a) Resolugao (Rs)
MDA / MDMA 1,09 36,91
MDMA / MDE 1,10 31,00

MDE / MBDB 1,09 32,17
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Na Figura 9 podem ser visualizados os cromatogramas referentes a injecao
de aliquota de metanol (branco) e resultante da analise de solugdo contendo
MDMA, MDA, MDEA e MBDB (padréao interno) nas condi¢cbes estabelecidas no
item 5.1.2. Nesse caso, pode ser observada, também, a boa resolugdo e

separacao dos picos dos analitos de interesse.

MDA

i R MDMA
| o S RS MDEA
L SR TR i MBDB

(a) (b)

Figura 9 — Cromatogramas obtidos apds a inje¢ao de aliquota de metanol (a) e de
solugdo metandlica contendo MDA, MDMA, MDEA e MBDB, em concentragao de
50 ug/mL (b), no aparelho CG, nas condi¢des estabelecidas.

5.2 Parametros de desempenho analitico

5.2.1 Seletividade

A andlise de aliquotas de pool de urina sem adigdo dos compostos de

interesse (urina referéncia negativa) permitiu afirmar que a matriz biolégica

selecionada para a validagdo analitica € adequada ao objetivo da mesma. Essa



87

matriz ndo apresentou qualquer substancia capaz de interferir na identificagao e
quantificacdo dos analitos de interesse, como pode ser observado na Figura 7(a).

Da mesma maneira, como mostrado na Figura 8(a), pode-se afirmar que o
metanol, solvente utilizado nas analises em CG, apresenta-se, também,
adequado, pois ndo gerou sinal eletrénico (pico cromatografico) capaz de interferir
com os analitos de interesse.

Os métodos selecionados apresentaram, ainda, seletividade satisfatoria
frente as diversas substancias de propriedades fisicas, quimicas e/ou
comportamentais semelhantes aos analitos de interesse e que foram selecionadas
como eventuais interferentes, no presente trabalho (item 4.2.3.1). Como mostrado
nas Tabelas 5 (CLAE) e 6 (CG), todos os eventuais interferentes selecionados
apresentaram tempos de retencao distintos daqueles encontrados para os analitos
de interesse, MDMA, MDA e MDEA assim como para o padrdo interno, MBDB. Os
cromatogramas com alguns desses compostos estdo mostrados nas figuras 10

(CLAE) e 11 (CG).
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Tabela 5 — Tempo de retencao e de retencéo relativo de alguns dos possiveis
interferentes na analise do MDMA e MDA por CLAE/UV.

Tempo de Retengao

Analito Tempo Retengao (min) Relativo
Norefedrina 3,10 0,385
Catina 3,20 0,397
Pseudoefedrina 3,21 0,398
Efedrina 3,22 0,400
Acido Hipurico 5,80 0,720
Anfetamina 6,10 0,758
Metanfetamina 7,30 0,907
MDEA 7,71 0,958
MBDB (PI) 8,05 1,000

mAU MDA

80 1

60 1

ANF

40 1

Composto
urinario

201 MBDB

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 g5 min
Figura 10 — Cromatograma de aliquotas de pool de urina enriquecido com 1,5

Mg/mL de MDA, anfetamina, MDMA, metanfetamina e 1,0 pg/mL de MBDB,
analisadas pelo método CLAE/UV.
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Tabela 6 - Tempo de retencéo e de retencéo relativo de alguns dos possiveis
interferentes na analise de MDMA, MDA e MDEA por CG/DIC.

Tempo de Retengao

Analito Tempo Retencao (min) Relativo
Epinefrina 2,42 0,289
Cocaina 3,75 0,449
Anfetamina 4,03 0,483
AAS 4,27 0,511
Metanfetamina 4,44 0,532
Catina 5,22 0,625
Pseudoefedrina 5,89 0,704
Anfepramona 6,40 0,766
Acido dietilbarbitarico 7,04 0,843
p-aminobenzoil dietilbarb. 7,15 0,856
Femproporex 8,11 0,971
Paracetamol > **
Cafeina > **
MBDB (PI) 8,35 1,000

** sem sinal eletronico (pico) detectado até 9 minutos apds a injegao
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Figura 11 — Cromatograma obtido apds injegdo de solugdo metandlica contendo

anfetamina, metanfetamina, catina, pseudoefedrina, MDA, MDMA e MBDB, em
concentragéo de 71,4 ug/mL, no aparelho CG, nas condi¢des estabelecidas.

5.2.2 Linearidade

A linearidade foi encontrada em toda a faixa de concentracdo estudada,
como descrito no item 4.2.3.2, sendo de 0,1 a 2,0 uyg/mL para o MDMA e de 0,05 a
2,0 yg/mL para o MDA. As curvas com a faixa de linearidade, equacgéao da reta
com os desvios correspondentes e coeficiente de determinagéo (R?) para o MDMA

e MDA sao mostradas nas Figuras 12 e 13 respectivamente.
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Figura 12 — Faixa de linearidade obtida para o método CLAE/UV
na analise do MDMA em amostras de urina.

Relagdo de area

y = 2,6174 (+ 0,0747)x + 0,0326 (+0,0602)
R2 = 0,09526 + 0,00448

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentragao (ug/mL)

Figura 13 — Faixa de linearidade obtida para o método CLAE/UV
na analise do MDA em amostras de urina.

A resposta linear do detector no método de CG, estabelecida conforme o
descrito no item 4.2.3.2, foi de 1,0 a 500,0 ug/mL para todos analitos pesquisados
(MDMA, MDA e MDE). Os graficos com a faixa de linearidade, equacao da reta e
coeficiente de determinagdo (R?) do método para MDMA, MDA e MDE s3o

mostrados nas Figuras 14, 15 e 16 respectivamente.



Relagéo de area

y =0,01334 (+ 0,00013)x + 0,049772 (+ 0,032115)
R? = 0,99844 + 0,00093
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Figura 14 — Faixa de linearidade do método CG/DIC para a
analise do MDMA em metanol.
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y =0,01354 (x0,00075)x + 0,00108 (+ 0,02161)
R? =0,99748 + 0,00184
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Figura 15 — Faixa de linearidade do método CG/DIC para a

analise do MDA em metanol.
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Figura 16 — Faixa de linearidade do método CG/DIC para a
analise do MDEA em metanol.

5.2.3 Limite de detecgao

O limite de detecgdo do método CLAE/UV, estabelecido como descrito no
item 4.2.3.3 foi de 75 ng/mL (0,075 ug/mL) para o MDMA e de 30 ng/mL (0,030

Mg/mL) para o MDA.

Para o método CG/DIC, o limite de detecgao, calculado como descrito no

item 4.2.3.3 foi de 0,6 pyg/mL para o MDMA e MDA e de 0,5 ug/mL para o MDEA.

5.2.4 Limite de quantificagao

O limite de quantificagdo do método CLAE/UV, determinado conforme
especificado no item 4.2.3.4, foi de 100 ng/mL (0,1 ug/mL) para o MDMA e de 50

ng/mL (0,05 ug/mL) para o MDA.
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Para o método CG/DIC, o LQ determinado, conforme o descrito no item
4.2.3.4, foi de 1,0 pg/mL para os trés compostos analisados (MDMA, MDA e

MDE).

5.2.5 Precisao analitica

Os valores dos coeficientes de variacdo intra-ensaio (condicdo de
repetitividade) e interensaio (precisdo intermediaria), dos dois métodos
cromatograficos selecionados, calculados conforme o descrito no item 4.2.3.5

estdo mostrados nas Tabelas 7 e 8 (CLAE/UV) e 9 e 10 (CG/DIC).

Tabela 7 — Coeficientes de variacido intra-ensaio do método CLAE/UV utilizado
para a analise de MDMA e MDA em urina (n=5).

Concentragao (ug/mL ) CV (%)
MDMA MDA
0,05 - 16,2
0,1 15,5 -
1,0 14,5 13,3

2,0 13,2 12,2
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Tabela 8 — Coeficientes de variagdo interensaio (precisdo intermediaria) do
método CLAE/UV utilizado para a analise de MDMA e MDA em urina (n=5).

Concentragao (ug/mL ) CV (%)
MDMA MDA
0,05 - 18,1
0,1 17,1 -
2,0 15,2 14,2

Tabela 9 — Coeficientes de variagao intra-ensaio da analise de MDMA, MDA e
MDEA por CG/DIC (n=5).

Concentragao (ug/mL ) CV (%)
MDMA MDA MDEA
1,0 9,46 9,25 6,24
10,0 4,54 2,91 1,62
100,0 1,51 0,97 1,07

Tabela 10 — Coeficientes de variagdo interensaio (precisdo intermediaria) do
método CG/DIC para a analise de MDMA, MDA e MDEA (n=5).

Concentragao (ug/mL ) CV (%)
MDMA MDA MDEA
1,0 7,25 7,11 4,10
10,0 4,93 3,97 3,00

100,0 3,21 3,00 2,30
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5.2.6 Robustez

Conforme definido no item 4.2.3.6, a robustez do método CLAE/UV foi
avaliada alterando-se o vazao da fase movel de 0,8 mL/min para 0,7 e 0,9 mL/min
e, também, a proporgao acetroniltila:agua da sua composi¢cao (de 50:50 para
55:45 e 45:55). Essas alteracbes nédo provocaram alteragdes significativas nos
tempos de retencao e de retencao relativos dos analitos de interesse, mantendo-
se portanto, a adequada resolugao cromatografica. Outro parametro modificado foi
a temperatura da coluna cromatografica, modificada de 40 °C para 35 °C e 30 °C.
Nao foi observada, também nesse caso, qualquer alteragdo que pudesse
comprometer a analise cromatografica.

A robustez do método CG/DIC também foi avaliada de acordo com o item
4.2.3.6. As alteragbes na vazdo da fase mével (de 2 mL/min para 1,8 e 2,2
mL/min) e na programacgdo de temperatura da coluna cromatografica, tanto nas
rampas de incremento de temperatura (elevagao de 5 °C/min para 4 °C/min ou
6 °C/min) quanto no tempo de duragdo das etapas isotérmicas (140 °C/min
durante 2 minutos para 140 °C/min durante 1,5 minuto ou 2,5 minutos) nao
apresentaram diferengas significativas que pudessem comprometer a identificagao

e quantificacdo dos analitos de interesse.
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5.2.7 Recuperagao

A porcentagem de recuperagao da etapa de extragcdo utilizada no método
CLAE para a analise de MDMA e MDA conforme descrito no item 4.2.3.7, pode ser

observada na Tabela 11.

Tabela 11 — Porcentagem de recuperagao do método de extragado utilizado em
CLAE para a determinacédo de diferentes concentracbes de MDMA e MDA, em
amostra de urina.

Recuperacao (%)
Concentracgao (ug/mL)

MDMA MDA
0,5 80,7 82,7
1,0 81,5 82,2
2,0 83,9 84,2

5.2.8 Estabilidade

A Figura 17 mostra os resultados obtidos no estudo da estabilidade quimica
do MDMA e MDA (item 4.2.3.8). Foi observado que, durante 27 dias, as amostras
de MDMA e MDA, mantidas no ciclo congelamento-descongelamento, nao

apresentaram concentragdes com variagdes superiores a 20%.
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Figura 17 — Representacdo grafica da variagcdo encontrada na

concentracdo de MDMA e MDA em amostras de urina mantidas em — 18
°C por 27 dias.

5.2.9 Curvas analiticas

A elaboracdo das curvas analiticas para ambos os métodos foi realizada
como descrito no item 4.2.3.9.

Os graficos com a curva analitica, equacgéo da reta com desvio padréao e o
coeficiente de determinacdo (R?) do método por cromatografia liquida utilizado
para a determinagdo do MDMA e MDA sado mostrados nas Figuras 18 e 19

respectivamente.
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Figura 18 — Curva analitica para a determinagcao de MDMA em
amostras de urina empregando-se o método CLAE/UV.
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Figura 19 - Curva analitica para a determinagcdo de MDA em
amostras de urina empregando-se o método CLAE/UV.

As curvas analiticas, equagdes da reta com os desvios padrdes e os
coeficientes de determinagdo (R?) obtidos pelo método CG/DIC para andlise do

MDMA, MDA e MDEA sao mostrados nas Figuras 20, 21 e 22, respectivamente.
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y = 0,01300 (+ 0,00036)x + 0,04457 (+ 0,07439)
R? = 0,99627 + 0,00426

0 100 200 300 400 500 600

Figura 20 — Curva analitica para a determinagado de MDMA em
metanol, empregando-se o método CG/DIC.

Relagéo de area

y = 0,01337 (+ 0,00076)x + 0,03920 (+ 0,08069)
R2 = 0,99913 + 0,00074
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Figura 21 — Curva analitica para a determinacdo de MDA em
metanol, empregando-se o método CG/DIC.
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Relagao de area
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y = 0,02547 (+ 0,00125)x — 0,04670 (x 0,06098)
2 R2 = 0,99927 + 0,00068
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Figura 22 — Curva analitica para a determinacdo de MDEA em
metanol empregando-se o método CG/DIC.

5.2.10 Aplicagcao das metodologias propostas

A analise das aliquotas de urina cedidas pelo IML de Minas Gerais nao
apresentou qualquer sinal que pudesse interferir na identificacdo dos derivados
anfetaminicos, mesmo na presenga de maconha, cocaina e/ou benzodiazepinicos.

Esses derivados foram detectados em apenas cinco aliquotas (Tabela 12),
dentre elas, uma contendo anfetamina, e quatro com a presenca de MDMA e
MDA. Apds a analise das aliquotas de urina, os dados obtidos foram comparados
com os laudos correspondentes do Instituto Médico Legal de Minas Gerais. Todos
os resultados do presente trabalho mostraram-se concordantes com aquele
encontrados pelo IML, destacando-se que em uma das aliquotas analisadas,
positiva para MDMA/MDA (amostra 19), o laudo da Instituicdo havia detectado

apenas a presenca de cocaina, ressaltando a eficiéncia e maior sensibilidade do
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método CLAE/UV otimizado no presente trabalho. Duas aliquotas (27 e 28)
apresentaram uma concentragao de MDMA muito acima do valor maximo da curva
proposta, sendo necessario uma segunda analise, acrescida de uma etapa de
diluicdo, o que foi inviavel devido a pequena quantidade da amostra cedida. A
Figura 23 mostra um cromatograma obtido apds a andlise de uma das aliquotas
de urina que apresentaram MDA e MDMA, quando submetida ao método

CLAE/UV.

Tabela 12 — Identificacdo ou quantificacdo de MDA, MDMA, MDEA, anfetamina e
metanfetamina em amostras de urina cedidas pelo Instituto Médico Legal de Minas
Gerais, analisadas por CLAE/UV.

Amostra Derivados anfetaminicos (ug/mL)

MDA MDMA MDEA Anfetamina Metanfet.

19 abaixo do LQ abaixo do LQ - - -

22 - - - + -
26 0,06 0,76 - - -
27 1,95 acima de 2,0 - - -
28 1,05 acima de 2,0 - - -

(+)Presente (-)Ausente
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Figura 23 — Cromatograma obtido apds a analise de urina de usuario de drogas,
empregando-se o método CLAE/UV.

Os resultados da analise de cada um dos comprimidos apreendidos pela
Policia Civil de Minas Gerais, triados como contendo derivados anfetaminicos, e

submetidos ao método CG/DIC validado, sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Teores de MDMA, MDA e MDEA encontrados nos comprimidos
apreendidos pela Policia Civil de Minas Gerais e analisados por CG/DIC.

Comprimido MDMA (mg) MDA (mg) MDEA (mg)
01 218,3 3,3 1,5
02 49,1 Abaixo LD Abaixo LD
03 53,3 Abaixo LD Abaixo LD
04 50,0 Abaixo LD Abaixo LD

(LD ) Limite de Detecgéao

A Figura 24 mostra o aspecto fisico de um dos comprimidos analisados e a
Figura 25 apresenta o cromatograma obtido apds a analise de um desses

comprimidos (comprimido n° 1), submetidos ao método CG/DIC, validado no

presente trabalho.



Figura 24 — Fotografia de um dos comprimidos de ecstasy
(MDMA) apreendido pela Policia Civil de Minas Gerais.

& | »2MBDB
ada b w2

Figura 25 — Cromatograma obtido apdés a analise de extrato
metandlico, diluido a metade, de um dos comprimidos, de ecstasy
apreendido pela Policia Civil de Minas Gerais, empregando-se o
método CG/DIC.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, foram validados dois métodos para a identificagcao de
ecstasy e outros derivados anfetaminicos utilizando-se equipamentos de baixo
custo operacional, disponiveis em boa parte dos laboratérios forense de paises
em desenvolvimento como o Brasil. A opgdo de validar dois métodos
cromatograficos em separado, um para analise de comprimidos apreendidos e
outro para a avaliagao de amostras de urina de usuarios da droga, baseou-se na
possibilidade de contemplar tanto os laboratérios de criminalistica das Policias
Civil e Federal que, normalmente, n&do utilizam amostras biolégicas, quanto os
laboratdrios dos Institutos Médicos Legais que analisam, geralmente, as amostras
de urina dos individuos usuarios de drogas.

Apesar dos derivados anfetaminicos serem de uso proibido e apresentarem
efeitos bastante similares, a identificacdo correta da substancia presente, e nao
apenas de sua classe, é de extrema importancia, por exemplo, para uma analise
epidemioldgica do consumo de cada uma dessas drogas.

E importante lembrar que o consumo de ecstasy se caracteriza,
geralmente, pela ingestao de outras substancias ativas além do MDMA, presentes
ou nado nos comprimidos ingeridos e, por isso, especial atengdo foi dada no
sentido de validar um método capaz de identificar e quantificar, outros compostos
psicoativos como o MDA, metabdlito ativo do MDMA e o MDEA, principal principio
ativo da droga Eve. A possibilidade de identificar precisamente a droga utilizada
quando se utiliza amostras de urina, entretanto, é praticamente inviavel, uma vez

que o MDMA e MDA sao também metabdlitos do MDEA.
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A escolha da urina como amostra biolégica a ser utilizada nesse trabalho foi
justificada por algumas vantagens, citadas anteriormente, que ela oferece sobre
outras possiveis amostras bioldgicas, como sangue e saliva, por exemplo.

Diversas caracteristicas particulares dos derivados anfetaminicos levaram a
uma certa dificuldade na obtencdo de uma condicdo de resolucdo ideal, nas
condicdes analiticas adotadas no presente trabalho, dificultando a identificacédo e a
quantificacdo dos analitos de interesse, principalmente quando se empregou o
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Essas caracteristicas estao
relacionadas com a grande similaridade estrutural existente entre esses
compostos. Varias tentativas foram feitas, no presente trabalho, no sentido de se
obter uma condicdo analitica ideal sem a necessidade da etapa de derivacao
quimica utilizada. Os analitos de interesse foram inicialmente extraidos por SPE,
tanto sob condi¢des acidas, como as propostas por HERNANDEZ et al. (2001),
como basicas, conforme empregado por LEGUA et al. (1995) e FALCO et al.
(1996). As extragbes liquido-liquido como as utilizadas por COSTA & CHASIN
(2004) e SADEGUIPOUR & VEUTHEY (1997), também foram testadas, no
entanto, os melhores resultados foram obtidos pela extracdo em fase sélida em
meio basico. Mesmo assim, a inje¢do desses extratos, concentrados sob vazao de
nitrogénio e retomados com metanol, revelou uma separagdo cromatografica
inadequada, com o MDMA, MDA e o padréo interno (MBDB) sendo eluidos junto a
outros componentes presentes na urina. A adigao de tampao, par idnico e reducao
do pH na fase mével como proposto por inumeros autores (AL-DIRBASHI et al.,
2001; ANDRES et al., 2004; BRUNNENBERG et al., 1998; COSTA & CHASIN,

2004; HERNANDEZ & FALCO, 1999; SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997;
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SOARES et al.,, 2004) ndo ofereceram vantagens significativas na resolugao
cromatografica. Diversos artigos citam a utilizagdo de uma fase moével em
gradiente (FALCO et al, 1996, 1997; HERNANDEZ et al., 2001; LEGUA et al.,
1995; PISTERNICK et al., 1997; SOARES et al., 2001, 2004), entretanto, pela
inexisténcia de bombas binarias, ternarias ou quartenarias no equipamento
utilizado, somente corridas isocraticas foram testadas.

Assim, a resolugdo cromatografica inadequada e, além disso, a restrita
absorcao desses compostos frente a uma fonte de ultravioleta, especialmente em
pequenas concentragcdes como as esperadas nas amostras de urina, tornou
indispensavel o emprego de uma etapa de derivagdo quimica. Essa etapa, ao
reduzir a polaridade dos analitos de interesse, permitiu que os compostos
derivados fossem eluidos com um tempo de retencdo maior e, portanto,
separados dos interferentes urinarios presentes. Outra vantagem da etapa de
derivacao foi a capacidade que o novo composto apresentou, de absorver com
maior intensidade em comprimento de onda de 280 nm, faixa espectrofotométrica
caracterizada por uma menor interferéncia dos compostos urinarios.

E frequentemente relatada na literatura, a adicdo de uma solugdo &cida
quando o extrato anfetaminico é concentrado por evaporagao, antes da injegao
cromatografica ou de um processo de derivagdo, com o intuito de evitar ou
minimizar a perda dos compostos de interesse (BRUNNENBERG et al., 1998;
COSTA & CHASIN, 2004; LEGUA et al.,, 1995; SADEGHIPOUR & VEUTHEY,
1997; TALWAR et al., 1999). No presente trabalho essa estratégia foi inadequada
uma vez que a adicao acida reduziu a eficiéncia da etapa de derivagao que, como

mencionada anteriormente ocorreu em meio basico.
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Foram testadas varias condicdes para a realizagdo da derivagdo uma vez
que variagdes no tempo de reagao, temperatura, pH e concentragdo do agente
derivante sao fatores importantes no controle do processo de derivacdo. Sabe-se
que as aminas secundarias necessitam de maiores tempos de reagédo (em torno
de 20 minutos) do que aminas primarias (10 minutos), as rea¢gdes desenvolvidas
em temperatura ambiente apresentam resultados semelhantes aquelas ocorridas
sob aquecimento (70°C), mas as realizadas em condi¢des basicas (pH 9,0 ou
10,0) sédo mais eficientes do que as desenvolvidas em condicbes acidas. A
concentragdo do agente derivante é, também, fator importante na eficiéncia da
reacao, sendo que as concentragdes maiores (2%) produzem melhores resultados
quando comparados as proporgées menores (0,5%) (FALCO et al., 1996, 1995;
HERNANDEZ et al., 1996; LEGUA et al., 1995; TALWAR et al., 1999).

A injecédo direta do composto derivado na coluna cromatografica n&o foi
indicada, pois a literatura relata uma reducdo na vida util da coluna frente a
elevadas concentragdes do agente derivante selecionado (NQS) (FALCO et al.,
1996; HERNANDEZ et al., 1996). Desse modo, tornou-se indispensavel a
realizacao de uma etapa de extracao liquido-liquido do composto derivado, sendo
descrita a utilizacdo de n-hexano : acetato de etila (50:50) (HERNANDEZ et al.,
1996; LEGUA et al., 1995).

Diversas alteracdes foram realizadas no método de extragcdo e derivagao
proposta por LEGUA et al., 1995. A primeira modificacdo foi a adaptagcdo do
método para a determinagédo dos analitos de interesse, seguindo-se variagdes no

tipo de tampao e volume de diversos eluentes utilizados na extracdo em fase
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sélida, além da concentracéo e tempo de reagdo do reagente derivante, dentre
outras.

Ajustes finos na vazao e proporgao da fase movel foram realizados até a
obtencdo de uma separacdo adequada de todos os picos de interesse e dos
principais interferentes presentes na urina. O volume de injecado também foi
otimizado, evitando-se utilizar volumes excessivos, que poderiam causar
alargamento das bandas dos picos cromatograficos, ou volumes muito pequenos
que reduziriam a sensibilidade do método. A temperatura da coluna também foi
modificada, sem melhora na resolucido, o que era esperado, pois esse parametro
€ mais efetivo para compostos idnicos, 0 que nao era o caso.

A escolha do método cromatografico em fase gasosa, com detecgédo por
ionizagdo de chama, para a analise de comprimidos de ecstasy foi fundamentada,
inicialmente, na simplicidade da extragdo exigida e na elevada concentragdo dos
compostos de interesse normalmente encontrada nos comprimidos. Esse método,
que utiliza um detector com sensibilidade insuficiente para detectar niveis de
ecstasy esperados nas amostras de urina de usuarios (cut off de 200 ng/mL
segundo COSTA & CHASIN, 2004; TALWAR et al.,, 1999) é adequado para a
identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes nos comprimidos, que
apresentam-se, via de regra, na faixa de miligramas ou microgramas (McAVOY et
al., 1999; MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005).

Foram testadas varias condigbes cromatograficas procurando encontrar
aquelas mais adequadas para a determinacdo de MDMA, MDA, MDEA e MBDB
(padréao interno). Modificagbes na programagdo da temperatura do forno da

coluna, na vazéo da fase movel, na taxa de divisdo da injegdo (split) e no volume
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de injecdo foram testadas assim como diversos parametros do integrador,
buscando sempre um maximo da relacao sinal/ruido.

A extracdo dos analitos presentes nos comprimidos foi realizada de forma
extremamente simples e rapida, sem exigir o uso de instrumentos ou reagentes
dispendiosos, propiciando, praticamente, a obtencdo total dos compostos de
interesse. Essa constatacdo esta de acordo com o descrito na literatura por
MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI (2005). Esse método difere do proposto pelos
autores em relacdo a quantidade de comprimido e solvente (metanol) utilizado,
uma vez que no presente trabalho foi empregado proporgdes cinco vezes
menores.

Considerando que os comprimidos de ecstasy apresentam varias outras
substancias além do MDMA, que poderiam interferir na adequada identificagcao da
substancia, foi decidido trabalhar com o auxilio de um padrdo interno. E sabido
que a utilizagdo de um padrdo interno confere uma maior garantia de
reprodutibilidade ao método, ja que minimiza as variagdes que podem ocorrer em
diversas etapas, desde a extracdo quanto a oscilacdes do préprio equipamento
(detector, coluna, bomba ou vazdo dos gases). Assim, a identificacdo dos
compostos por meio do tempo de retengdo relativo ao padrao interno, garante
maior confiabilidade a analise qualitativa, enquanto a quantificacdo por meio da
relacdo de areas dos picos cromatograficos obtidos apds a analise do analito e do
padrao interno assegura uma maior qualidade dos resultados.

Uma caracteristica importante do padrao interno é sua semelhanca,
estrutural e fisico-quimica, com o analito de interesse. A MBDB classificada como

designer drug, apresenta caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a MDMA e
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MDA, mas é raramente encontrada em comprimidos de ecstasy, o que tornou o
seu uso como padrao interno nos métodos validados bastante apropriado.
Segundo COSTA & CHASIN (2004), essa substancia ainda nao foi encontrada em
comprimidos no Brasil.

A resolugdo (Rs) avalia a qualidade de separagdo entre dois picos
adjacentes, sendo apropriada um valor acima de dois (SNYDER et al., 1997).
Tanto o método por CLAE como o por CG apresentam valores de resolugcao acima
desse limite em um tempo de retengcédo aceitavel, sugerindo uma confianga na
identificacdo dos analitos de interesse. Esse fato & confirmado pelos valores
também coerentes do fator de separagao (a).

Segundo SNYDER et al. (1997), o fator de retencédo (K) de cada analito
pesquisado deve apresentar valores entre 0,5 e 20, evitando assim problemas na
separacao das substancias pesquisadas, como interferéncia de impurezas ou
disturbios da linha de base (K<0,5) ou alargamento excessivo do ultimo pico e
maiores tempos de retencdo (K>20). Esse autor afirma ainda, que o valor
preferencial de K deve estar entre 1,0 e 10, o que foi observado para os
compostos de interesse, nos dois métodos estudados.

A eficiéncia da coluna cromatografica pode ser descrita em fungdo do
numero de pratos teodricos (N), onde quanto maior esses valores, mais separados
estardo os picos presentes no cromatograma. Valores acima de 5000 séo aceitos
como apropriados para cromatografia liquida de alta eficiéncia (MEYER, 1994;
RIBANI et al., 2004; SNYDER et al., 1997) e superiores a 50000 na cromatografia
gasosa (MEYER, 1994). Os dois métodos validados no presente trabalho

apresentaram valores de N bem acima do limite estabelecido.
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Todos os dados obtidos no presente trabalho atestam, portanto, uma
adequada separacao das substancias analisadas tanto por CLAE quanto por CG.

Outro parametro analitico essencial, especialmente em se tratando de
analise forense é a seletividade ou especificidade do método, pois a identificagao
errbnea (falso positivo ou falso negativo) de uma substéancia ilicita pode levar a
enormes prejuizos tanto aos individuos suspeitos de comercializar ou utilizar
essas substéncias como ao Estado. Os resultados dos testes de seletividade
realizados (item 5.2.1) indicaram que as duas matrizes utilizadas n&o
apresentaram qualquer tipo de interferéncia com a identificagdo dos analitos de
interesse. A adequada seletividade dos métodos foi confirmada frente as diversas
substancias testadas como possiveis interferentes, sejam esses outros derivados
anfetaminicos ilicitos (anfetamina, metanfetamina) ou legais de uso proscrito
(femproporex e anfepramona). As eventuais interferéncias do acido hipurico, que
pode ser formado na biotransformacao da anfetamina e excretado pela urina e de
diversos estimulantes, como efedrina e derivados, cafeina e epinefrina, assim
como de adulterantes e associagbes (barbituricos, paracetamol &cido
acetilsalicilico) e de drogas nédo anfetaminicas com similaridade de efeitos
(cocaina) também foram pesquisados e nao se confirmaram. A escolha das
substancias pesquisadas como possiveis interferentes foram feitas apds consulta
a diversos artigos publicados na literatura (COSTA & CHASIN, 2004; MAURER et
al., 2000; PARROT, 2004, 2005; RODRIGUES, 2005; SADEGHIPOUR et al.,
1997b; SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997; SOARES et al., 2004).

A faixa de linearidade estudada para os dois métodos apresentou uma

baixa dispersdo dos conjuntos de pontos experimentais, sugerindo resultados
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diretamente proporcionais as concentracdes dos analitos pesquisados. Tal fato é
justificado pela proximidade da unidade do coeficiente de determinacdo (R?),
sendo sempre superior a 0,99 tanto para o método CLAE/UV como para CG/DIC.
As faixas de linearidade apresentam-se adequadas as concentracdes urinarias
esperadas apdés a administracdo dessas drogas conforme citado na literatura
especializada (COLE & SUMNALL, 2003a; FALCO et al., 1995, 1996;
HERNANDEZ et al., 1996; KALANT, 2001; LEGUA et al., 1995; MAS et al., 1999;
TALWAR et al., 1999) e aquelas presentes na maioria dos comprimidos
apreendidos (BURGESS et al, 2000; MAYFRANK & DAWMANN, 2006b;
McAVOY et al., 1999; MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005; PARROTT, 2004).

Algumas faixas lineares descritas para as analises de anfetamina e
metanfetamina, apos derivacdo com NQS e analise por CLAE/UV em coluna de
fase reversa e eluigdo em gradiente, apresentaram um limite superior de 4,0
pMg/mL (HERNANDEZ et al.,, 1996; LEGUA et al., 1995). No presente trabalho
optou-se em adotar como limite superior da faixa de linearidade a ser estudada,
um valor de 2,0 ug/mL, uma vez que amostras com valores superiores poderiam
ser diluidas e perfeitamente quantificadas.

Outras faixas de linearidade encontradas na literatura foram as citadas por
FALCO et al. em 1995 (0,47 a 9,42 pg/mL para anfetamina e metanfetamina) e
TALWAR et al. em 1999 (0,25 e 3,5 yg/mL para anfetamina, MDMA, MDA e
MDEA), ambos trabalhando com coluna de fase normal e derivacdo com NQS. Ja
em 1996, FALCO et al. analisaram anfetamina e metanfetamina em coluna de fase

reversa e eluicdo em gradiente, apds derivagédo associada a etapa de extragcdo em
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SPE, encontrando uma faixa de 0,9 a 9,5 uyg/mL para anfetamina e 3,0 a 30 ug/mL
para metanfetamina.

Em relacdo ao método CG/DIC, a faixa de resposta linear encontrada para
MDMA, MDA e MDEA (1,0 a 500,0 ug/mL) apresentou-se bem mais ampla do que
aquelas citadas na literatura para as trés substancias (30,0 a 500,0 pg/mL por
McAVQY et al. (1999) e 0,6 a 160,0 pg/mL por MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI
(2005)).

Varias referéncias bibliograficas foram consultadas no sentido de obter-se a
maneira mais adequada para se estabelecer os limites de detecgcdo e
quantificacdo dos dois métodos validados. Ao final, foi decido adotar a maneira
relatada por CHASIN et al. (1998) de definir um sinal eletrbnico como sendo
aquele, efetivamente, gerado pela menor concentracdo dos compostos de
interesse, apds serem submetidos aos métodos analiticos selecionados. O sinal
definido como sendo gerado pelo LD foi aquele que apresentou variagdo maxima
de 25%. A escolha de uma variagdo bem superior a precisdo analitica dos
métodos cromatograficos validados foi justificada pelo objetivo primordial das
analises de drogas, qual seja, detectar a presenga das mesmas, mesmo quando
essas nao podem ser quantificadas.

Nao foi possivel comparar os resultados de LD encontrados no método
CLAE/UV com os dados da literatura, uma vez que a maioria destes valores foi
obtida para anfetamina e metanfetamina e em condigdes cromatograficas distintas
das utilizadas no presente trabalho.

LEGUA et al. (1995) obtiveram LD de 0,004 pg/mL para anfetamina e 0,002

pg/mL para metanfetamina, HERNANDEZ et al. (1996) relataram um LD de 0,025
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ug/mL para anfetamina e 0,05 ug/mL para metanfetamina e FALCO et al. (1996),
um limite de 0,1 pg/mL para anfetamina e 0,4 pg/mL para metanfetamina.

TALWAR et al. (1999) determinaram um LD para MDMA e MDA igual a
0,075 ug/mL, trabalhando com coluna cromatografica de fase normal.

Empregando-se a CG/DIC, MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI (2005) relatam
LDs de 0,5 pg/mL para a MDMA, 1,0 pg/mL para MDA e 0,5 pg/mL para MDEA.
Os resultados encontrados pelo método CG/DIC validado, encontram-se proximos
aqueles relatados na literatura consultada (MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005).

Esses dados de LD demonstram que o método CLAE/UV padronizado é
passivel de ser empregada como técnicas de confirmagao da presengca de MDMA
e outros derivados anfetaminicos em urina de usuarios uma vez que segundo
COSTA & CHASIN (2004) e TALWAR et al. (1999), espera-se um cut off de 200
ng/mL nesse tipo de amostra biolodgica de individuos que fizeram uso, recreacional
ou nao, dessas substancias ilicitas. O mesmo pode ser dito para o método
GC/DIC, em relagdo aos comprimidos, posto que segundo MITREVSKI &
ZDRAVKOVSKI (2005) e McAVOY et al. (1999), uma sensibilidade analitica capaz
de detectar tragos (microgramas) da substancia, é suficiente para uma adequada
analise desses comprimidos.

Como especificado anteriormente, os valores de LQ também nao puderam
ser comparados com a literatura. LEGUA et al. (1995) e HERNANDEZ et al.
(1996), por exemplo, analisando anfetamina e metanfetamina encontraram LD de
0,3 pg/mL e 0,4 ug/mL respectivamente, utilizando cromatografia liquida e
deteccdo de ultravioleta em eluicdo em gradiente. TALWAR et al. (1999)

encontraram limites de quantificacdo na analise de MDMA (0,145 pug/mL), MDA
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(0,115 pg/mL) préximos aos obtidos nesse estudo, mesmo tendo os autores
trabalhado com coluna cromatografica de fase normal. Esses dados podem indicar
certa equivaléncia entre esses dois tipos de coluna. COSTA (2004) encontrou
limites de quantificagdo de 0,02 pg/mL para MDMA e 0,015 ug/mL para MDA
utilizando detector de fluorescéncia, que segundo a literatura, € mais sensivel para
a identificagao de derivados anfetaminicos que o detector de ultravioleta.

E importante destacar, portanto, a significativa vantagem do método
CLAE/UV proposto ao identificar e quantificar MDMA e MDA, assim como a
identificar anfetamina, metanfetamina e MDEA, utilizando-se coluna de fase
reversa e eluigdo isocratica, condigbes cromatograficas de menores custos.

Em relagdo ao LQ estabelecido para métodos que utilizam CG, foram
relatados valores de 1,2 pg/mL para MDMA e MDE e de 2,0 yg/mL para MDA
(MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005) e de 30,0 ug/mL (McAVOQY et al., 1999), ou
seja, limites superiores aos encontrados no presente trabalho (1,0 yg/mL para
MDMA, MDA e MDEA), mostrando uma maior sensibilidade do método proposto.

A precisdo de ambos os métodos foi avaliada a partir do coeficiente de
variacdo das areas relativas, seja em condi¢des iguais (intraensaio) ou alterando-
se alguma condigdo inicial, como o periodo de tempo entre as analises
(interensaio). Limites de 20% (COSTA & CHASIN, 2004) para CLAE ou 10%
(MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005) para CG foram estipulados e perfeitamente
obtidos, sendo assim aceitos como valores adequados as analises forenses. A
aceitacdo de coeficientes de variacdo mais elevados no método CLAE/UV, é

justificavel pela a presenca de baixas concentragdes dos analitos normalmente
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encontradas nas amostras urinarias dos usuarios (CHASIN et al.,, 1994, 1998;
RIBANI et al., 2004) e condizentes com os objetivos do presente trabalho.

Como esperado, valores menores de CV foram obtidos para a
caracterizagcao dos derivados anfetaminicos presentes em comprimidos, fato
claramente justificado pela consideravel maior quantidade das substancias
encontradas nesse material.

Pequenas modificagdes nos parametros estabelecidos em cada método
foram realizadas, sendo que nenhuma das citadas foi capaz de alterar
significativamente a identificacdo ou quantificagdo dos analitos. Variagdes nas
propor¢gdes do solvente organico, na vazdo da fase médvel ou no controle da
temperatura da coluna/forno nao alteraram a qualidade dos resultados, sugerindo
uma robustez adequada dos dois métodos, caracteristica indispensavel para o
controle da precisao analitica.

A eficiéncia da extracao foi determinada de acordo o proposto por CHASIN
et al. (1994), comparando-se os valores das areas dos picos obtidos pela injegao
de pools de urina enriquecidos antes e apds a extracdo em fase sdlida. E
desejado que valores de recuperagao sejam sempre proximos de 100%, indicando
minimas perdas durante o tratamento das amostras. Entretanto, porcentagens de
recuperacao variaveis entre 70 a 120%, sao aceitas quando se trabalha com
matrizes mais complexas, métodos com varias etapas analiticas, baixas
concentragdes do analito na matriz bioldgica e, principalmente, quando as demais
figuras de mérito ndo sdo comprometidas (RIBANI et al., 2004). Assim, a validagao
por cromatografia liquida apresenta recuperacéo satisfatéria (sempre acima de

80%), o que pode ser comprovado pela concordancia dos valores com outros
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trabalhos (FALCO et al., 1995; 1996; LEGUA et al., 1995; TALWAR et al., 1999).
Esse parametro nao foi avaliado por cromatografia gasosa devido a auséncia de
uma etapa de extracdo que poderia ser fonte de perda dos analitos de interesse.
Outro ponto que determinou a ndo realizacdao do estudo de recuperagdo na
analise de comprimidos foram as elevadas concentracdes encontradas nos
comprimidos 0 que exigiria a elaboragdo de solugdes padrbes de elevadas
concentracbes o que foi inviavel em funcdo da dificuldade encontrada na
importacao dos padrdes.

E desejado que uma amostra apresente resultados confidveis e
reprodutiveis por certo periodo de tempo, sob determinadas condi¢des, ou seja, é
desejavel que a estabilidade quimica dos analitos seja suficiente para que o
armazenamento das amostras possa ser feito com seguranga, especialmente em
toxicologia forense, onde a realizagdo de contra-provas séo frequentes. Segundo
COSTA & CHASIN (2004), uma variacédo de até 20% no resultado analitico é
aceitavel para cada substancia de interesse. O presente trabalho avaliou a
estabilidade dos analitos de interesse adicionados em amostras de urina sob
ciclos de congelamento (-18 °C) e descongelamento (temperatura ambiente),
durante 27 dias. Os resultados encontrados mantiveram-se dentro da variagao
estabelecida como adequada (20%).

A aplicagdo da metodologia proposta para identificacdo de MDMA e MDA
em amostras de urina por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
ultravioleta indica uma adequada capacidade em identificar usuarios tanto de
ecstasy (MDMA) como de eve (MDEA) ou de love pill (MDA). Segundo SOARES

et al. (2004), MDMA e MDA estdo presentes na urina em uma ampla faixa de
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concentragdo, variando de algumas centenas a milhares de nanogramas por
mililitros, sendo essa faixa coberta pelo método validado. Os resultados
encontrados no presente trabalho, ao analisar as aliquotas de urina cedidas pelo
IML confirmam essa afirmativa. Todos os resultados encontrados nas amostras de
urina analisadas foram concordantes com os dos laudos prévios do IML. Na
amostra enviada sob o numero 19 inclusive, a presenca de MDMA/MDA foi
detectada, embora as técnicas de triagem e confirmagdo empregadas pelo IML
ndo tenham tido sensibilidade capaz de detecta-la. E importante destacar os
resultados encontrados nas amostras identificadas com os numeros 27 e 28. A
concentracdo de MDMA presente nas mesmas foi superior ao valor maximo
estabelecido nas curvas de linearidade e analitica do presente trabalho.
Considerando que uma diluigdo com fase modvel (2 vezes) foi insuficiente para
incluir a concentracdo de MDMA nas faixas uteis dessas curvas, optou-se em
manter para as duas aliquotas, na Tabela 12, o valor “acima de 2,0 yg/mL” ou
seja, acima do valor maximo estabelecido na curva analitica do presente trabalho.

A aplicagado da metodologia validada para identificagdo de ecstasy e outros
derivados anfetaminicos em comprimidos apreendidos nas ruas pela Policia Civil
de Minas Gerais, utilizando-se a cromatografia gasosa com detector de ionizagao
de chama, apresentou-se amplamente adequada aos objetivos propostos. A
obtencdo de picos semelhantes aos padrdes, cromatogramas limpos e a pré-
anadlise por espectrometria de massas endossam a qualidade do método
desenvolvido. O método possibilitou a obtencdo de uma curva analitica com uma

ampla faixa linear, capaz de detectar com precisdo tanto concentragdes tracos
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(MDA e MDEA no comprimido 01) quanto concentragbes mais elevadas do que
aquelas rotineiramente encontradas nesses comprimidos de rua.

Os valores de MDMA encontrados nos comprimidos analisados foram em
torno de 50,0 mg, quantidade semelhante as encontradas em comprimidos
analisados em outros estudos (BURGESS et al., 2000; MAYFRANK &
DAWMANN, 2006b; PARROTT, 2004). Excecao foi encontrada em relagdo ao
comprimido numero 01 que apresentou um valor extremamente elevado e
inesperado de MDMA. Na analise desse comprimido, pode ser confirmada a
adequagao do método cromatografico validado uma vez que, apés diluicdo (2
vezes) do extrato com metanol, a quantificacdo do MDMA foi perfeitamente
possivel.

Ressalta-se, portanto, a importancia da identificacdo da presenca desses
derivados anfetaminicos tanto em amostras biolégicas (indicadoras de uso),
quanto em comprimidos (indicadoras de comeércio ilegal), auxiliando de forma
unica o trabalho da policia na identificacdo de usuarios de drogas, no
esclarecimento de 6bitos e no combate ao narcotrafico. E importante ressaltar
novamente, a presenca de diversas outras substdncias nos comprimidos
traficados como ecstasy, além da grande variagdo na quantidade dos derivados
anfetaminicos presentes nos mesmos. Esses comprimidos sdo produzidos de
maneira pouco controlada, possibilitando a ocorréncia de inUmeras interagdes e
consequentemente, o aparecimento de efeitos imprevisiveis, tanto do ponto de

vista biologico quanto analitico.
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7 CONCLUSOES

Apods a realizacao do presente trabalho pode-se concluir:

- Tanto o método validado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo UV, quanto por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de
chama, apresentaram parametros de desempenho condizentes aos objetivos do
trabalho.

- A MDMA e MDA apresentaram estabilidade quimica em aliquotas
enriquecidas, o que indica a possibilidade do uso de amostras urinarias em
eventuais exames de contra-prova exigidos em analises forenses como as
mencionadas no presente trabalho.

- Os niveis de MDMA em aliquotas de urina dos usuarios variou de tracos
(abaixo LQ) a valores superiores a 2,0 pyg/mL (acima da limite superior da faixa
linear do método.

- Os valores de MDA em aliquotas de urina dos usuarios variou de tracos
(abaixo LQ) a 1,95 pg/mL.

- A determinacdo de drogas nas aliquotas de urina de usuarios, analisadas
sem prévio conhecimento do laudo médico-legal, foi completamente concordante
com os resultados expressos nos mencionados laudos.

- Os teores de MDMA em comprimidos apreendidos variaram de 49,3 a
218,3 mg/comprimido.

- Os baixos custos operacionais e a possibilidade de ser realizado na

maioria dos laboratérios forenses de médio porte de paises em desenvolvimento
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como o Brasil, justificam a etapa de derivacéo exigida para a analise dos analitos
em urina, utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo no
ultravioleta.

- Os dois métodos validados podem ser utilizados como métodos
confirmatérios em laboratérios forenses, integrando laudo toxicolégico, na

auséncia do detector de massas acoplado aos aparelhos cromatograficos.
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	Figura 2 – Estrutura química de outros derivados anfetamínicos comumente encontrados em comprimidos de ecstasy apreendidos nas ruas.            10
	O uso abusivo de anfetaminas e seus derivados, que representam a maior classe de estimulantes do sistema nervoso central, vêm aumentando dramaticamente nos últimos anos em diversas regiões do mundo, especialmente em relação à utilização do ecstasy (3,4-metilenodioximetanfetamina) (COLE & SUMNALL, 2003a; COSTA & CHASIN, 2004; LAPACHINSKE, 2004; MITREVSKI & ZDRAVKOVSKI, 2005; PARROTT, 2005; SOARES et al., 2004). Segundo dados da Organização das Nações Unidas (ONU), existem, atualmente, 8,3 milhões de usuários de ecstasy no mundo, um aumento de 84,4% em relação aos números divulgados em 2000, que registravam 4,5 milhões de usuários na década passada. A ONU estimou ainda, que cerca de 1,4 milhões de comprimidos de ecstasy são produzidos anualmente no mundo (média de 168 comprimidos por usuário) sendo os Estados Unidos e a Europa os maiores produtores e consumidores da droga no mundo (UNODC, 2003). 
	A situação é preocupante, também, no Brasil. Em 2004, foram apreendidos 82 mil comprimidos no Rio de Janeiro, quantitativo significativamente superior aos 72 mil comprimidos recolhidos no ano anterior (MONKEN, 2005). Durante o primeiro semestre de 2003, mais de 55 mil comprimidos de ecstasy foram apreendidos em São Paulo (COSTA & CHASIN, 2004). Em abril de 2005, foram apreendidos 30 mil comprimidos na bagagem de um jovem que desembargava no Brasil, vindo da Holanda (MONKEN, 2005; CARUSO & JESUS, 2005). Durante o período de janeiro a março de 2005, a Polícia Federal apreendeu 31.623 comprimidos da droga no Brasil (POLÍCIA FEDERAL, 2006).
	O ecstasy é uma droga geralmente utilizada de forma grupal, sendo que seus consumidores são basicamente jovens de classe média-alta e alta (COSTA & CHASIN, 2004; LAPACHINSKE, 2004; SARDINHA & GARCIA, 2000). Pode ser administrada de forma isolada ou, na maioria das vezes, associada com inúmeras outras drogas, como álcool, cocaína, maconha e até benzodiazepínicos (LAPACHINSKE, 2004; PARROTT, 2004; SCHIFANO, 2004; SOARES et al., 2004). 
	As análises de amostras de ecstasy apreendidas nas ruas evidência a presença de MDMA (3,4 metilenodioximetanfetamina) e outras feniletilaminas, como MDA (3,4 metilenodioxianfetamina), MDEA (3,4 metilenodioximetiletilanfetamina ou eve), MBDB (N-metilbenzodioxazolilbutamina) e 2C-B (4 bromo-2,5 dimetoxifenilamina), considerados entactógenos, produzindo sensações de euforia, ânimo e um aumento da comunicação, justificando sua crescente popularidade como drogas de raves (MAURER et al., 2000; SOARES et al., 2004).
	A pesquisa forense de drogas preconiza a utilização de dois métodos analíticos seletivos e independentes para a identificação confiável dessas substâncias na matriz suspeita (PIETTE & PARMENTIER, 2002). Geralmente a matriz suspeita é submetida a um teste mais simples e rápido (triagem) que apresenta, entretanto, baixa especificidade que pode acarretar inúmeros resultados falsos positivos (ENSSLIN et al., 1996; KINTZ et al., 2006; MAURER et al., 2000; NAKASHIMA, 2005; SADEGHIPOUR et al., 1997a, 1997b; SCHWARTZ & MILLER, 1997; TALWAR et al., 1999). Em função disso, quando a triagem apresenta um resultado positivo para a droga analisada, um segundo método mais confiável é aplicado para a confirmação da suspeita levantada. 
	As análises de triagem dos derivados anfetamínicos, em muitos laboratórios de toxicologia forense, são feitas por meio de técnicas de imunoensaios, geralmente, rápidas e simples, mas que apresentam diversas reações cruzadas (TALWAR et al., 1999). Os métodos de confirmação da presença dos derivados anfetamínicos são, geralmente, cromatográficos. Essas técnicas são mais confiáveis e específicas para a identificação e quantificação dos derivados anfetamínicos, entre eles o ecstasy. Dentre elas, a mais apropriada para a identificação dessas drogas, é a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) ou gasosa (CG), utilizando-se detector de espectrometria de massas (LORD & PAWLISZYN, 1997; TAGLIARO et al., 2000; TALWAR et al., 1999; WOOD et al., 2005). De um modo geral, um método analítico deve ser de simples e rápida execução operacional, apresentar seletividade adequada para o analito de interesse, demonstrar satisfatória capacidade de detecção e quantificação, ser preciso e exato, além de apresentar um baixo custo financeiro (CHASIN et al., 1994, 1998).
	O uso de um detector de massas acoplado a um cromatógrafo, a gás ou a líquido, eleva significativamente o custo da aquisição e da manutenção desses aparelhos tornando, muitas vezes, inviável a sua aquisição pela maioria dos laboratórios de países em desenvolvimento.
	A validação de métodos analíticos que utilizam equipamentos de menor custo, mas mantenham os fundamentos básicos de confiabilidade e praticidade é, portanto, bastante relevante. Assim, o presente estudo vem buscar a validação de dois métodos cromatográficos, que utilizam equipamentos de menores custos e que mantenham as características exigidas em uma análise toxicológica, quali e quantitativa.
	As técnicas selecionadas para serem validadas no presente trabalho foram a cromatografia gasosa capilar com detecção por ionização de chama (CG/DIC), para a análise da droga em comprimidos e a cromatografia líquida de alta eficiência com detecção espectrofométrica na região do ultravioleta (CLAE/UV) para a identificação das substâncias em amostras de urina de usuários da droga. 
	Esses dois métodos podem ser considerados quase como métodos universais em análises toxicológicas, aumentando a possibilidade de serem executados em laboratórios de pequeno e médio porte de países em desenvolvimento como o Brasil.
	Essa suposta qualidade atual dos comprimidos é, entretanto, bastante contestada por vários autores, que descrevem a continuação da presença de diversas sustâncias nos comprimidos de ecstasy. Segundo esses autores, análises de amostras de ecstasy apreendidas nas ruas evidência a presença de MDMA e outras feniletilaminas, como MDA, MDEA, MBDB, anfetamina, metanfetamina, 2C-B (4-bromo-2,5 dimetoxifeniletilamina), DOB (2,5-dimetoxi-4-bromoanfetamina) e DOM (2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina) (Figura 2), além da identificação de cafeína, ácido acetilsalicílico, paracetamol, efedrina, pseudoefedrina, norepinefrina, cocaína, ketamina, metadona, morfina, bromomazepam, diazepam, flunitrazepam, dentre outros (COSTA & CHASIN, 2004; MAURER et al., 2000; SADEGHIPOUR et al, 1997a, 1997b; SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997; SOARES et al., 2004). Neste contexto, pode-se observar que não é apropriado considerar o termo ecstasy como sinônimo de MDMA, embora essa substância seja o principal componente da droga (COLE & SUMNALL, 2003b).
	 Figura 2 – Estrutura química de outros derivados anfetamínicos comumente encontrados em comprimidos de ecstasy apreendidos nas ruas (adaptado de KRAEMER & MAURER, 1998; MAURER et al., 2000; SADEGHIPOUR et al, 1997a, 1997b; SADEGHIPOUR & VEUTHEY, 1997). 
	No Brasil, a MDMA é considerada uma substância de uso proscrito pela Portaria da Secretaria de Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde de n° 344 de 12 de maio de 1998 (LAPACHINSKE, 2004). Segundo a direção do DENARC (Departamento de Narcóticos) de São Paulo, o ecstasy vem, também no país, sendo incorporado a “novos coquetéis”, como o sixtasy, uma mistura de ecstasy, maconha, cocaína, LSD, xarope expectorante, viagra e água (RODRIGUES, 2005).
	Em abril de 2005, uma mega operação envolvendo a polícia de diversos países resultou na apreensão de 5 milhões de comprimidos (aproximadamente 1 tonelada da droga) no Porto de Melbourne, Austrália, considerado um dos maiores consumidores do mundo (RANGEL & PRAGEL, 2005). Nesse mesmo período, foram apreendidos 30 mil comprimidos na bagagem de um jovem que desembargava no Brasil, vindo da Holanda, país apontado como o principal fornecedor da substância (CARUSO & JESUS, 2005; MONKEN, 2005). Em 2004, foram apreendidos 82 mil comprimidos no Rio de Janeiro, total significativamente superior aos 72 mil, em 2003 (MONKEN, 2005). Durante o primeiro semestre de 2003, mais de 55 mil comprimidos de ecstasy foram apreendidos em São Paulo (COSTA & CHASIN, 2004). Durante o período de janeiro a março de 2005, a Polícia Federal apreendeu 31.623 comprimidos da droga no Brasil (POLÍCIA FEDERAL, 2006). 
	O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar dois métodos analíticos, um para a determinação conjunta dos derivados anfetamínicos 3,4-metilenodioxidometanfetamina (MDMA, “ecstasy” ou “Adam”) e 3,4-metilenodioxidoanfetamina (MDA), em amostras de urina, utilizando-se a cromatografia líquida de alta eficiência com detector de ultravioleta (CLAE/UV) e o outro para a análise de MDMA, MDA e 3,4-metilenodioxidoetilanfetamina (MDEA, MDE ou “eve”), em comprimidos, utilizando-se a cromatografia em fase gasosa com detector de ionização de chama (CG/DIC).
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