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RESUMO

O uso abusivo de drogas tornou-se um problema de abrangéncia mundial que traz graves
consequiéncias para os usuarios e para a sociedade. Drogas ilicitas como cocaina, maconha, etc. e
licitas como medicamentos de uso controlado estdo relacionadas com mortes envolvendo
overdoses, intoxicacOes, acidentes automobilisticos, homicidios e suicidios. Neste contexto, o
desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e de baixo custo € de suma importancia na
avaliagdo destes casos. No presente trabalho foram desenvolvidos meétodos analiticos
empregando a extracdo sdlido-liqguido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) e/ou
extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e andlises por técnicas
cromatogréficas acopladas a espectrometria de massas. A técnica de ELL-PBT faz uso de um
solvente hidrofilico (acetonitrila) que é separado da fase aquosa por abaixamento da temperatura
(-20°C). Por este método é possivel a obtencdo de extratos limpos, mesmo em matrizes
complexas, sem a necessidade de etapa posterior de purificacéo.

O presente trabalho consta de trés partes. Na primeira parte o procedimento de ELL-PBT
foi aplicado para a determinacdo de cinco benzodiazepinicos em amostras de urina por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. O método foi otimizado obtendo-se
recuperacOes que variaram entre 61,3 e 100,4 %. Os ensaios de validacdo apresentaram baixos
limites de deteccdo (1 a 5pgL™), boa precisdo com coeficiente de variacdo (CV) inferior a
12,5 % e exatiddo entre 72,9 a 116,6%. O método foi aplicado a duas amostras reais de usuarios
de diazepam, sendo possivel a determinacdo ndo apenas deste principio ativo, como também do
seu metabdlito, o oxazepam.

Na segunda parte, o procedimento de ELL-PBT e ESL-PBT foi otimizado para
determinagcdo de cocaina em matrizes bioldgicas, tais como figado, urina e sangue por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os métodos foram validados
apresentando baixos limites de deteccdo e quantificagéo, e precisdo inferior a 13,4 %. Os ensaios
de adicgdo e recuperacdo avaliados na exatiddo do método variaram de 69,2 a 81,9 % na matriz de
sangue; 92,6 a 95,7 % em urina e de 95,1 a 100,4 % no figado. Os métodos validados foram
aplicados com sucesso a amostras de matrizes bioldgicas de periciados post-mortem. Tais
amostras consistiram de 8 amostras de figado, 5 amostras de urina e 5 amostras de sangue obtidas

em parceria com o Instituto Médico Legal de Minas Gerais.
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Na Gltima parte, uma avaliacdo dos constituintes organicos e inorganicos foi feita em
amostras de “cocaina de rua” apreendidas nos estados de Minas Gerais e Amazonas. Compostos
orgénicos tais como cocaina, cafeina, lidocaina e benzocaina foram quantificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Constituintes inorganicos como Ca,
Mg, Na, K, P, Al, Fe, Mn, Co, Cu, Cr, Mo, Ni, Pb e Zn foram determinados por espectrometria
de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) enquanto os &nions nitrato,
cloreto, nitrito, brometo, fluoreto e sulfato foram determinados por cromatografia idnica. A
pureza da cocaina nas amostras apreendidas em Minas Gerais variou de 6,4 a 75,3%. Essas
amostras apresentaram um grau de adulteracdo maior do que amostras apreendidas no estado do
Amazonas. A cafeina foi o adulterante mais comum das amostras apreendidas em Minas Gerais,
sendo encontrado em 76% das mesmas, seguido pela lidocaina (66,7%). Correlagdes de Pearson
foram obtidas com o objetivo de relacionar os constituintes organicos e inorganicos com 0s

processos de adulteracdo e diluicdo das amostras de cocaina de rua.

Palavras Chave: Benzodiazepinicos, cocaina, drogas de abuso, extracdo liquido-liquido com

particdo em baixa temperatura, matrizes bioldgicos, GC-MS, LC-MS.
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ABSTRACT

Drug abuse has become a worldwide problem which has serious consequences for users
and society. Illicit drugs such as cocaine, cannabis, etc, and the licit ones such as prescription
drugs, are related to overdoses, poisonings, car accidents, homicides, and suicides. In this
context, the development of sensitive and low cost analytical methods is important in evaluating
these cases. In this study, analytical methods employing solid-liquid extraction with partition at
low temperature (SLE-LTP) and liquid-liquid extraction with partition at low temperature (LLE-
LTP) and analysis by chromatographic techniques coupled with mass spectrometry have been
developed. The LLE-LTP technique uses a hydrophilic solvent (acetonitrile) which is separated
from the aqueous phase by lowering the temperature (-20 °C). By using this method, it is possible
to obtain clean extracts, even in complex matrices without clean-up step.

The work consists of three parts. In the first part, the LLE-LTP procedure was applied to
determine five benzodiazepine compounds in urine samples by using liquid chromatography
coupled with mass spectrometry. Recoveries ranging between 61.3 and 100.4% were obtained. In
the validation tests, low detection limits (1-5 mg L™), good precision with coefficients of
variation (CV) less than 12.5% and accuracy from 72.9 to 116.6% was obtained. The method was
applied to two samples of users of diazepam. It was possible to find out not only the active
ingredient, but also its metabolite oxazepam.

In the second part, the LLE-LTP procedure was optimized to detect cocaine in biological
matrices such as liver, blood and urine by gas chromatography-mass spectrometry. The methods
were validated and presented low limits of detection and quantification. The variation coefficient
obtained in the precision assays was less than 13.4%. The addition and recovery tests assessing
the accuracy of the method ranged from 69.2 to 81.9% in the matrix of blood, from 92.6 to 95.7%
in urine and 95.1 to 100.4% in the liver. The validated method was successfully applied to real
samples of biological matrices of post-mortem examined individuals. These samples consisted of
8 liver samples, 5 urine samples and 5 blood samples.

In the last part, an evaluation of organic and inorganic constituents was made on samples
of "street cocaine" seized in the states of Minas Gerais and Amazonas. Organic compounds such
as cocaine, caffeine, lidocaine, and benzocaine were quantified by gas chromatography-mass

spectrometry. Inorganic constituents such as Ca, Mg, Na, K, P, Al, Fe, Mn, Co, Cu, Cr, Mo, Ni,
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Pb and Zn were determined by inductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-
OES). Anions nitrate, chloride, nitrite, bromide, fluoride, and sulfate were determined by ion
chromatography. The purity of cocaine seized in the Minas Gerais samples ranged from 6.4 to
75.3%. These samples are more adulterated than samples seized in the state of Amazonas.
Caffeine was the most common adulterant in seized samples of Minas Gerais, being found in
76% of them, followed by lidocaine (66.7%). Pearson correlations were obtained to try to relate
the organic and inorganic constituents with the processes of adulteration and dilution of street

samples of cocaine.

Keywords: Benzodiazepines, cocaine, drug abuse, liquid-liquid extraction with partition at low

temperature, biological matrices, GC-MS, LC-MS

Xiv



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

Figura 2.4

Figura 2.5

Figura 2.6

Figura 2.7

Representacdo esquematica da técnica ESI (Fonte: Kebarle & Peschke,

Representacdo esquematica do funcionamento do espectrdmetro de

massas ion-trap — time-of-fligth (Fonte: Shimadzu, 2007)...........cc.cccuen.... 13
Estrutura quimica geral das trés subclasses de benzodiazepinicos............ 23
Estrutura geral dos benzodiazepinicos CIASSICOS...........ccccevviviereieeriennen, 24

Estrutura quimica dos benzodiazepinicos investigados (a) diazepam, (b)
clonazepam, (c) lorazepam, (d) oxazepam, (e) clordiazepoxido (padréo

interno) e (f) bromazepam.........ccccveveieeiieiiee e 25

Processos de biotransformacao do diazepam (Drummer, 2002)............... 28

Cromatograma de uma mistura de benzodiazepinicos (1 mg L™) obtido
por HPLC-PDA. Picos: 1 clordiazepoxido; 2 bromazepam; 3 oxazepam;

4 lorazepam; 5 clonazepam € 6 diazepam.........cccoceeveiieerienienesiesesiee e 36

Cromatograma de ions extraidos do cromatograma de ions totais para
0s benzodiazepinicos: a) diazepam, (b) clonazepam, (c) lorazepam, (d)

oxazepam, (e) chlordiazepoxido (PI), (f) bromazepam..........cccccccerennnn. 37

Influéncia do tipo de congelamento e do aumento da forca idnica na
extracdo simultanea de diazepam, clonazepam lorazepam, oxazepam e

0] (0] 00 V4] o Ly o SRS 39

XV



Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 3.5

Figura 3.6

Figura 3.7

Figura 3.8

Figura 3.9

Figura 3.10

Cocaina e metabolitos: cocaetileno (COE), norcocaina (NOR),
benzoilecgonina (BZE), ecgonina (ECG) e ecgonina metil éster (EME)
(Fonte: Janicka et al., 2010)........cccuimiiiriiiee s

Cromatograma de uma solucdo padrdo de cocaina na concentracdo de
Grafico de Pareto obtido a partir do planejamento fracionério 2** para
otimizacdo da extracdo de cocaina na matriz de figado.............cccovevvenene

Gréafico de Pareto obtido a partir do planejamento fracionario 2** para

otimizacdo da extracdo de cocaina na matriz de Urina.............cccceeevervenen.

Gréfico de pareto obtido a partir do planejamento composto central para

otimizacdo da extracdo de cocaina da matriz de figado..............ccoveevenene

Gréfico de superficie de resposta obtida do planejamento composto

central em amostra de figado...........cceveiiiiiiiiii e

Gréfico de pareto contendo a andlise dos efeitos avaliados no

planejamento composto central da matriz de urina...........ccoceeveveiveriennnns

Gréfico de superficie de resposta obtida do planejamento composto

central @M amMOSIA A UINA.......oouee e e e e e e e eeaee s

Gréfico de pareto obtido do planejamento composto central da ELL-
PBT da COC €M SANQUE.......eeiveeieeirieiiieieeeieessaee e eaaesieesreesseesseesseesseesneens

Gréfico de superficie de resposta obtida do planejamento composto

central em amosStra de SANQUE........ccvevieiieiiesie e estee e e e see e

50

64

66

67

68

69

70

71

73

XVi



Figura 3.11

Figura 3.12

Figura 3.13

Figura 3.14

Figura 3.15

Figura 3.16

Figura 3.17

Figura 4.1

Figura 4.2

Cromatogramas do extrato do branco da matriz de figado (a) e do

extrato da matriz previamente fortificada com 25 ng g™* de cocaina (b)...

Cromatogramas do extrato do branco da matriz de urina (a) e do extrato

da matriz previamente fortificada com 10 pg L™ de cocaina (b)...........

Cromatogramas do extrato do branco da matriz de sangue (a) e do

extrato da matriz previamente fortificada com 10 pg L™ de cocaina

Curvas analiticas de cocaina preparadas em solvente puro e em extrato

A FIGAUO. ...t e

Curvas analiticas de cocaina preparadas em solvente puro e em extrato

OB UTTIN ettt ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e s s eeaaaans

Curvas analiticas de cocaina preparadas em solvente puro e em extrato

A8 SANQUE. ...ttt ettt st nrea

Curvas analiticas de cocaina preparadas em extrato de figado bovino e

em extrato de figado huMANO............ccviiiiiieii

Cromatograma de ions totais obtido da analise do extrato de uma
mistura de padrdes de cocaina e o0s principais adulterantes na

concentracdo de 1,0 pg mL™ no sistema GC/MS (modo full scan)..........

(A) Cromatogramas de ions extraidos do cromatograma de ions totais
referentes a benzocaina, cafeina, lidocaina, cocaina e femproporex
(padréo interno). (B) Espectros de massas caracteristicos do pico de

(07 Vo - T 010 1] 010 151 (o SR UROP SRR

76

76

77

78

78

79

81

99



Figura 4.3 Curvas por ajuste de matriz para cocaina e principais adulterantes

(benzocaina, cafeina e lidocaina) na faixa linear de 0,0 — 1,00 uyg mL™... 102

Figura4.4 Curvas analiticas obtidas pela anélise de solugdes padrdo simples, por

ajuste de matriz e por adicdo do analito na matriz para benzocaina,

cafeina, lHdocaina € COCAING..........covvvvieiiiie e 104
Figura 4.5 Dendograma das amostras de “cocaina de rua” apreendidas nos estados
de Minas Gerais (MG) e do Amazonas (AM).........cccccvvieivesieeiiesreenenans 118

XVviii



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1

Tabela 2.2

Tabela 2.3

Tabela 2.4

Tabela 2.5

Tabela 2.6

Tabela 2.7

Tabela 3.1

Tabela 3.2

Doses comumente prescritas e meia vida de alguns benzodiazepinicos
(Drummer, 2002; SMInK, 2008%).......c.ccoiviiiiiieiieiee e

Planejamento fatorial 2% empregado na otimizac&o do procedimento de

ELL-PBT para determinacéo de benzodiazepinicos em urina..................

Avaliacdo da composicdo da fase movel (FM) e do fluxo adequados
para a separacdo dos benzodiazepinicos no sistema cromatografico LC-

SUNVAYOT ...ttt ettt ettt e b et sb e nb e b nbe et e s e ene e e

Pardmetros espectrométricos e cromatogréficos relacionados a cada

benzodiazepinico eStUdadO............eoveveieiiiiii s

Recuperagdo dos cinco benzodiazepinicos obtidas na condi¢do Otima

do planejamento fatorial 22 (N'= 3)......cucueeeeeeeeeeeeeeeee e
Faixa linear, equacdo linear, coeficiente de correlacdo, limite de
deteccdo e limite de quantificacdo dos benzodiazepinicos estudados

PEl0 MELOAO PrOPOSIO.....viivieiiiieie ettt

Precisdo e exatiddo (recuperacdo) de cada analito obtidas do pool de

urina fortificado em trés niveis de concentragdo: 30, 100 e 150 pg L ™...

Planejamento Fracionario 2** para otimizacdo da ESL-PBT e ELL-

PBT de cocaina em figado € UMNa..........coeeiveiriiiiiniiiniseseeeeeias

Planejamento composto central aplicado & matriz de figado e urina........

27

33

35

37

40

41

42

XiX



Tabela 3.3

Tabela 3.4

Tabela 3.5

Tabela 3.6

Tabela 3.7

Tabela 3.8

Tabela 3.9

Tabela 3.10

Tabela 4.1

Tabela 4.2

Matriz de planejamento composto central aplicado a sangue...................

Recuperagdes obtidas nos ensaios de variacdo do volume de agua
adicionado @ 2 g de figado........ccoeeerieiiiieiiii e

Porcentagem de recuperacdo e desvio padrdo relativo (DPR) obtidos

nos ensaios de forca idnica na matriz de Sangue...........cocevererereiereenenn.

Valores de F e t obtidos na comparacdo de médias dos coeficientes
angulares das curvas analiticas em solvente puro e em extrato do

branco das matrizes figado, Urina e SANQUE .........ccceoveveieeininenenesee e

Pardmetros das curvas analiticas, limites de detec¢do (LD) e limites de

quantificacdo (LQ) dos métodos PropoStOS..........eevvevrviveerieseeriesiesrieienes

Precisdo e recuperacdo obtidas pelos métodos propostos apds extracao

de cocaina em trés niveis de concentracdo nas diferentes matrizes..........

Concentracdes de cocaina (expressa em ng g™ + s) obtidas das anélises

de 8 amostras de figado de periciados post-morte (N = 3).......cccceecvrrrnnn

Concentracdes de cocaina (expressa em ng mL™ + s) obtidas das
analises de 5 amostras de urina e 5 amostras de sangue de periciados

POSE-MOITEM (N = 3) ..t

Condigdes operacionais do ICP-OES empregadas para a determinacao

de alguns constituintes inorganicos em amostras de “cocaina de rua”.....

Pardmetros das curvas por ajuste de matriz da cocaina e principais

adulterantes (benzocaina, cafeina e lidocaina) na faixa linear de 0,0 —

72

75

79

82

83

84

84

95

XX



Tabela 4.3

Tabela 4.4

Tabela 4.5

Tabela 4.6

Tabela 4.7

Tabela 4.8

Tabela 4.9

Tabela 4.10

Tabela 4.11

Limites de deteccdo e quantificagdo de cocaina, benzocaina, cafeina e

lidocaina para 0 MEtodo ProPOSLO.......cc.erveeririiriiriisieieieeiee s

Inclinagbes (+ desvio padrdo) para as diferentes curvas analiticas

obtidas no estudo do efeito de MatriZ.........cooveeeeeeee oo eeeeee e

Concentracdes de cocaina, benzocaina, cafeina e lidocaina nas amostras
de “cocaina de rua” apreendidas nos estados de Minas e Gerais (MG) e
d0 AMAZONAS (AM)...oiiie et

Pardmetros da curva analitica para os constituintes inorganicos
determinados Por ICP-OES..........cccccoiieiieiie e

Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para a analise de

constituintes inorganicos por ICP-OES...........cccoeiieiiiiiiciese e

Concentragdes dos principais constituintes em amostras de “cocaina de
rua” apreendidas nos estados de Minas Gerais (MG) e do Amazonas
(AM), BraSil.......ccooiiii e

Concentragdo dos principais constituintes inorganicos em amostras de
“cocaina de rua” apreendidas nos estados de Minas Gerais (MG) e do
AMAZONAS (AM)...ciiiiitiii e

Pardmetros da curva analitica para 0s constituintes inorganicos

determinados por Cromatografia de [onS............cccocevevevevrieeeeveseeieeennns

Concentracdes de cloreto, fluoreto, nitrato e sulfato em amostras de
“cocaina de rua” apreendidas nos estados de Minas Gerais (MG) e do
AMAZONAS (AM)....oiiiiiie et

103

105

107

108

109

110

111

112

XXi



Tabela4.12  Correlagdes de Pearson obtidas para os constituintes identificados nas

AMOSLIaS de “COCAINGA U8 FUA™ .....eeee ettt eee e e eeeeeereeeeeeeeeeeeereansaeanns 116

XXii



LISTA DE ABREVIATURAS

AM - Amazonas

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

APCI - lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosferica, do inglés Atmospheric Pressure Chemical
lonization

APTDSI - lonizagdo Superficial por Termodessorcdo a Pressdo Atmosferica, do inglés
Atmosphere Pressure Thermodesorption Surface lonization

BZD - Benzodiazepinicos

BZE - Benzoilecgonina

CDTN - Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear

COC - Cocaina

COE - Cocaetileno

CV - Coeficiente de Variagao

ECG - Ecgonina

ELL-PBT - Extracdo Liquido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura

EME - Ecgonina Metil Ester

ESI - lonizacédo por Electrospray, do inglés Electrospray lonization

ESL-PBT - Extracdo Solido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura

FM - Fase movel

GC - Cromatografia Gasosa, do inglés Gas Chromatography

GC-EI/MS - Cromatografia Gasosa acoplada & Espectrometria de Massas com fonte de ionizagdo
por impacto de elétrons

GC-MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

GC/gMS - Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas com analisador de massas
do tipo quadrupolo

HPLC - Comatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés High Performance Liquid
Chomatography

HPLC-UV - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de ultravioleta

IC — Cromatografia i6nica, do inglés lon Chromatography

XXiii



ICP-OES - Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente, do inglés
Inductively Coupled Plasma-optical Emission Spectrometry

IT — analisador de massas do tipo aprisionador de ions, do inglés lon Trap

LC-MS - Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de Massas

LD - Limite de Detecgao

LQ — Limite de Quantificacdo

LSD — Acido lisérgico de dietilamida, do inglés Lysergic Acid Diethylamide

MALDI - lonizacdo da Matriz Assistida por Desorcéo a Laser, do inglés Matrix Assisted Laser
Desorption lonization

MG - Minas Gerais

MS - Espectrometria de Massas, do inglés Mass Spectrometry

NOR - Norcocaina

PDA - Detector de arranjo de fotodiodos, do inglés Photodiode Array Detector

PSA - Primary Secondary Amine

SIM - Monitoramento Seletivo de ions, do inglés Selective lon Monitoring

SNC - Sistema Nervoso Central

SPE — Extracdo em Fase Solida, do inglés Solid Phase Extraction

SPME - Microextragdo em Fase Solida, do inglés Solid Phase Microextraction

TOF - Analisador de massas do tipo tempo de voo, do inglés Time-of-Flight

UNODC - Relatorio das Nacdes Unidas sobre Drogas e Crime, do inglés United Nations Office

on Drug and Crime.

XXV



CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA




Capitulo I - Revisao de literatura

1.1 Drogas de abuso

As substancias psicoativas sdo utilizadas por diferentes civilizagdes desde a Antiguidade.
No passado, essa utilizagdo estava relacionada com rituais, dentro de um contexto religioso, o que
favorecia um controle mais adequado e seguro (Goldstein et al., 2009). Atualmente, 0 uso
abusivo de drogas tornou-se um problema de abrangéncia mundial. A utilizacdo de drogas licitas
e ilicitas pela populagdo em geral, em especial, entre os jovens, é cada vez maior. Além disso, a
relacdo entre o uso dessas drogas e casos de mortes envolvendo overdose, acidentes
automobilisticos, homicidios e suicidios é significativa (Tardiff et al., 2002; Carson, 2008;
Abrams et al., 2011). Drogas licitas como o alcool e o tabaco, e ilicitas, como a maconha, a
cocaina, a heroina, as anfetaminas e o LSD s&o utilizadas por milhdes de pessoas em todo o
mundo, geralmente com graves consequéncias para 0 usuario e a sociedade. Além destas, existem
ainda drogas farmacéuticas utilizadas como depressores do sistema nervoso central,
comercializadas sob prescricdo médica, que atuam sobre a ansiedade e a tenséo. No entanto, o
uso dessas drogas pode causar dependéncia possuindo, desta forma, potencial para o uso abusivo
(Pirnay et al., 2002).

No Brasil, as informacdes a respeito da magnitude do problema tém indicado que o uso
abusivo de drogas vem alcancando niveis preocupantes. As condi¢cdes socioculturais existentes, a
vasta extensdo territorial e a localizacdo proxima a paises produtores de drogas sdo fatores que
contribuem para essa situacdo (Yonamine, 2004). Na sociedade em geral, segundo estimativa do
relatério das na¢des unidas sobre drogas e crimes, que traz dados de 2009, 2,6% da populagédo
brasileira com faixa etéria entre 15 e 64 anos usam regularmente maconha, 0,7% cocaina e 0,7%
anfetaminas (UNODC, 2011).

Cocaina

A cocaina foi classificada como a droga dos anos 80 e 90 devido a sua popularidade. Esta
é a segunda droga ilicita mais comumente usada e é responsavel pela maioria das mortes
relacionadas ao uso de drogas. Os usuérios mais comuns sdo grupos de jovens com faixa etéria
entre 18 e 25 anos (Egred & Davis, 2005), embora estudo posterior no Reino Unido tenha
revelado um publico mais jovem com faixa etéria entre 13 e 16 anos (McCrystal & Percy 2009).

A cocaina, ou benzoilmetilecgonina é um alcaldide extraido das folhas da Erythroxylum
coca que contém de 0,5 a 2% do principio ativo. Esta planta é nativa da América do Sul

2
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ocorrendo em alguns paises andinos, principalmente, Peru, Bolivia e Colémbia (Farias, 2007).
Para extrair a cocaina da planta, as folhas sdo maceradas com um solvente apropriado, obtendo-se
uma substancia pastosa (a pasta de coca bruta) que contém de 40 a 80% de cocaina na forma
bésica. Quando a pasta é tratada com acido cloridrico obtém-se um p6 branco, geralmente na
forma de cloridrato de cocaina que é misturado com vérios adulterantes, constituindo-se assim a
“cocaina de rua". O cloridrato de cocaina é hidrossoluvel e é bem absorvido pela mucosa nasal e
por injecdo intravenosa. A quantidade de cocaina, geralmente aspirada pelos usuarios, contém
aproximadamente 50 - 100 mg do principio ativo. Ja a base livre refere-se a cocaina que néo foi
neutralizada por um acido para produzir o sal cloridrato. Por ndo ser solivel em agua, esta
substanca € geralmente fumada (Goldstein et al., 2009).

Devido aos grosseiros processos clandestinos, muitas impurezas podem estar presentes no
produto final. Além disso, uma série de compostos pode ser adicionada a cocaina com intuito de
simular as propriedades organolépticas da droga (adulterantes) ou aumentar o volume disponivel
da mesma (diluentes), de forma que raramente se encontra uma cocaina com 100% de pureza
(Bernardo et al., 2003). No Brasil, a “cocaina de rua” geralmente é comercializada com pureza de
15 a 36% (UNODC, 2011). Tais impurezas, adulterantes e diluentes, podem causar efeitos
diversos a salde dos usuéarios da droga.

Atualmente, os laboratérios forenses no Brasil apenas identificam a cocaina em amostras
"suspeitas”. No entanto, a presenca de outras substancias quimicas em amostras “de rua” pode
causar reacOes adversas aos usuarios da droga. Algumas dessas substancias quimicas possuem
acdo farmacoldgica (Bernardo et al., 2003), principalmente aquelas usadas como adulterantes.
Além disso, a determinacdo da composicdo de uma droga ilicita pode ser o Unico fingerprint
capaz de ligar o material a uma fonte especifica (Gostic et al., 2009). Desta forma, o
conhecimento da qualidade (pureza e adulterantes) da cocaina apreendida em diferentes paises
pode ser util no controle e prevencao de alguns dos efeitos sobre a salde humana decorrentes do
uso abusivo (Barrio et al., 1997).

Neste contexto, o desenvolvimento de métodos para quantificacdo do teor de cocaina e

identificacdo de adulterantes e diluentes em amostras apreendidas € de suma importancia.
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Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos sdo drogas farmacéuticas largamente utilizadas como ansioliticos,
hipnoticos, indutores do sono, e no tratamento de doencgas psiconeurologicas. Quando usados
cronicamente podem causar dependéncia possuindo, desta forma, potencial para 0 uso abusivo
(Gil Tejedor et al., 2007). Além do etanol, cocaina, maconha e o ecstasy, 0s benzodiazepinicos
sdo 0s compostos mais comumente utilizados nos crimes facilitados pelo uso de droga (Cheze et
al,. 2004). Muitas vezes estdo relacionados a crimes como homicidio, violéncia sexual e
acidentes no transito (Smink et al., 2008).

Uma série de intoxicacdes pode ocorrer em virtude do uso de drogas. Intoxicacdes
acidentais podem ocorrer em individuos que, sem intencdo, experimentam os efeitos de uma
substancia com intensidade maior do que o planejado. Isto pode ocorrer através de uma mudanca
na tolerancia do individuo para a substancia, ou através de uma preparacdo contendo mais
substancia ativa do que o esperado. Alternativamente, intoxicacdes acidentais podem ocorrer
quando o individuo ndo tem conhecimento daquilo a que foi exposto, como é o caso da maioria
das intoxicacOes pediatricas (Hadidi et al., 2009). Além disso, as intoxicacdes podem ocorrer
também intencionalmente e, se a consequéncia de um episodio de intoxicacdo intencional é a
morte, isto configura um suicidio. Com base nas definicdes acima, a maioria dos casos
relacionados ao uso abusivo de substancias ilicitas que levam a morte se configura como casos de
intoxicacgdes acidentais (Hadidi et al., 2009).

O desenvolvimento de métodos analiticos para deteccdo (screening) e para quantificacdo
de benzodiazepinicos é importante para determinar se esta classe de compostos esta envolvida
nesses casos. Muitos benzodiazepinicos estdo incluidos em anélises de rotina de drogas, devido a
sua frequente presenca em casos clinicos e forenses, exigindo, portanto, métodos de preparo de

amostra e quantificacdo rapidos e eficientes.

1.2. Analise de Matrizes Biologicas

O desenvolvimento de métodos para determinacdo de drogas em matrizes bioldgicas € um
importante instrumento para profissionais envolvidos no ambito clinico e forense. No ambito
clinico contribui para 0 monitoramento de pacientes em uso prolongado do medicamento, no

tratamento da toxicodependéncia e no controle do uso abusivo de drogas. No ambito forense
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contribui para o esclarecimento da causa mortis e para o diagnostico de intoxicaces acidentais
ou intencionais relacionados ao uso abusivo de drogas (Hadidi et al., 2009).

Vérias matrizes bioldgicas sdo utilizadas em toxicologia clinica e forense para a deteccao
de drogas. Além de urina e sangue (soro/plasma) como matrizes classicas, cabelo, suor, figado,
saliva, meconio, dentre outras se tornaram importantes (Moeller et al., 1998; Drummer, 1998).

A urina é uma das matrizes biologicas mais comumente utilizada para anélise de drogas,
em especial devido a sua coleta relativamente facil, e porque € um meio universal de excrecéo da
droga, metabdlitos ou ambos. Possui complexidade moderada e, normalmente, contém
componentes organicos e inorganicos, bem como um nivel relativamente elevado de contetido
salino (Lord & Pawliszyn, 2000). Tradicionalmente, a urina € a amostra biolégica de escolha
para screening e identificacdo de drogas desconhecidas. As concentracdes desses compostos séo
relativamente elevadas nesta matriz. Em contrapartida, os metabolitos dessas drogas também s&o
identificados nesta matriz de forma que, algumas vezes, apenas uma pequena quantidade da
droga na forma inalterada é detectada (Pizzolato et al., 2007), exceto em casos de overdose.

A anélise de amostras de sangue adquiriu um valor consideravelmente maior em relacédo a
urina, nos ultimos anos. A vantagem do sangue como matriz é que a droga pode ser detectada
apos a ingestdo, antes que seja metabolizada (Moeller et al., 1998; Pizzolato et al., 2007). Além
disso, o sangue oferece uma boa correlacéo entre as doses administradas e os niveis detectados. A
concentracdo de compostos organicos no sangue total apresenta uma avaliacdo direta da
exposi¢do dos tecidos a esses compostos. Tanto soro (Kunicki, 2001) quanto plasma (Abbara et
al., 2008; Ishida et al., 2009) s&o rotineiramente utilizados para a analise de drogas. Amostras de
sangue, plasma e soro, podem muitas vezes ser intercaladas na maioria dos métodos (Drummer,
1998), ou seja, um método desenvolvido para o sangue pode normalmente ser aplicado sem
modificagdo ao soro ou plasma.

Tecidos post-mortem, tais como rim e figado, tém sido muito utilizados em aplicacbes
forenses especialmente naqueles casos onde o sangue néo estd disponivel. Como a maioria dos
medicamentos é metabolizada no figado, tanto a substancia precursora quanto seus metabdlitos
podem estar presentes neste tecido em altas concentragfes. O rim também assume um papel
importante em analises toxicologicas, uma vez que drogas e metabolitos devem passar por este

tecido antes de serem excretados na urina. O processo de interpretacdo dos resultados leva em



Capitulo I - Revisao de literatura

consideracdo todos 0s aspectos envolvidos na causa da investigacdo de morte, incluindo a anélise

multipla de amostras (Margalho et al., 2011).

1.3. Preparo de amostras aplicadas a matrizes biologicas

Matrizes bioldgicas sdo caracterizadas por apresentar uma composicdo complexa,
concentracdo muito baixa dos analitos, alta possibilidade de interferentes e acesso extremamente
limitado a materiais de referéncia (Janicka et al., 2010). Interferentes co-extraidos da matriz
podem causar problemas analiticos resultando em supressdo ou aumento do sinal, que levam a
resultados falso-negativos ou falso-positivos, respectivamente (Mullett, 2007). Tais problemas
podem ser superados pela selecéo apropriada do procedimento de preparo de amostra.

O preparo da amostra afeta quase todas as etapas do ensaio e é, portanto, fundamental
para a identificacdo inequivoca, confirmacdo e quantificacdo dos analitos. O objetivo principal
desse processo é separar e pré-concentrar o composto alvo e, se possivel purificar o extrato
(Janicka et al., 2010). A etapa de preparo da amostra normalmente leva 80% do tempo total da
analise (Novéakova & Vickova, 2009).

Um método analitico deve incluir as seguintes etapas: amostragem (amostra deve ser
representativa do objeto de inquérito), preservacdo da amostra (amostra deve se manter estavel
até a analise ser concluida), preparo da amostra, analise da amostra e tratamento dos dados
(Hernandez-Borges et al., 2007). Em qualquer protocolo para analise de compostos organicos, o
preparo de amostras € crucial para assegurar resultados exatos e confiaveis.

A escolha e otimizacdo de um adequado pré-tratamento de amostra ndo sdo faceis,
especialmente com matrizes muito complexas como as biologicas (plasma, soro, sangue, urina,
figado, etc.) (Hernandez-Borges et al.,, 2007). Materiais bioldgicos geralmente ndo sao
compativeis com analises por técnicas cromatograficas, devido a complexidade dessas matrizes,
que pode causar uma série de problemas analiticos como perda de eficiéncia da coluna. Por este
motivo o preparo da amostra torna-se necessario.

Os métodos convencionais, empregados rotineiramente no tratamento de amostras
bioldgicas, tém sido extracdo liquido-liquido (Langel et al., 2011; Salomone et al., 2011),
extracdo em fase sélida (Choi et al.,2010; Joya et al., 2010) e micro-extracdo em fase solida
(Moller et al., 2010; Souza et al., 2011).
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A extracdo liquido-liquido (ELL) apresenta alguns inconvenientes, tais como, consumo de
solventes organicos de alta pureza e em grandes quantidades, exposicdo do analista a compostos
toxicos, varias etapas para sua execucdo e, em alguns casos, formacgéo de emulséo entre as fases,
0 que resulta na perda do analito (Queiroz & Langas, 2005).

A extracdo em fase solida (SPE) apresenta uma grande variedade de sorventes extratores,
resultando em diferentes tipos de interacdes com os analitos, favorecendo, desta forma, a
seletividade analitica; possibilita a automacgdo das analises e o acoplamento em linha com
técnicas cromatogréficas. Entretanto, tem apresentado algumas limitagdes como o bloqueio dos
poros da fase extratora pelos componentes da matriz, variages analiticas entre cartuchos
extratores e Vvarias etapas operacionais para sua execucao (Queiroz & Lancas, 2005).

A microextracdo em fase solida (SPME), desenvolvida por Arthur & Pawliszyn em 1990,
é mais simples e mais rapida do que ELL e SPE. Em geral extratos mais limpos sdo obtidos, e
ndo usa solventes para a elui¢do. Por outro lado, o analito necessita ser volatil e termicamente
estavel o que limita 0 método para apenas alguns tipos de analitos, normalmente determinados

por cromatografia gasosa (Queiroz et al., 2001).

1.4. Extracéo solido-liquido e/ou liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL
e/ou ELL-PBT)

Como a acetonitrila € um solvente hidrofilico que é separado da fase aquosa a -20 °C,
Goulart e colaboradores em 2004 desenvolveram um método de extracdo e determinagdo de
compostos organicos em leite baseado neste principio (Goulart, 2004). O método foi denominado
Extracdo Liquido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura (ELL-PBT) e vem sendo
aprimorado para compostos organicos em diferentes matrizes como agua (Vieira et al., 2007,
Goulart et al., 2010) e alimentos (Rilbensam et al., 2011; Goulart et al., 2008; Pinho et al., 2009;
Pinho et al., 2010).

O método consiste em preparar uma mistura extratora que seja miscivel com a amostra. A
mistura, em fase Unica, é armazenada a -20 °C. A fase extratora, ainda na fase liquida é separada
da fase aquosa que é congelada. Sem a necessidade de qualquer outro método de particdo o

extrato organico € separado e analisado por técnicas cromatogréaficas. Extratos limpos sdo obtidos
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por este método, mesmo em matrizes complexas, ndo sendo necessaria nenhuma etapa posterior
de purificacdo (Goulart et al., 2008).

A técnica de ELL-PBT tém sido utilizada para extracdo de diferentes compostos em
matrizes complexas. No entanto, nenhum trabalho na literatura relata a extragéo de drogas a partir
de fluidos bioldgicos por esta técnica. Por este motivo estudos envolvendo esta técnica de

extracdo para determinacao de drogas em matrizes biologicas torna-se importantes.

1.5. Técnicas cromatograficas para quantificacdo de drogas e seus constituintes.

Véarios métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a quantificacdo de drogas em
matrizes bioldgicas. Os métodos mais comuns sdo baseados em técnicas cromatograficas tais
como a cromatografia gasosa (CG) (Joya et al.; 2010; Kim et al., 2010; Viette et al., 2011) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Felli et al., 2011; Salomone et al., 2011).

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases, que estdo em
contato intimo: a fase movel e a fase estacionéaria (Collins et al., 2009).

Na cromatografia gasosa as substancias volatilizaveis séo separadas com base na diferente
distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionaria (sélida ou liquida) e uma fase
movel (gasosa) (Collins et al., 2009).

Na cromatografia liquida os constituintes da amostra a serem separados sdo particionados
entre a fase estacionéria e a fase movel liquida. A CLAE (ou HPLC - High Performance Liquid
Chomatography) € uma técnica de separacdo que, em menos de trinta anos, passou a ser uma das
técnicas analiticas mais utilizadas para fins qualitativos e quantitativos. As raz0es para este
crescimento estdo relacionadas a sua adaptabilidade para determinagdes quantitativas com boa
sensibilidade e a possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis (Tonhi et
al., 2002).

Embora a cromatografia de troca i6nica ndo seja aplicada a andlise de rotina em
laboratdrios forenses, esta serd utilizada neste trabalho para identificacdo de ions. Neste tipo de
cromatografia, a fase estacionaria é altamente carregada e solutos com cargas de sinais contrarios
a esta sdo seletivamente adsorvidos na fase estacionéria. Os solutos adsorvidos podem ser

subsequentemente eluidos, por deslocamento com outros ions, com mesmo tipo de carga, porém
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com maior forca de interacdo com a fase estaciondria. Os diferentes graus de afinidade
eletrostatica entre o trocador e os ions da fase movel regem esse tipo de cromatografia (Collins,
2009).

1.6. Espectrometria de Massas

A Espectrometria de massas (Mass Spectrometry - MS) é uma técnica analitica através da
qual os ions na fase gasosa sdo selecionados pela sua razdo massa/carga. Assim, o ponto crucial
da espectrometria de massas é a geracdao de ions dos analitos na fase gasosa. Isso geralmente
requer dois passos: vaporizacdo e ionizagcdo, que podem ocorrer sequencialmente ou
simultaneamente. Ambos 0s processos exigem o fornecimento de energia. Em alguns casos,
como na andlise elementar, esta fonte de energia é tdo alta que todas as ligacdes quimicas séo
quebradas, resultando na formacdo de ions atbmicos. Em anélise de compostos organicos por
espectrometria de massas, a informacdo desejada é a massa das moléculas (analitos) de uma
amostra e ndo a sua composicao atdbmica. Para obter informacdes sobre a massa molecular existe
a necessidade de gerar ions gasosos a partir da estrutura intacta da molécula, ou seja, a energia da
fonte deve ser suficientemente baixa para ndo causar rupturas intramoleculares (Dulcks &
Juraschek, 1999). Por outro lado, algumas informacdes estruturais podem ser obtidas através da
ruptura de ligacOes intramoleculares (ou fragmentag&o). Assim, a partir da massa e abundancia do
fragmento i6nico, a estrutura da molecula do analito pode ser deduzida (Dulcks & Juraschek,
1999).

Um método classico de ioniza¢do de compostos organicos em MS é o impacto de elétrons
(EI). Neste método, as moléculas da amostra sdo vaporizadas e sofrem impacto com feixe de
elétrons de cerca de 70 eV de energia. Os ions gerados sdo carregados positivamente (devido ao
processo M + e — M’ +2¢), e a energia consumida € suficientemente alta para gerar uma
fragmentacdo significante. O método é limitado a moléculas que podem ser aquecidas sem
degradacdo térmica. Substancias menos volateis, geralmente aquelas com alta massa molecular,
como a maioria das moléculas bioquimicas de interesse (peptideos, carboidratos), ndo sao
quantificadas adequadamente por esta técnica (Dulcks & Juraschek, 1999). Para suprir as
deficiéncias desta técnica, outros modos de ionizacdo foram propostos e entre eles a ionizacao

por “electrospray”.
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1.6.1. Espectrometria de Massas com Fonte de lonizacao Electrospray

A fonte de ionizagdo electrospray (ESI) foi proposta pela primeira vez por Dole e
colaboradores em 1968 (Dole, 1968; Yamashita & Fenn, 1984). No entanto, seus experimentos
ndo foram convincentes uma vez que visava a anélise de espécies poliméricas, como poliestireno,
gue ndo sdo ionizados em solucdo. Foi somente em 1984 que Yamashita e Fenn demonstraram a
aplicabilidade da fonte de *electrospray” como um método de ionizacdo branda para a
espectrometria de massas (Yamashita & Fenn, 1984). Desde entdo, a ESI tornou-se uma das
técnicas suaves de ionizacdo mais comumente utilizadas devido a sua versatilidade, facilidade de
utilizacdo e eficicia em carregar as grandes biomoléculas (Maxwell & Chen, 2008).

Esta fonte de ionizacdo envolve a aplicacdo de um elevado potencial elétrico sobre uma
amostra liquida que flui através de um capilar. O campo elétrico na ponta do capilar age sobre 0s
ions em solucgdo, criando uma separacdo de cargas entre anions e cations (Figura 1.1). No modo
positivo, ions positivos migram em direcdo a ponta do capilar, onde é formada uma gota
enriquecida de ions positivos. Este tipo de separacdo de carga € chamado de processo
eletroforético. Conforme a densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o
capilar e o contra eletrodo aumenta provocando a deformacdo da gota. Forcas eletrostaticas
agindo sobre os ions positivos levam a formacdo do cone de Taylor. Quando a forca eletrostatica
excede a tensdo superficial, um jato de goticulas com alta densidade de carga € ejetado da ponta
do cone para o contra eletrodo (Maxwell & Chen, 2008). A frequiéncia deste processo depende da
magnitude do campo elétrico, da tensdo superficial do solvente e da condutividade da solugédo
(Moraes & Lago 2003).

10
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Figura 1.1. Representacdo esquematica da técnica ESI (Fonte: Kebarle & Peschke, 2000).

Depois da liberacdo das gotas com alta densidade de carga do cone de Taylor, estas
passam pela regido entre a ponta do capilar e o contra eletrodo e vao sofrendo dessolvatacdo. A
evaporacgdo do solvente e favorecida pela energia térmica do ambiente e pelo auxilio de um gas
secante, normalmente nitrogénio. Conforme a gota perde solvente, a densidade de carga aumenta
até um ponto em que as forcas de repulsdo vencem a tensdo superficial e goticulas séo liberadas
pela fissdo da gota inicial (Moraes & Lago 2003). Fissdes e evaporacgao subsequente das goticulas
carregadas resultam na formacdo de ions dessolvatados para a fase gasosa. Esses ions sdo
transmitidos a abertura do espectrdometro de massas para separagdo baseada na sua razdo
massa/carga, seguido por detec¢do (Maxwell & Chen, 2008).

E importante que as forcas que atuam sobre o cone de Taylor, incluindo a tensio
superficial, densidade de carga, campo elétrico e razdo de fluxo, sejam otimizadas a fim de se

obter condigdes estaveis de ejecdo de goticulas finas. Condicbes operacionais otimizadas de

11
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forma inadequada irdo desestabilizar o cone de Taylor, conduzindo a um desempenho inferior em

termos de tamanho da goticula, estabilidade de fluxo do ion e/ou direcionamento do spray.

1.6.2. Analisador de Massas do tipo TOF

A filosofia de trabalho de um sistema tipo TOF, do inglés time-of-flight, consiste na
andlise e identificacdo de ions pela medida do intervalo de tempo gasto para esses ions
percorrerem a distancia do ponto de sua geragdo até um detector (Cardoso et al., 2001). Em um
sistema tipo TOF, os ions formados na fonte de ionizacdo sdo extraidos e acelerados em alta
velocidade por um campo elétrico em um tubo longo, ap6s o qual atingem o detector. A
velocidade alcancada pelo ion acelerado é proporcional a raiz quadrada da sua razdo m/z; por
simplicidade assume-se inversamente proporcional a massa. De forma andloga, o tempo
necessario para o ion atravessar o tubo sera inversamente proporcional a raiz quadrada de sua
razdo m/z; por simplicidade é comum assumir que 0 mesmo é proporcional a massa, uma vez que
a distancia entre a formac&o do ion e o detector é fixa (Lancas, 2009).

O principio de operacdo do TOF baseia-se na medida do “tempo de v60” de um ion dentro
do espectrometro de massas. Uma vez que as dimensdes do tubo e a energia cinética dos ions sao
bem conhecidas, o célculo da razdo m/z torna-se mais simples (Vieira, 2011). A Figura 1.2
mostra a representacdo esquematica do funcionamento de em espectrometro de massas com
analisador do tipo TOF. Esta representacdo faz parte do sistema usado neste trabalho e consiste
em um analisador do tipo tandem ion-trap — time-of-flight. Este sistema contém uma fonte de
ionizacdo electrospray e dois analisadores de massa: ion-trap (aprisionador de ions) e TOF. O
acoplamento da ionizacdo a pressdo atmosférica com os analisadores de massa sequenciais ion
trap (IT) e tempo de véo (TOF) permitem a obtencdo de alta exatiddo de massa e alta resolucéo
(10.000 a 1000 m/z). O equipamento disponibiliza ainda a capacidade de fragmentagdes
sequenciais do tipo MS" (MS/MS, MS/MS/MS, etc.) utilizando o método de dissociagdo por
colisdo induzida por argénio no ion-trap e também a capacidade de realizar medicGes de massa
de alta resolucdo e alta precisdo no TOF, propiciando uma grande seletividade e especificidade
dos ions (Silva, 2010).

12
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Figura 1.2 — Representacao esquematica do funcionamento do espectrdbmetro de massas ion-trap
— time-of-fligth (fonte: Shimadzu, 2007)

1.7. Acoplamento de técnicas cromatogréaficas a Espectrometria de Massas

Os métodos analiticos devem fornecer alta confiabilidade e precisdo. A combinagdo da
espectrometria de massas com a cromatografia é a técnica escolhida para anélises clinicas e
forenses por ser muito sensivel, precisa, especifica, rapida e universal (Maurer, 1998). Desde
1980 que o acoplamento da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas tornou-se o
método padréo para identificacdo e quantificacdo de drogas volateis (Maurer, 2007).

Nos ultimos anos o acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas
tem se tornado um procedimento Util e alternativo ao GC-MS para a anélise de compostos
organicos polares e termicamente instaveis, reduzindo a manipulacdo excessiva da amostra. Nos
primeiros anos da década de 90 varios grupos de trabalho comecaram a aplicar esta técnica em
toxicologia analitica. Alguns deles comecaram com a transferéncia de procedimentos existentes
(HPLC-UV e GC-MS), sendo que o progresso préatico e cientifico foi limitado, particularmente
quando se consideram as limitagbes desta nova tecnica assim como reprodutibilidade de
ionizacdo inadequada e susceptividade para efeito de matriz (supressdo idnica ou
enriquecimento). Atualmente, os equipamentos tém sido aperfeigoados e 0s principais problemas
relacionados a técnica, contornados (Maurer, 2007).

Enquanto a cromatografia gasosa pode ser facilmente acoplada a espectrometria de
massas, a cromatografia liquida pode ser acoplada a espectrometria de massas somente com o uso

de interfaces sofisticadas. Desde 1970, diferentes tipos de interfaces para LC-MS foram
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desenvolvidas a fim de remover a fase movel e ionizar o analito, como borbardeamento de
atomos rapidos, ionizagdo da matriz assistida por desorcdo a laser (MALDI), ionizacdo
superficial por termodessorcédo a presséo atmosferica (APTDSI), electrospray (ESI), ou ionizacdo
quimica a pressdo atmosférica (APCI) (Maurer, 1998; Marchi et al., 2009). Atualmente, dois
tipos de interface, relativamente robustas tornaram-se padréo para as analises por LC-MS. Estas
interfaces consistem em fontes de ionizacdo a presséo atmosfeérica, tais como ESI e APCI.

Um pré-requisito na técnica de ionizacdo electrospray é que o analito deve ser ionizado
em solucdo, e que a fase movel da cromatografia liquida frequentemente contenha uma pequena
quantidade de um &cido ou de uma base volatil. Se esses aditivos prejudicarem a separacdo, eles
podem ser adicionados ap0s a separacao e antes do eluente entrar na interface do espectrémetro

de massas (Maurer, 1998).

14
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1. INTRODUCAO

Os benzodiazepinicos (BZD) sdo drogas com atividade ansiolitica, anticonvulsivante,
hipnotica e relaxante muscular (Jinno et al., 1998). Estes compostos constituem uma grande
classe de farmacos, dos quais mais de 50 sdo conhecidos em todo 0 mundo. Apresentam-se como
sélidos cristalinos com coloracdo amarela esbranquigada, e pontos de fusdo entre 80 e 240 °C
(Passagli, 2008).

Os benzodiazepinicos podem ser agrupados em trés subclasses (Figura 2.1):

- derivados da 1,4 benzodiazepina;

- derivados da 1,5 benzodiazepina;

- derivados da triazolo-1,4-benzodiazepina.

R\l o R\lN . RlYN\/\N

N
Ry |O
—N Ry N NH
? R2

P

R3

1,4-benzodiazepina 1,5-benzodiazepina Triazolo-1,4-benzodiazepina

Figura 2.1: Estrutura quimica geral das trés subclasses de benzodiazepinicos.

Os benzodiazepinicos cléassicos sdo caracterizados pela presenca de um anel benzénico
ligado a um anel de 7 membros contendo dois atomos de nitrogénio (1,4-diazepina). Alguns
compostos contém um radical fenil localizado na posicéo 5, sendo que, em muitos casos este anel
sofre substituicdo adicional dos halogénios F, Cl ou Br na posicdo Ry (Figura 2.2) (Borges et al.,
2009).
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Na Figura 2.3 estdo representadas as estruturas dos benzodiazepinicos selecionados para
este trabalho. Estes compostos foram escolhidos por serem considerados “benzodiazepinicos
classicos”, ou seja, 0s primeiros a serem sintetizados em laboratdrio. Além disso, constituem-se

nos principais compostos desta classe prescritos no Brasil.

Ry

2- R| 1 -pheﬂ:«'l

Ry = F.Clor Br

Rs (1)

Figura 2.2: Estrutura geral dos benzodiazepinicos classicos.

Os benzodiazepinicos apresentam uma grande variedade de aplica¢fes na area médica e,
consequentemente, podem ser relacionados com o uso abusivo. Estes estdo entre as drogas mais
frequentemente prescritas no tratamento da ansiedade, distirbio do sono e estado epiléptico.
Além disso, sdo utilizados no tratamento da abstinéncia alcodlica, para aliviar a tensdo no periodo
pré-operatorio e para induzir amnésia em procedimentos cirurgicos (Borges et al., 2009). Os
compostos de acdo curta, como oxazepam, sao utilizados no tratamento da insénia. Ja os analogos
de acdo mais longa, como diazepam, s&o usados para tratar varias formas de ansiedade. Ambos
compostos sdo também empregados no tratamento de abstinéncia alcodlica com finalidade de
reducdo da ansiedade e sintomas da abstinéncia. J& o clonazepam € indicado em casos de stress
pos-traumatico, transtornos obsessivo-compulsivos e panico associado a fobias, além de possuir
utilizacGes no tratamento da epilepsia. Como os benzodiazepinicos sdo drogas sedativas, eles séo
utilizados como agentes de inducéo da anestesia geral em cirurgia e endoscopia. O lorazepam é
usado nesta situacdo, além de também ser utilizado para o tratamento de individuos com

comportamento agitado, violento ou psicotico (Drummer, 2002). Assim como a maioria dos
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benzodizepinicos, 0 bromazepam € usado para tratar queixas somaticas ou psicoticas associadas a

ansiedade.

Figura 2.3: Estrutura quimica dos benzodiazepinicos investigados (a)
diazepam, (b) clonazepam, (c) lorazepam, (d) oxazepam, (e)

clordiazepdxido (padrdo interno) e (f) bromazepam.
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Os benzodiazepinicos estdo associados a casos de intoxicagdes. Varias mortes sao
relatadas com benzodiazepinicos, especialmente em pessoas com fungdo cardiorrespiratoria
comprometida (principalmente os idosos) (Drummer, 2004).

O numero de crimes facilitados pelo uso de benzodiazepinicos tem aumentado durante 0s
altimos anos. Suas propriedades sedativas e amnésicas sdo amplamente utilizadas para este
propdsito (Chezé et al., 2004). O uso de drogas desta classe tem sido atribuido a varios crimes
assim como homicidio, violéncia sexual e acidentes de transito. Além disso, 0s benzodiazepinicos
também tém sido associados com casos de overdose (Miyaguchi et al., 2006; Tejedor et al.,
2007). As propriedades dos benzodiazepinicos de alteragdo do humor combinadas com sua
habilidade para evitar os efeitos da abstinéncia de outras drogas tém incentivado a sua
disponibilidade no mercado de drogas ilicitas. Nas festas “raves” sdo conhecidos como
“downers” porque reduzem os efeitos do LSD, anfetaminas e ecstasy (McClean et al., 1999).
Casos onde essas drogas sdo introduzidas em bebidas, com a finalidade de deixar a pessoa que
ingeriu incapacitada sdéo muito comuns, principalmente em casos de estupro. O clonazepam e
bromazepam sé&o comumente utilizados com tal finalidade (Drummer, 2002; Shbair & Lhermitte,
2010).

Compostos de acdo curta, utilizados como hipnéticos, possuem tempo de eliminacéo, ou
meia-vida, relativamente curto (abaixo de 24 h). J& os benzodiazepinicos de agdo longa,
geralmente utilizados como sedativos e tranquilizantes, possuem maiores tempos de eliminacdo
(Drummer, 2002). A Tabela 2.1 mostra uma sintese das doses mais comumente prescritas de
alguns compostos desta classe, as concentragdes plasmaticas apOs estas doses, e 0S Seus
respectivos tempos de eliminagéo (meia-vida).

Os benzodiazepinicos sdo amplamente metabolizados, sendo alguns metabdlitos
prescritos como medicamentos. O oxazepam, por exemplo, é um metabolito do diazepam
utilizado como principio ativo (Ming & Heathcote, 2011). A figura 2.4 mostra 0 processo de
biotransformagdo do diazepam (Drummer, 2002). Os principais metabolitos do diazepam s&o:
nordiazepam que é ativo e tem meia vida de eliminagdo de até 50 horas; e o oxazepam,
conjugado a nivel hepético é excretado pela bile sofrendo hidrolise no intestino com liberagéo do
composto ativo que é reabsorvido (Gehlen, 2003).

Os principais processos de biotransformacdo dos benzodiazepinicos pelos sistemas
enzimaticos microssomais no figado sdo N-desmetilacdo e hidroxilagdo. Os compostos
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hidroxilados sdo excretados sob a forma conjugada como glucoronideos, enquanto os produtos N-

desmetilados séo excretados conjugados e ndo conjugados (Gehlen, 2003).

Tabela 2.1: Doses comumente prescritas e meia vida de alguns benzodiazepinicos (Drummer,
2002; Smink, et al., 2008%).

Benzodiazepinicos Dose diaria (mQg) Concentrag8o terapéutica Meia-vida (h)
no sangue (ng mL™)

Alprazolam 05-4 20 - 60 6 -22
Clonazepam® 1-8 100 - 400 20-80
Clorazepate 3,75-15 100 - 1000 30 - 100°
Diazepam® 5-40 100 - 1000 40 - 100°
Estazolam 1-2 40-150 10-24
Flunitrazepam 05-2 5-20 11-25
Flurazepam 15— 30 2-30 40 - 200°
Lorazepam® 1-10 20-250 8-25
Midazolam 5-15 5-200 15-25
Oxazepam® 15-60 100 - 1000 4-15
Pinazepam 5-20 100 - 1000 40 - 100
Prazepam 20-60 100 - 1000 30 - 200°
Quazepam 75-15 50 - 150 20 -502
Temazepam 10-30 100 - 1000 5-15
Bromazepam® - 80-170* -
Chlordiazepoxido® - 400-4000* -

a Como nordazepam
b Inclui contribuicdo de metabdlitos ativos
¢ Compostos estudados no presente trabalho

A hidrolise &cida e enzimatica de amostras de urina é usada para converter esses analitos a
sua forma livre com objetivo de melhorar a quantificacdo desses compostos (Hayashida et al.,
2009; Adamowicz &. Kata, 2010; Kinani et al., 2007). No entanto, esses procedimentos
apresentam alguns inconvenientes. A hidrdlise acida utilizada para separar benzodiazepinicos
conjugados durante os testes de drogas em urina podem decompor alguns benzodiazepinicos
transformando-os em benzofenonas (Maurer & Pfleger, 1987; Elsohly et al., 1997).
Recentemente, a literatura tem registrado que métodos de hidrolise empregando B-glucuronidase
podem levar a formacdo de produtos indesejados (Fu et al., 2010). Além disso, esses

procedimentos consomem tempo que podem variar de 1 a 18 horas (Fu et al., 2011).
27



Capitulo Il - Desenvolvimento de método para quantificagdo de benzodiazepinicos em urina

H5C
P 5o
N N
Hidroxilagio O ; OH
cl =N > cl =N
) 4
N
. Temazepam
Diazepam P
N-demetilagéo N-demetilagdo
0 0

Hidroxilagdo

Lol

.
I

Cl =N =N
" g
X
Nordiazepam Oxazepam

Figura 2.4. Processos de biotransformacéo do diazepam (Drummer, 2002).

Laboratorios de andlises clinicas e toxicologicas frequentemente recebem amostras para
determinacdo de benzodiazepinicos em matrizes bioldgicas tais como sangue, soro, plasma, urina
e fluido estomacal. No entanto, a analise desses compostos em fluidos bioldgicos € complicada
devido a diversidade dessas drogas disponiveis comercialmente e o fato de cada composto ter
uma toxicidade particular (Borges et al., 2009).

Qualquer que seja a técnica de determinagdo, as amostras bioldgicas precisam passar por
pré-tratamentos que visam a remocao de interferentes da matriz e a extracdo e/ou concentracdo
dos analitos de interesse. Determinar benzodiazepinicos e seus metabolitos em fluidos humanos é
muito importante tanto em termos farmacéuticos quanto toxicoldgicos e forenses (Jinno et al.,
1998). A deteccdo e quantificacdo desses compostos nos baixos niveis encontrados em fluidos

bioldgicos requerem métodos sensiveis e seguros. (Kinani et al., 2007). Diferentes procedimentos
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sdo usados para extrair drogas de fluidos biol6gicos. Uma série de técnicas de extracdo tem sido
empregada com esta finalidade, incluindo ELL (extracdo liquido-liquido) (Borges et al., 2009),
SPE (extracdo em fase solida) (Adamowicz &. Kata, 2010; Nielsen et al., 2010; Cheng et al.,
2006), e SPME (micro-extracdo em fase solida) (Marchi et al., 2009). Todas estas tecnicas
apresentam limitacGes no que se refere ao volume de solvente, exposi¢do do analista a reagentes
toxicos, custo de cartuchos e fibras e limitacdo da analise a um determinado tipo de técnica
analitica. Desta forma, o desenvolvimento de técnicas de extragdo simples e de baixo custo é de
suma importancia.

A combinacdo da espectrometria de massas com a cromatografia é a técnica escolhida
para andlises clinicas e forenses por ser muito sensivel, precisa, especifica, rapida e universal
(Maurer, 1998). O acoplamento de um cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia com um
espectrébmetro de massas com fonte de ionizacdo electrospray (ESI) e analisador por tempo de
vbo (TOF/MS) permite analises com alto desempenho. Estes instrumentos (LC-ESI/TOF/MS)
tém se mostrado extremamente eficazes na analise de drogas de abuso, incluindo

benzodiazepinicos, em uma série de amostras bioldgicas (Borrey et al., 2001).

2.2 OBJETIVOS

No presente trabalho o objetivo principal foi desenvolver um método para determinagéo
de benzodiazepinicos comuns tais como diazepam, clonazepam, lorazepam, oxazepam, e
bromazepam em amostras de urina. O procedimento de ELL-PBT foi otimizado e a técnica LC-
ESI/IT/TOF/MS foi utilizada para a quantificacdo. O método foi validado e aplicado para analise

de amostras de urina de usuarios de benzodiazepinicos.

2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 Reagentes e solventes

Os benzodiazepinicos diazepam, clonazepam, lorazepam, oxazepam bromazepam e
clordiazepoxido (padrdo interno) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Acido
formico 85% PA (Synth, Diadema, SP, Brasil) e Hidréxido de aménio 25% mv™ (Synth,

Diadema, SP, Brasil) foram usados no preparo de solucdo tampé&o. Cloreto de sodio (Merck,
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Darmstadt, Alemanha) e acetato de etila grau HPLC (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) foram
empregados na otimizagdo do procedimento de ELL-PBT. Acetonitrila (Merck, Darmstadt,
Alemanha) foi usada como solvente extrator do procedimento de ELL-PBT e também como fase
movel. Metanol (Merck, Darmastadt, Alemanha) foi usado no preparo de solu¢des. Agua
deionizada obtida de um sistema Milli Q (Millipore DirectQ 3, Franca) foi usada para preparar

solucdo tampéo empregada como fase mével para o sistema cromatogréfico.

2.3.2 Solucdes

Solugdes estoque (1,0 x 103 mg L™) foram preparadas dissolvendo-se 0,01000 g de cada
analito em 10,00 mL de metanol e armazenadas a -20 °C. Solugdes de trabalho desses analitos
foram preparadas por diluigdes sucessivas com acetonitrila. A partir da diluicdo das solugdes
estoque, foi preparada uma solucdo de trabalho contendo os cinco benzodiazepinicos na
concentracéo de 20 mg L™. Solucdes de calibracéo contendo todos os analitos foram obtidas pela
diluicdo da solugdo de trabalho, obtendo-se concentracées finais que variaram de 0 a 200 pg L™.
Uma solucdo tampéo de acido férmico/aménia (pH = 3) na concentracdo de 2 mmol L™ foi obtida
por diluicdo de 0,105 mL de aménia 25% (m v™*) e 0,158 mL de &cido férmico completando-se o

volume para 1000 mL com agua Milli Q.

2.3.3 Amostragem

Para estudos de otimizacdo e validagdo do meétodo, utilizou-se uma mistura de
quantidades iguais de urina de ndo usuarios das drogas sob avaliacdo (amostras brancas). As
amostras de urina foram coletadas de 30 voluntérios (15 masculinos e 15 femininos) em frascos
descartaveis, transllcidos, e armazenados sob refrigeracéo a 4 °C. Todos os voluntarios (18 a 57
anos de idade) responderam a um questionario com perguntas sobre caracteristicas e habitos
pessoais, assim como ingestdo de farmacos na semana antes da amostragem. Os voluntarios
foram informados quanto ao objetivo do trabalho e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Anexo |). Para avaliar a
aplicabilidade do método, foram analisadas amostras de urina de dois usuarios de

benzodiazepinicos seguindo o mesmo procedimento descrito para amostras brancas. Essas
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amostras foram mantidas a 4 °C imediatamente ap6s o recebimento. Os procedimentos de

extracdo e analise cromatogréafica foram realizados em ateé trés dias apds a coleta.

2.3.4 Instrumentacgao

A separacdo cromatografica foi otimizada em um sistema cromatografico LC Survayor
(Thermo Scientific) equipado com uma bomba quaternaria (Survayor), um autoamostrador
(Survayor) e um detector PDA (Survayor). Os comprimentos de onda 232, 254 e 310 nm foram
empregados para quantificacdo dos analitos. Este estudo foi realizado no Laboratério de
Espectrometria de Massas do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais. As anélises das amostras da otimizacdo da ELL-PBT foram realizadas em um sistema
cromatografico Shimadzu, equipado com uma bomba binéria de alta pressdo (LC-20AD), um
autoamostrador (SIL 20AC) e acoplado a um espectrometro de massas IT/TOF/MS (Shimadzu
Corp.). O espectrdmetro de massas consiste de uma fonte de ionizacdo por electrospray e
analisadores de massas do tipo ion trap e TOF. Essas analises foram feitas no Laboratério de

Caracterizacdo Molecular - Espectrometria de Massas da Universidade Federal de Ouro Preto.

2.3.5 Otimizagao da separagdo cromatografica

Para otimizacdo da separacdo cromatografica uma mistura de solventes constituida de A
(acetonitrila), B (tampao formiato de amdnio 2 mmol L™) e C (metanol) foi empregada como fase
movel. Variagbes na proporgao entre os constituintes da fase movel e gradientes de fluxo foram
avaliadas. Esta etapa do trabalho foi realizada usando uma coluna Ascentis C18
(150 mm x 2,1 mm, 3 pum) mantida a temperatura ambiente. Para isto 5 uL de uma solugéo

contendo 1000 ug L™ de cada benzodiazepinico foi introduzida no sistema cromatogréfico.

2.3.6 Condigdes de analise no sistema LC-ESI/IT/TOF/MS
Um volume 5 pL do extrato foi injetado no sistema LC-ESI/IT/TOF/MS e a separacdo

cromatogréfica conduzida em uma coluna Ascentis C18 (150 mm x 2,1 mm, 3 um) mantida a
temperatura ambiente. Um fluxo de 0,2 mL min™ foi empregado e a fase mével composta de
misturas em proporcdes distintas de uma solugdo aquosa de formiato de aménio 2 mmol L™ (A) e
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acetonitrila (B). A separacdo cromatografica ocorreu usando um gradiente de acordo com a
seguinte programacéo: 30% da fase B até 50% B em 7,5 min; manutencdo a 50% B por 1,5 min;
50% B até 100% B em 4 min; e redugdo a 30% B em 0,5 min mantendo-se essa proporg¢ao por
4,5 min. O tempo total de analise foi de 18 min. O espectrometro de massas trabalhou com alta
resolucdo e massa exata (< 5 ppm) sob as seguintes condigdes: voltagem e modo de ionizagdo da
fonte ESI +4,5 kV, fluxo do gas de nebulizacdo 1,5 L min™; interface a 200 °C e pressio do gés
de secagem 100 kPa. O tempo de acumulacdo do ion no octapolo foi de 100 ms e o espectro de
massas foi adquirido na faixa de m/z de 100 a 1000 com um tempo de scan de 0,2 s. A resolugédo
de 10,000 FWHM (Full Width at Half Maximum) a m/z 500 foi empregada.

2.3.7 Otimizacdo da Técnica de Extracdo Liquido-Liquido com Particdo em Baixa

Temperatura

Apbs a otimizacdo das condicbes cromatograficas para separacdo dos benzodiazepinicos
iniciou-se a otimizacdo do procedimento de ELL-PBT e anélise por LC-ESV/IT/TOF/MS. Um
planejamento fatorial 23 foi empregado para avaliar o efeito dos fatores: tipo de congelamento (1
hora no freezer a aproximadamente -20 °C ou 8 segundos no nitrogénio liquido), forca idnica
(sem adicdo de NaCl ou adicio de 0,2 mol L™ de NaCl) e proporcéo urina/acetonitrila (proporcéo
amostra/extrator de 1:1 ou de 2:1). Como o planejamento envolvia trés fatores com dois niveis
cada um (2°), a execucdo do mesmo foi feita com oito ensaios em duplicada (Tabela 2.2). Em
frascos de vidro de 2,0 mL de capacidade foram adicionados 0,50 ou 1,00 mL de urina fortificada
com 100 pg L™ de cada benzodiazepinico e 150 ug L™ de clordiazepdxido (P1). A forca idnica da
urina foi alterada pela adicdo de 20 ou 40 pL de uma solucdo de NaCl 5,0 mol L™ de acordo com
0 planejamento fatorial descrito na Tabela 2.2. A seguir 0,50 mL de acetonitrila foram
acrescentados como solvente extrator. A mistura foi agitada em vortex durante 30 segundos e
posteriormente resfriada, de acordo com o planejamento previamente descrito. Apos separa¢do
das fases, 0,20 mL de extrato (fase liquida) contendo os analitos foi transferido para outro frasco
com o auxilio de micropipeta. Um volume de 5,0 uL do extrato foi injetado no sistema LC-
ESI/IT/ITOF/MS.
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Tabela 2.2. Planejamento fatorial 2° empregado na otimizagdo do procedimento de ELL-PBT

para determinacgéo de benzodiazepinicos em urina.

Fatores codificados Fatores originais
Ensaios F1 F2 F3 (F1) Tipo de (F2) NaClI (mol L™ (F3) Proporgéo
1 -1 -1 -1 Freezer 0,0 1/1
2 +1 -1 -1 Nitrogénio 0,0 1/1
3 -1 +1 -1 Freezer 0,2 1/1
4 +1 +1 -1 Nitrogénio 0,2 1/1
5 -1 -1 +1 Freezer 0,0 2/1
6 +1 -1 +1 Nitrogénio 0,0 2/1
7 -1 +1 +1 Freezer 0,2 2/1
8 +1 +1 +1 Nitrogénio 0,2 2/1

2.3.8 Validacéo do método

A validacdo do método foi conduzida pela avaliacdo dos seguintes parametros:
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e

exatidao.

Seletividade

A seletividade foi avaliada a partir da analise do extrato obtido do pool de urina sem
fortificacdo (branco da matriz). O cromatograma obtido da analise do extrato do branco da matriz
foi comparado com o cromatograma obtido da anélise do extrato do pool de urina fortificado com

benzodiazepinicos na concentragdo de 100 pg L™.

Linearidade

Curvas analiticas foram construidas usando o extrato obtido do branco de amostra. Para
isso aliquotas de amostras de urina (branco) foram submetidas ao procedimento ELL-PBT. Os
extratos foram fortificados com 150 pg L™ de clordiazepdxido (P1) e com diferentes volumes da
solucdo de trabalho dos benzodiazepinicos para gerar concentragdes finais de 5, 10, 30, 50, 100,
150 e 200 pg L™ de cada analito. As analises em cada nivel de concentracio foram realizadas em
triplicata, e as curvas analiticas foram construidas plotando-se a raz&o entre a &rea do pico
cromatografico do analito e area do padrdo interno versus a concentra¢cdo nominal do analito. O

método dos minimos quadrados foi empregado para avaliagao da linearidade.
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Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo para 0 método proposto foram determinados considerando o sinal
dos analitos de interesse trés vezes maior do que o ruido da linha de base. Os limites de
quantificacdo foram estimados pelo sinal dos analitos dez vezes maior do que o ruido da linha de
base. Para isto o extrato do branco (pool de urina) fortificado com os benzodiazepinicos em
concentracdes cada vez menores foi analisado até a obtencdo das razdes sinal-ruido de 3 para LD
e de 10 parao LQ.

Preciséo e Exatid&do

A precisdo e exatiddo foram avaliadas com amostras brancas de urina humana (pool)
fortificadas com os compostos benzodiazepinicos nas seguintes concentragdes: 30, 100 e
150 pg L™ (n = 5). As amostras de urina (pool) fortificadas foram submetidas ao procedimento de
extracdo otimizado e os extratos analisados no sistema LC-ESI/IT/TOF/MS. Os resultados
obtidos para precisdo e exatiddo foram expressos como coeficiente de variacdo (CV,%) e

porcentagem de recuperacéo, respectivamente.

2.3.9 Aplicagédo do metodo

Apos a validagdo, o método foi aplicado a amostras de urina obtidas de dois voluntarios
que se declararam usuérios de benzodiazepinicos. As condi¢Oes otimizadas obtidas para o
procedimento ELL-PBT e analise por LC-ESI/IT/TOF/MS foram empregadas.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Otimizagao das condig¢des cromatogréficas

Os aspectos mais importantes no desenvolvimento de um método cromatografico sdo a
separacéo, a obtencédo de resolucéo satisfatoria e um tempo de anélise razodvel. Buscando atender
a esses requisitos iniciou-se o processo de otimizacgdo da separacdo cromatografica introduzindo-
se uma solugdo padrdo contendo 250 ug L™ de cada benzodiazepinico estudado em um sistema
LC-PDA-ESI/MS. Por se tratar de compostos com carater basico contendo aminas secundarias

em suas estruturas (clordiazepoxido apresenta amina terciaria) (Figura 2.3), alguns testes foram
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realizados buscando favorecer a ionizacdo na fonte de ESI. Testes preliminares mostraram que a
producéo de ions positivos na fonte de ESI é favorecida em solugGes acidas como acido formico,
acido aceético e solugdo tampéo formiato de amonio (pH 3). Dentre as solugdes testadas, o tampao
formiato de aménio 2 mmol L™ foi escolhido por apresentar alta producéo de fons moleculares
protonados [M+H]" e baixo ruido da linha de base. Solucdes acidas como acido formico (Ishida
et al., 2009) ou acido acético (Grujic et al., 2009) ou solugdes tampdo (Abbara et al., 2008;
Steentoft & Linnet, 2009) sdo largamente empregadas na separacdo de benzodiazepinicos por
LC/ESI/MS. A influéncia da composicdo da fase movel na separacdo dos benzodiazepinicos foi
investigada de acordo com o tempo de retencdo e simetria dos picos. A forca da fase movel foi
investigada pela variacdo na composicao entre os seus constituintes (acetonitrila, solu¢do tampéo

formiato de aménio (2 mol L™) pH 3 e metanol). Essa variacio esta representada na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Avaliacdo da composicdo da fase mével (FM) e do fluxo adequados para a separacdo

dos benzodiazepinicos no sistema cromatografico LC-Survayor.

Composigéo da Tempos de retencéo Fluxo
AITIM* Clordiaz. Oxaz. Bromaz. Loraz. Clonaz. Diaz
55/25/20 2,35 2,35 2,35 2,35 2,35 3,45 200
35/40/25 2,92 34 nd 3,4 3,40 7,38 200
35/60/5 2,88 7,21 4,38 8,29 8,29 20,0 200
35/60/5 2,87 7,29 4,41 8,40 8,40 18,86 200(10min) 250
35/60/5 2,87 7,12 4,40 8,18 8,18 17,83 200(4min) 250
35/50/15 3,02 5,80 3,84 5,80 5,80 13,24 200
35/50/15 3,40 6,18 4,25 6,18 6,18 13,71 170
35/55/10 2,95 6,82 4,24 7,55 7,55 nd 200
35/65 (A/T) 2,83 8,12 7,65 9,34 10,19 nd 200
70/30(T/M) 3,91 14,44 6,76 17,28 18,05 nd 200
70/30 (T/M) 3,15 11,67 5,44 14,29 14,81 nd 250
65/35 (T/M) 11,54 nd nd nd nd nd 250
60/35/5 2,81 7,37 4,46 8,24 8,58 18,40 200
Otimo 2,65 7,39 4,44 8,18 8,70 17,28  Gradiente de fluxo

* A/T/M: acetonitrila/solugdo tampao/metanol
nd: Composto ndo detectado
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Os melhores resultados obtidos para separacdo e quantificacdo simultanea dos seis
benzodiazepinicos estudados envolveram uma composicdo da fase mével constante consistindo
de 35% de acetonitrila, 60% de tamp&o formiato de aménio 2 mmol L™ e 5% de metanol. No
entanto, um gradiente de fluxo foi empregado com o objetivo de reduzir o tempo de retencéo do
diazepam. O fluxo da fase moével iniciou com 0,200 mL min™ durante 7 min seguido de
acréscimo para 0,250 mL min™ até 10 min e permanecendo neste fluxo até 20 min. A figura 2.5

mostra o cromatograma obtido nas condigdes 6timas.
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Figura 2.5: Cromatograma de uma mistura de benzodiazepinicos (1 mg L™)
obtido por HPLC-PDA. Picos: 1 clordiazepéxido; 2 bromazepam; 3

oxazepam; 4 lorazepam; 5 clonazepam e 6 diazepam.

Analise por LC-ESI/IT/TOF/MS.

O metodo de separagdo previamente otimizado no LC survayor foi ajustado as condi¢des
do LC-ESI/IT/TOF/MS. Este equipamento é composto por uma bomba binéria. Por este motivo,
um gradiente contendo apenas acetonitrila e solucdo tampdo de formiato de aménio foi
selecionado para testar a eficiéncia do método otimizado. A Tabela 2.4 mostra os pardmetros
espectrométricos e cromatograficos relacionados a quantificacdo dos benzodiazepinicos
estudados. Observa-se por estes resultados que a modificagdo na composicdo da fase movel
reduziu o tempo de retencdo do diazepam quando comparado com o método previamente

otimizado usando solugdo tampao, acetonitrila e metanol como fase movel.
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Tabela 2.4. Parametros espectrométricos e cromatograficos relacionados a cada benzodiazepinico

estudado.
Analito Tempo de retengdo (min) [M+H] Férmula molecular
Diazepam 13,07 285,0789 C16CION,H;5
Clonazepam 9,29 316,0483 C15N305Cly1Hyg
Lorazepam 8,98 321,0192 C150,N,ClyHyq
Oxazepam 8,54 287,0582 C15N,0,CIHy;
Clordiazepdxido 6,22 300,0898 C16CION3zH14
Bromazepam 6,61 316,0080 C14sN3OBrHyq

A Figura 2.6 mostra o cromatograma de ions extraido do cromatograma de ions totais

para todos os analitos.
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Figura 2.6. Cromatograma de ions extraidos do cromatograma de ions totais para

0s benzodiazepinicos: a) diazepam, (b) clonazepam, (c) lorazepam, (d) oxazepam,
(e) chlordiazepoéxido (PI), (f) bromazepam.
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A determinacdo inequivoca de todos os analitos foi facilitada pelo uso do analisador de
massas do tipo TOF com capacidade de alta resolucdo. Este analisador de massas possui
habilidade para determinar a razdo m/z dos benzodiazepinicos protonados com cinco partes por
milhdo, ou seja, obtencdo de massa com quatro casas decimais permitindo a atribuicdo de uma

Unica formula elementar para cada composto com base na massa dos atomos constituintes.

2.4.2 Otimizacdo da Técnica de Extracdo Liquido-Liquido com Particdo em Baixa

Temperatura

O procedimento de ELL-PBT foi otimizado buscando maximizar as taxas de recuperacao
de todos os benzodiazepinicos estudados. Nos experimentos realizados, quando a proporgdo 2:1
entre urina e acetonitrila (1,00 mL de urina para 0,50 mL de acetonitrila) foi utilizada, a
separacdo de fases ndo ocorreu. Neste caso, a proporcdo 1:1 foi selecionada como melhor
condicdo para esta variavel.

A influéncia das outras duas variaveis, tais como (1) tipo de congelamento e (2) forca
idnica foi avaliada na forma de um planejamento fatorial 22. A Figura 2.7 mostra o gréfico de
Pareto obtido para esta avaliacdo. Este grafico foi construido com a resposta multipla obtida pela
somatoria das respostas de todos os cincos benzodiazepinicos. Pode-se observar que a variavel 1
apresentou efeito significativo e negativo. Portanto, o uso de freezer promoveu melhores
recuperacGes para 0s benzodiazepinicos do que o uso de nitrogénio liquido. O tempo de
congelamento é uma variavel importante que permite a transferéncia do analito da fase aquosa
para a fase organica. O tempo de congelamento quando as amostras sdo submetidas ao nitrogénio
liquido é muito répido e o pode-se inferir que este tempo néo é suficiente para uma transferéncia
quantitativa do analito para a fase organica. Ja a varidvel 2 (forca idnica) apresentou efeito
significativo e positivo. Apesar de conter altas concentragdes de sais dissolvidos, o aumento da
forca idnica da urina com 0,2 mol L™ de NaCl favoreceu a porcentagem de recuperacdo de todos
0s benzodiazepinicos estudados. De modo geral, pode-se considerar que a adicdo de um
eletrolito, como o NaCl, é capaz de provocar a reducdo do ndmero de moléculas de &gua
disponiveis para a solvatacdo de um dado soluto. Deste modo, o soluto tem sua solubilidade
diminuida com um consequente aumento da sua transferéncia para a fase extratora, que no caso

presente, é a acetonitrila (Mori & Cassella, 2009).
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(2) Forga lonica // / .

p=.05

Figura 2.7. Influéncia do tipo de congelamento e do aumento da forca idnica na
extracdo simultanea de diazepam, clonazepam lorazepam, oxazepam e

bromazepam.

Embora o planejamento tenha sido utilizado visando uma triagem das variaveis,
recuperacOes entre 61,3 e 100,4% foram obtidas empregando o método proposto (Tabela 2.5).
Desta forma, foi possivel estabelecer a condicdo otima que consistiu de: proporcdo 1/1 entre
urina/acetonitrila, 1 hora de resfriamento em freezer e adicdo de 0,2 mol L de NaCl. Vale
ressaltar que os valores de recuperacdo obtidos pelo método proposto sdo comparaveis as
recuperacOes apresentadas por outros autores na andlise de benzodizepinicos semelhantes em
urina empregando extracdo liquido-liquido e analise por LC-MS/MS (Salomone et al., 2011).

O método otimizado foi entdo validado, e aplicado para analise de urina de usuarios de
medicamentos a base de benzodiazepinicos. Vale ressaltar que o extrato obtido pelo emprego do
método proposto apresentou-se limpo, demonstrando que o método ndo necessita de etapas

adicionais de purificacao.
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Tabela 2.5. Recuperacdo dos cinco benzodiazepinicos obtidas na condicdo 6tima do planejamento
fatorial 22 (n = 3).

Analitos Fortificagéo Recuperacdo + SD
(ug LY (%)
Diazepam 100,0 100,4+£1,9
Clonazepam 100,0 72,4+6,2
Lorazepam 100,0 96,2+25
Oxazepam 100,0 61,3+2,9
Bromazepam 100,0 87,2+23

2.4.3 Validacdo do Método

Para validar o método, os seguintes parametros foram avaliados:

Seletividade

O método mostrou-se seletivo, uma vez que ndo foram detectados picos no tempo de
retencdo dos analitos ap0s a injecdo do extrato do branco da matriz de urina (pool). Além disso, o
uso de um analisador de massas de alta resolucdo (TOF) possibilita a quantificagdo dos
compostos, ainda que aparecam outras substancias com massas ligeiramente distintas durante a
anélise. Isto permitiu o desenvolvimento de um método com alta seletividade, baixa interferéncia

de fundo e efeito da matriz pouco significativo (Figura 2.6).

Linearidade, limites de deteccéo e quantificacéo

A linearidade foi avaliada na faixa de 1 a 200 pg L™ para o diazepam e de 5 a 200 ug L™
para 0s demais benzodiazepinicos. A Tabela 2.6 mostra os coeficientes de correlacdo (R), e as
equacdes lineares obtidas para as curvas analiticas feitas na matriz para todos os analitos na faixa
de concentracdo avaliada. Os coeficientes de correlacdo foram satisfatorios para todos o0s
compostos, variando de 0,9940 para o bromazepam e 0,9998 para o clonazepam.

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados utilizando-se 0 método baseado
na relacdo sinal/ruido. Essa relacao sinal-ruido geralmente aceita para LD e LQ sdo de 3:1 e 10:1

respectivamente. Para isto obtém-se a razéo entre a intensidade do sinal obtido pelo analito em
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uma concentracdo conhecida e o ruido gerado no mesmo tempo de retencdo do analito quando
este ndo esta presente (branco) (Ribani et al., 2004). Os limites de deteccdo variaram entre

1e5 pg L™, enquanto os limites de quantificacdo variaram entre 3,3 e 16,7 pug L™ (Tabela 2.6).

Tabela 2.6. Faixa linear, equacéo linear, coeficiente de correlagéo, limite de deteccdo e limite de

quantificacdo dos benzodiazepinicos estudados pelo método proposto.

Analito Faixa linear Equacdo Linear Coeficiente de LD LQ
(ug L) correlagdo (R) ~ (ugL™)  (ugL™)

Diazepam 1-200 y =0,0648x + 1,8923 0,9957 1,0 3,3

Clonazepam 5-200 y = 0,0063x — 0,0239 0,9998 50 16,7

Lorazepam 5-200 y =0,0041x — 0,0248 0,9996 5,0 16,7

Oxazepam 5-200 y = 0,0076x — 0,0380 0,9996 50 16,7

Bromazepam 5-200 Y =0,0054x — 0,0598 0,9940 50 16,7

Os limites de detecgédo e quantificacdo de diazepam, lorazepam, oxazepam clonazepam e
bromazepam obtidos por este método foram inferiores aos relatados em alguns trabalhos da
literatura (Adamowicz & Kata, 2010; Salomone, et al., 2011). Finalmente, deve-se ressaltar que o
método proposto & adequado para ser aplicado a casos de intoxicacdo uma vez que as
concentracdes de benzodiazepinicos na urina normalmente sdo muito superiores aos valores de

LQ obtidos neste estudo.

Preciséo e exatidao

A precisdo do método variou de 6,3-12,5% para a menor concentracdo avaliada (30 pg L
1): 4,1-8,6% para a concentracdo média (100 ug L™); e de 2,6 a 8,0% para a maior concentragdo
(150 pg L™). Estes resultados s&o mostrados na Tabela 2.7. De acordo com Peters e Maurer
(2002), os valores de precisdo aceitaveis para um determinado método aplicado a fluidos
biolégicos devem ser inferiores a 15%. Estes resultados indicaram que o método atual tem
precisdo satisfatoria. A exatiddo para os diferentes benzodiazepinicos em urina variou de 72,9 a

116,6%, excluindo oxazepam, cuja recuperacdo variou entre 57,7-90,9%. Como 0 oxazepam €
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um composto mais hidrofilico que os demais, sua menor afinidade pela acetonitrila pode reduzir a

eficiéncia de extragéo.

Tabela 2.7. Preciséo e exatidao (recuperacdo) de cada analito obtidas do pool de urina fortificado

em trés niveis de concentragdo: 30, 100 e 150 ug L ™.

. Precisao (CV / %) Recuperagdo (% =+ s)
Analito
30 100 150 30 100 150
Diazepam 6,3 4.2 2,6 95,8 +6,1 105,7 £4,5 116,6 = 3,0
Clonazepam 12,5 8,6 8,0 74,1+£9.2 729+6,3 101,2+8,1
Lorazepam 6,6 8,6 6,9 98,6 +6,5 93,7+8,1 1149+79
Oxazepam 9,7 44 54 65,0£6,3 57,725 909+54
Bromazepam 6,4 41 4.6 79,6 £5,1 83,0+3,4 104,9+4,8

A exatiddo obtida neste trabalho foi melhor do que a obtida por métodos anteriormente
desenvolvidos para a detec¢do simultanea de benzodiazepinicos por SPE e analise por GC-EI/MS
(Adamowicz & Kata, 2010), bem como oxazepam e lorazepam empregando método enzimatico e
analise por LC-MS (Eichhorst et al., 2009). A hidrolise &cida ou enzimética das amostras de
urina é usada para converter os analitos em suas formas livres e melhorar a detec¢do (Ming &
Heathcote, 2011). Entretanto, esses procedimentos apresentam uma série de inconvenientes,
como a formacéao de produtos indesejados e grande consumo de tempo (Maurer & Pfleger, 1987,
Fu et al.,, 2010; Fu et al., 2011). Além disso, existem atualmente técnicas analiticas que
apresentam uma alta sensibilidade e permitem a quantificacdo de diversos compostos em baixas
concentragdes. Diante disto, neste trabalho, ndo se utilizou nenhuma reacéo de hidrélise, dando
ao método proposto caracteristicas adequadas para aplicagdes clinicas e forenses envolvendo o
uso de benzodiazepinicos, onde a concentragdo do composto na forma inalterada é apropriada.
Para confirmar esta possibilidade, o0 método proposto foi empregado para analisar amostras de

urina de usuarios de medicamentos a base de benzodiazepinicos.
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2.4.4. Aplicacdo do método

O método otimizado foi aplicado a anélise de amostras de urina cedidas por dois usuérios
de diazepam. As coletas das amostras foram obtidas da primeira urina do dia. Para o primeiro
usuario, a concentracdo de diazepam e seu metabdlito oxazepam (Figura 2.4) foi de 41 pg L™ e
1265 pg L?, respectivamente. Na urina do segundo usuario o diazepam foi detectado na
concentracdo de 105 pg L™. Nesta amostra, o metabélito oxazepam néo foi detectado. Verifica-se
que mesmo quando doses terapéuticas foram consumidas, foi possivel quantificar os compostos
na forma inalterada, pelo método proposto. Vale ressaltar que o extrato do branco do pool de
urina foi usado para diluir a amostra cuja concentracdo de oxazepam extrapolou a faixa linear da

curva analitica.

2.5 CONCLUSOES

A técnica de extracdo, ELL-PBT, que ja vem sendo utilizada para analises de pesticidas
em alimentos e matrizes ambientais, foi aplicada pela primeira vez para determinacdo de drogas
em fluidos bioldgicos. O método para determinacdo de benzodiazepinicos em urina empregando
a ELL-PBT, seguido de quantificacdo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucéo foi otimizado e validado. O emprego de planejamentos fatoriais permitiu
avaliar o efeito dos fatores estudados e a obtengédo das condi¢Oes Otimas de extracdo, a partir de
um pequeno nimero de experimentos.

O procedimento de extracdo empregado neste trabalho apresenta vantagens que merecem
destaque: i) baixo consumo de reagentes, sendo que apenas 500 pL de acetonitrila foram
empregados para cada extracdo; ii) rapidez e simplicidade. Como ndo é realizada a etapa de
hidrolise, o0 método pode ser feito em batelada. Um analista experiente pode processar cerca de
50 amostras/hora; (iii) baixo custo, pois ndo demanda dispositivos especiais.

O método proposto mostrou-se adequado para quantificacdo de diazepam, clonazepam,
lorazepam, oxazepam e bromazepam em urina, uma vez que os parametros de desempenho
avaliados foram satisfatérios. Para avaliar a aplicabilidade do método, diazepam e oxazepam
foram quantificados em amostras de urina de usuarios de benzodiazepinicos. Os resultados
demonstraram que o método proposto é simples, rapido e sensivel o suficiente para ser aplicado

em procedimentos de rotina para determinacéo de benzodiazepinicos em urina.
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3.1 INTRODUCAO

A cocaina (COC) é um alcaléide derivado da planta Erythroxylum coca, usado nas antigas
civilizagcBes em cerimdnias religiosas. Depois da conquista espanhola na América do Sul, folhas
de coca eram usadas como um estimulante pelos trabalhadores nativos nas minas de prata. Em
1855 um jovem quimico alemao, Friedrich Gaedcke, isolou o principio ativo que passou a ser
usado como anestésico. Posteriormente, a COC passou a ser usada de forma abusiva devido aos
seus efeitos neuroldgicos, sendo amplamente cultivada na América do Sul (Goldstein et al.,
2009).

Nos dias atuais a COC tornou-se uma das drogas mais largamente consumida no mundo e
seu uso abusivo transcende todas as classes sociais, raciais e econémicas (Drummer, 2004;
Jagerdeo & Abdel-Rehim, 2009; Janicka et al., 2010). O mais recente relatorio do Escritério das
Nacdes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC) estima que a prevaléncia anual do uso de COC
na Ameérica do Sul esta entre 0,9 e 1 % da populacdo com idade entre 15-64 anos. Esse indice é
comparavel ao uso de cocaina observado na Europa, embora muito menor do que na America do
Norte.

A COC pode ser administrada por diferentes vias no organismo e encontra-se disponivel
sob duas formas: cloridrato de cocaina e o crack. O cloridrato de COC, um po branco cristalino,
pode ser inalado, engolido ou injetado. O crack é geralmente fumado (Lewis et al., 2004).
Qualquer que seja a via de introducdo, a COC € extensivamente metabolizada por processos
enzimaticos e ndo enzimaticos gerando compostos menos toxicos. Os metabolitos primarios de
cocaina incluem ecgonina metil éster (EME), obtida por acdo de esterases hepéticas e
colinesterase plasmatica; e benzoilecgonina (BZE) obtida por hidrdlise (Musshoff & Madea,
2010). A ecgonina (ECG) é um produto de hidrélise ndo-enzimatica da EME e/ou hidrolise
enzimatica da BZE. A via oxidativa leva a N-desmetilacdo da COC, onde o principal produto é
norcocaina (NOR). Um analogo biologicamente ativo da norcocaina é o cocaetileno (COE)
obtido por transesterificacdo e encontrado em quantidades significativas nos tecidos de pessoas
que consomem etanol concomitantemente com COC (Drummer, 2004). Um esquema dos
principais metabdlitos observados no metabolismo da COC é representado na Figura 3.1. A meia-

vida de eliminag&o terminal de COC varia de cerca de 40 min a 4 h, dependendo da dose.
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Figura 3.1. Cocaina e metabdlitos: cocaetileno (COE), norcocaina (NOR), benzoilecgonina
(BZE), ecgonina (ECG) e ecgonina metil éster (EME) (Fonte: Janicka et al., 2010).

A COC é um potente estimulante do sistema nervoso central (SNC) que acelera a
atividade do cérebro podendo causar euforia e aumentar a autoconfianca. Isso faz com que o
usuario seja encorajado a assumir riscos. Muitas vezes, o uso abusivo de COC esté relacionado a
situacOes criminais, quer por sua baixa dose letal (pode levar a situacdes de overdose com
relativa facilidade), quer pelos efeitos desencadeados no usuério, que se torna mais agressivo e
violento (Costa, 2008). A dose comumente administrada pelos usuérios varia de 10 a 100 mg.
Porém a tolerancia € atingida rapidamente levando a uma intensificacdo nas doses que podem
chegar a até mais de 1 g por dia (Drummer, 2004). A COC administrada por via intranasal resulta
em euforia mais lenta do que quando fumada ou injetada. O uso de crack produz um estado de
euforia muito mais acentuado e rapido do que outros métodos de administracdo da COC (Lewis
et al., 2004).

50



Capitulo 111 - Extragdo Liquido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura para quantificacdo
de cocaina em matrizes biologicas por GC-MS

Para identificacdo e quantificacdo de drogas, a ciéncia forense requer métodos de analise
caracterizados por alta seletividade. O desenvolvimento de métodos répidos e de baixo custo
torna-se importante, uma vez que os tribunais dependem dos resultados de anélises toxicologicas
para decidir se um individuo estava sob a influéncia de drogas durante um determinado evento
(estupro, roubo, acidentes de trénsito e de trabalho) (Janicka et al., 2010) ou para determinar a
causa mortis.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é considerada a
técnica analitica de referéncia para analise de matrizes complexas e, consequentemente para
anélise de drogas em matrizes biologicas, devido a sua seletividade e sensibilidade (Jagerdeo &
Abdel-Rehim, 2009). Entretanto, a determinacdo de analitos nas matrizes bioldgicas normalmente
ndo pode ser realizada sem a etapa de preparo de amostra, devido sua complexidade (Novakova
& VIckova, 2009). Estas amostras contém proteinas, sais, acidos, bases e varios compostos
organicos que podem ser semelhantes ao analito de interesse. Devido a natureza complexa das
matrizes bioldgicas, a etapa de preparo da amostra € considerada a parte mais importante de um
método bioanalitico. Esta normalmente leva 80% do tempo total de anélise (Kataoka & Saito,
2011) e tem sido convencionalmente realizada utilizando precipitacdo de proteinas (PPT),
extracdo liquido-liquido (LLE), ou extracdo em fase solida (SPE) (Novéakova & Vlckovd, 2009).
Neste trabalho a extracdo sélido-liquido e liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ESL-PBT e ELL-PBT, respectivamente) € empregada como um metodo alternativo para
determinacdo de cocaina em amostras bioldgicas. A técnica de extracdo e baseada na particdo do
analito entre a matriz solida ou liquida e uma fase organica miscivel em &gua, a temperatura
ambiente (25 °C). Diminuindo a temperatura a -20 °C, a fase aquosa € congelada, deixando o
sobrenadante liquido, que consiste de um solvente organico contendo o analito. A vantagem desta
técnica € que, em uma Unica etapa, é possivel obter extratos relativamente puros que podem ser
diretamente analisados por cromatografia gasosa, sem a necessidade de etapas adicionais de
purificagdo (Pinho et al., 2010).

Existe uma série de matrizes bioldgicas, a partir das quais a COC pode ser determinada,
como por exemplo, meconio (Pichini et al., 2003), liquido amnidtico e/ou placenta (Joya et al.,
2010), leite materno (Marchei et al., 2011) dentes (Pellegrini et al., 2006), suor (Follador et al.,
2004) urina (Adamowicz & Kala, 2010), saliva (Langel et al., 2011), cabelo (Miguez-Framil et

al., 2010), sangue e plasma (Mercolini et al., 2010), dentre outros. Urina, cabelo e saliva séo
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geralmente utilizados para testes de screening. A grande maioria dessas matrizes € utilizada em
casos clinicos, sendo o tipo de amostra um dos fatores que se deve levar em conta na escolha de
uma técnica analitica (Janicka et al., 2010).

A deteccdo de drogas de abuso em casos de necropsia pode fornecer alguma dificuldade
em comparacdo com espécimes usadas em casos clinicos. A interpretacdo dos dados
toxicoldgicos em casos de mortes relacionadas a overdose de drogas ndo é uma questao simples.
Toxicologistas forenses tem usado diferentes tipos de visceras tais como figado e rim como
amostras para analise toxicoldgica, embora fluidos bioldgicos sejam preferidos, por serem mais
faceis de manusear e apresentam menos inconvenientes analiticos do que orgdos solidos
(Contreras et al., 2006). Os tecidos como figado e rim (Lewis et al., 2004) sdo frequentemente
utilizados em exames toxicoldgicos pds-mortem, especialmente nos casos em que 0 sangue ndo
estd disponivel. Estas amostras contém altas concentracfes de lipidios, que pode interferir no
desempenho de procedimentos analiticos. Por esse motivo existem poucos métodos descritos na
literatura para a determinacdo de COC em visceras. Como a maioria dos medicamentos sdo
metabolizados nesse 6rgdo, a substancia precursora e seus metabolitos estdo presentes neste

tecido em altas concentracdes (Margalho et al., 2011).

3.2 OBJETIVOS

Desenvolver métodos simples de preparo de amostras empregando a Extracdo Sélido-
Liquido e/ou Liquido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura para a determinacdo de COC
em figado, urina e sangue, seguido de analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas.

3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Reagentes

A cocaina usada neste trabalho foi obtida de uma amostra purificada de acordo com

procedimentos internos do Instituto de Criminalistica da Policia Civil de Minas Gerais (97 % de
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pureza). A pureza desta substancia foi avaliada usando um padrédo de cocaina obtida da Cerilliant
(Round Rock, TX, EUA) em solu¢do metandlica com concentragéo de 1 mg/mL.

Cloreto de sddio (Merck, Darmstadt, Alemanha) e acetato de etila grau HPLC (Vetec,
Duque de Caxias, RJ, Brasil) foram empregados na otimizagcdo da ELL-PBT e/ou ESL-PBT.
Hidroxido de sddio, &cido citrico, di-idrogenofosfato de potassio, acido borico e acido dietil-
barbitarico foram usados no preparo de solugdes tampdo. Acetonitrila (Merck, Darmstadt,
Alemanha) foi usada como solvente extrator dos procedimentos ELL-PBT e/ou ESL-PBT e
também como solvente para o preparo de solucdes, assim como metanol (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Sulfato de sodio anidro (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) foi empregado como

agente secante para eliminar a 4gua dos extratos.

3.3.2 Solucoes

Solucgbes estoque foram preparadas dissolvendo 0,01000 g de cocaina em 10,00 mL de
metanol (Merck, Darmastadt, Alemanha). Uma solugdo de trabalho (10 mg L™) desse analito foi
preparada por diluicdo da solucdo estoque com acetonitrila (Merck, Darmastadt, Alemanha).
SolucBes de calibracdo foram obtidas pela diluigdo da solucdo de trabalho em solvente puro
(acetonitrila) e em extrato da matriz, obtendo-se concentracGes finais que variaram na faixa entre
0 e 400 pg L™ na matriz de figado e entre 0 e 1000 pg L™ nas matrizes de urina e sangue.

Uma mistura tampdo universal foi utilizada para otimizacdo dos métodos de extracéo.
Essa solucdo cobre a faixa de pH entre 2,6 e 12,0 (18 °C) e ¢ obtida dissolvendo-se 6,008 g de
acido citrico, 3,893 g de di-idrogenofosfato de potassio, 1,769 g de acido boérico e 5,226 g de
acido dietil-barbitdrico em 1000,0 mL de agua Milli Q (Millipore DirectQ 3, Franga). As
solugdes tampédo com diferentes valores de pH foram obtidas pela mistura de 100,0 mL dessa
solugéo com diferentes volumes de uma solucéo 0,2 mol L™ de hidréxido de sédio, como descrito
em Mendham et al., 2002.

3.3.3 Amostras

Para estudos de otimizacdo e validacdo analitica da ESL-PBT em figado utilizaram-se

amostras de figado bovino obtidas no comercio local de Belo Horizonte. Essas amostras foram
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trituradas usando um Mix (Mallory modelo Robot 330), fortificadas com solugdo padréo de
cocaina e submetidas ao procedimento de extracdo proposto.

Um “pool” (mistura de quantidades iguais) de urina e outro de sangue de ndo usuérios de
cocaina (amostras brancas) foram empregados para as etapas de otimizacdo e validacdo. As
amostras de urina foram coletadas de 30 voluntarios (15 masculinos e 15 femininos) em frascos
apropriados e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C. As amostras de sangue foram coletadas de 10
voluntarios (5 masculinos e 5 femininos) usando seringas de 20 mL de capacidade, sem 0 uso de
anticoagulante. O método de ELL-PBT foi realizado em sangue hemolisado, obtido pelo
congelamento de cada amostra logo apos a coleta. Apds descongelamento as amostras foram
entdo misturadas em quantidades iguais para a obtencdo do pool. Todos os voluntarios
responderam a um questionario com perguntas sobre caracteristicas e habitos pessoais, assim
como ingestdo de drogas e farmacos na semana que antecedeu a coleta. Os voluntarios foram
informados quanto ao objetivo do trabalho e assinaram o termo de consentimento de participacdo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.

Para avaliar a aplicabilidade dos métodos propostos, amostras de figado, urina e sangue
de periciados post-mortem suspeitos de serem usuarios de cocaina foram analisadas pelos
métodos otimizados e validados. Tais amostras foram processadas no laboratorio de Toxicologia
do Instituto Médico Legal/Policia Civil de Minas Gerais e os extratos foram encaminhados para

anélise no Departamento de Quimica da UFMG.

3.3.4 Instrumentacdo e condic¢des cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo a gas Shimadzu
QP2010 GC (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD) acoplado com um espectrdmetro
de massas com analisador do tipo quadrupolo (GC-QMS) do Laboratorio de Quimica Inorganica
da Universidade Fedral de Minas Gerais. O GC-MS operou com linha de transferéncia e fonte a
230 °C. A separacdo cromatogréfica foi conduzida em uma coluna Restek RTx-5MS (30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura do filme). Hélio foi
empregado como gas carreador a um fluxo de 1,2 mL min™. Um autoamostrador (AOC 20,
Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD) foi usado para injetar 1 uL dos extratos no

cromatografo gasoso acoplado ao espectrébmetro de massas. O injetor do cromatdgrafo operou a
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240 °C no modo splitess. A programacdo da coluna foi estabelecida como se segue: 100 °C por
2 min seguido de aquecimento a uma taxa de 30°C min™ até 230°C (5 min), e finalmente
aquecimento a 70 °C min™ até 300 °C com isoterma de 2 min, resultando em um tempo total de
analise de 17,3 minutos.

O efluente da coluna foi direcionado para a fonte de ions onde as moleculas foram
ionizadas por impacto de elétrons (energia 70 eV). Para analises qualitativas os espectros de
massas foram adquiridos no intervalo de razdo m/z 50 e 500. O modo de aquisicdo por
monitoramento de ion selecionado (SIM) foi aplicado. Para isto 0 método foi segmentado como
se segue: entre 3 e 10,5 min aplicou-se 0 modo de aquisigéo full scan, entre 10,5 e 11,5 min o
modo SIM onde os ions de razdo m/z 182, 82 e 303 foram estabelecidos para obtencdo dos picos
cromatogréaficos referentes a cocaina. Finalmente, entre 11,5 e 17,3 min o modo full scan foi

novamente aplicado.

3.3.5 Otimizacdo da Extracéo Sélido-Liquido e/ou Liquido-Liquido com Particdo em Baixa

Temperatura

3.3.5.1. Procedimento Geral

Figado

A Extracdo Sélido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura (ESL-PBT) consistiu em
pesar cerca de 3,0000 g de figado, previamente triturado e fortificado com 1 pg g™ de cocaina em
um tubo de vidro transparente de 30,0 mL de capacidade. A essa matriz foi acrescentado 1,00 mL
de &gua e certo volume de solvente extrator. A seguir a mistura foi agitada em vortex por 30
segundos e resfriada a -20 °C overnight. Apos esse periodo foi obtido um sistema biféasico que
consistiu de uma fase sélida (formada pelo congelamento da fase aquosa e da matriz de figado) e
uma fase liquida (constituida de acetonitrila contendo cocaina extraida da matriz). Apoés
separacdo das fases por congelamento, o sobrenadante foi passado em um papel de filtro
contendo 2,00 g de sulfato de sddio anidro a fim de remover residuos aquosos que pudessem
permanecer na interface. O volume de extrato obtido foi aferido em baldo volumétrico de
10,00 mL, transferido para frasco apropriado e armazenado em freezer até 0 momento da analise
por GC-MS.
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Urina

Um volume de 4,00 mL do pool de urina, previamente fortificado com 1 ugmL™ de
cocaina foi transferido para frasco de vidro transparente (30 mL) seguido de certo volume de
solvente extrator. A mistura foi submetida ao procedimento subsequente, como descrito para

figado.

Sangue
Para otimizacdo da ELL-PBT de cocaina em sangue, 1,00 mL do pool dessa matriz

previamente fortificado com 1 mg L™ de cocaina foi acrescido de 1,00 mL de solucéo tampéo.
Essa mistura foi transferida para frascos de vidro transparentes de 15 mL de capacidade e
acrescida de certo volume de solvente extrator. O procedimento subsequente foi semelhante ao

descrito para amostras de figado.

3.3.5.2. Planejamento fatorial fracionario 2**

Figado e urina
Alguns fatores podem influenciar a eficiéncia da ESL-PBT e/ou ELL-PBT de cocaina em

matrizes bioldgicas. Com a finalidade de otimizar esses fatores e obter méaxima eficiéncia do
método de extracdo, foram empregados delineamentos experimentais de triagem (planejamento
fatorial). A partir de estudos preliminares foram selecionados quatro fatores que foram avaliados
em um planejamento fracionario, como descrito na Tabela 3.1.

O planejamento fatorial fracionario foi utilizado, pois num planejamento completo para
quatro fatores e dois niveis obtém-se um total de 16 experimentos e isso demandaria muito tempo
de anélise. No planejamento fatorial fracionario com 8 experimentos é possivel avaliar o efeito de
todos os fatores selecionados. Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata. Para figado e

urina os niveis estudados foram 0s mesmos e por isso séo reportados na mesma tabela.
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Tabela 3.1: Planejamento Fracionario 2** para otimizacio da ESL-PBT e ELL-PBT de cocaina

em figado e urina.

Ensaio Fatores codificados Fatores Originais
(n=23) F F F F pH Volume de Composigéo Uso de PSA
@D @ @G @ extrator (mL) extrator
1 -1 -1 -1 -1 Fisiologico 4 Acetonitrila Sem PSA
2 +1 -1 -1 +1 10 4 Acetonitrila 50 mg de PSA
3 -1+ -1 +1 Fisiologico 8 Acetonitrila 50 mg de PSA
4 +1  +1 -1 -1 10 8 Acetonitrila Sem PSA
5 -1 -1 +1 +1 Fisiologico 4 Acetronitrila + 50 mg de PSA
acetato (*)
6 +1 -1 +1 -1 10 4 Acetronitrila + Sem PSA
acetato (*)
7 -1+ +1 -1 Fisiologico 8 Acetronitrila + Sem PSA
acetato (*)
8 +1 41 +1  +1 10 8 Acetronitrila + 50 mg de PSA

acetato (*)

(*) - A mistura extratora continha 12,5% de acetato de etila

PSA - Primary Secondary Amine - adsorvente

3.3.5.3. Planejamento Composto Central

Figado e urina

Buscando melhorar a porcentagem de recuperagdo da cocaina em figado e urina um

planejamento composto central foi empregado. Trés fatores (variaveis) foram selecionados. Esses

fatores envolveram: volume de acetonitrila, pH e forca ionica e estdo codificados de acordo com

a Tabela 3.2. Cada linha da matriz de planejamento corresponde a uma corrida experimental, que

foi realizada com as variaveis assumindo o valor correspondente a sua coluna.
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Tabela 3.2: Planejamento composto central aplicado a matriz de figado e urina.

Fatores codificados Fatores originais
Ensaios X1 X X3 Xy:Acetonitrila (mL) Xz pH X3: NaCl
(mol L)
1 -1 -1 -1 7 5 0,15
2 1 -1 -1 9 5 0,15
3 -1 1 -1 7 9 0,15
4 1 1 -1 9 9 0,15
5 -1 -1 1 7 5 0,45
6 1 -1 1 9 5 0,45
7 -1 1 1 7 9 0,45
8 1 1 1 9 9 0,45
9 -1,682 0 0 6,32 7 0,3
10 1,682 0 0 9,68 7 0,3
11 0 -1,682 0 8 3,64 0,3
12 0 1,682 0 8 10,4 0,3
13 0 0 -1,682 8 7 0,05
14 0 0 1,682 8 7 0,55
15 0 0 0 8 7 0,3
16 0 0 0 8 7 0,3
17 0 0 0 8 7 0,3

3.3.5.4. Avaliacdo da quantidade de massa e volume de solucéo aquosa na eficiéncia da extracéo

de cocaina em figado

A presenca de solucdo aquosa na mistura € importante por promover uma melhor
separacdo entre a fase solida (figado + agua congelada) e a fase liquida (acetonitrila). Esta
permite que a matriz solida fique presa a fase aquosa no congelamento. Neste estudo, a
quantidade de massa de figado foi alterada para 2,0000 + 0,0050 g e o volume de solucéo aquosa
foi avaliado (2,00 e 4,00 mL), seguido de 8,00 mL de acetonitrila.
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3.3.5.5. Planejamento Composto Central aplicado a matriz de sangue

Os resultados obtidos no planejamento fatorial fracionario da extracdo de cocaina em
urina e figado foram coincidentes. Com base nesses resultados um planejamento composto
central foi empregado para a matriz de sangue. Os fatores avaliados no planejamento composto
central da ELL-PBT de cocaina em sangue foram: volume de acetonitrila e pH. Esses fatores

estdo descritos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Matriz de planejamento composto central aplicado a sangue.

Fatores codificados Fatores originais
Ensaios X X2 Acetonitrila (mL) pH
1 -1 -1 3,0 5,0
2 1 -1 5,0 50
3 -1 1 3,0 9,0
4 1 1 5,0 9,0
5 -1,41 0 2,6 7,0
6 1,41 0 54 7,0
7 0 -1,41 4,0 4,2
8 0 1,41 4,0 9,8
9 0 0 4,0 7,0
10 0 0 4,0 7,0
1 0 0 4,0 7,0

3.3.5.6. Avaliagdo da forca idnica na recuperacdo de cocaina na matriz de sangue.

Para avaliar o efeito da forca idnica na eficiéncia da recuperacdo da cocaina, 1,00 mL de
sangue contendo 1 mg L™ de cocaina foi acrescido de 1,00 mL de solugdo tampdo pH 9,82. A
forca ionica foi entdo ajustada para 0,1; 0,5 ou 1,0 mol L™ de NaCl pela adic&o de 20,0; 100,0 e
200,0 pL de uma solucio na concentracdo de 0,5 mol L™ deste sal, sequido da adic&o de 4,00 mL

de acetonitrila. A mistura foi entdo submetida ao procedimento de ELL-PBT.
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3.3.6 Métodos otimizados da ESL-PBT e ELL-PBT de cocaina

Figado

Em amostras de figado (2,0000 + 0,0050 g) previamente processadas foram adicionados
10,00 mL da mistura extratora (2,00 mL de 4gua milli Q e 8,00 mL de acetonitrila). A mistura foi
agitada por 30 s em vartex e resfriada overnight a aproximadamente -20 °C. O solvente organico
(fase liquida) foi passado em papel de filtro contendo aproximadamente 2 g de sulfato de sédio
anidro. O extrato organico foi coletado e avolumado com acetonitrila em baldo volumétrico de
10,00 mL e transferido para vials apropriados para armazenamento em freezer até 0 momento da
anélise. As anélises cromatograficas foram realizadas de acordo com o procedimento descrito no
item 3.3.4.

Urina

Um volume de 4,00 mL de urina foi acrescido de 8,00 mL de acetonitrila. A mistura foi
agitada em vortex durante 30 segundos e resfriada a -20 °C overnight. A fase orgénica foi filtrada
em papel de filtro contendo aproximadamente 2 g de sulfato de sddio anidro. O extrato organico
foi coletado e avolumado em baldo volumétrico de 10,00 mL e transferido para vials apropriados

para armazenamento em freezer até 0 momento da analise.

Sangue
Um volume de 1,00 mL de sangue foi acrescido de 1,00 mL de solucdo tampéo pH 9,82.

A forca ionica foi entdo ajustada com 200 pL de uma solucéo de NaCl 5,0 mol L™ seguido da
adicdo de 4,00 mL de acetonitrila. A mistura foi submetida ao procedimento subseqiiente, como

descrito para figado e sangue.

3.3.7 Validacéo do Método

Os métodos previamente otimizados foram validados de acordo com as seguintes figuras
de mérito: seletividade, linearidade e faixa de trabalho, limite de deteccdo e quantificacdo,

preciséo e exatiddo (Peters & Maurer, 2002; Cassiano et al., 2009; Rozet et al., 2011).
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Seletividade

Qualguer método bioanalitico pode estar sujeito a interferéncias. A seletividade €,
portanto, "a capacidade do método bioanalitico de medir e diferenciar de forma inequivoca o(s)
analito(s) na presenca de componentes, que possam estar presentes” (Rozet et al., 2011). A
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) recomenda que sejam realizados testes em
amostras brancas da matriz biologica (sangue, plasma, soro, urina, etc) obtidas de 6 individuos
(Cassiano et al., 2009). Neste trabalho a seletividade foi avaliada comparando-se os
cromatogramas dos extratos obtidos ap0os a extracdo ESL e/ou ELL-PBT dos componentes da
matriz isenta de cocaina (amostra branca) com os cromatogramas dos extratos das matrizes
fortificadas com 10 pg L™ de cocaina (exceto figado que foi fortificado com 25 ng g™). Nesta
avaliagdo foi empregada amostra de figado bovino e pools de urina e sangue usados na
otimizacdo do método. Todos os extratos foram analisados conforme procedimento previamente

otimizado.

Avaliacdo do efeito de matriz na porcentagem de recuperacdo de cocaina em figado, urina e
sangue.

O efeito de matriz (efeito dos constituintes da matriz na resposta cromatogréfica) foi
avaliado. Para avaliar este fendmeno foram preparadas duas séries de solugcfes padrdo contendo
cocaina nas concentracdes de 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250 e 400 g L™. A primeira série foi
preparada pela diluicdo da solugdo de trabalho (10 mg L™) contendo cocaina em acetonitrila pura.
A segunda serie dos padrdes foi preparada pela diluicdo da solugdo de trabalho em um extrato da
matriz sem adicdo do analito (matriz branca). O extrato foi obtido submetendo amostras brancas
de figado, urina e sangue ao procedimento de ESL-PBT e/ou ELL-PBT. Os extratos dos brancos
de cada matriz foram misturados e usados como solvente para o preparo da segunda série de
solugoes.

O efeito de matriz foi avaliado comparando-se a curva analitica obtida pela anélise dos
padrbes em acetonitrila com as curvas obtidas para cada uma das matrizes em estudo. Para isto as
inclinacdes médias e 0s respectivos desvios padrdo foram calculados e os testes F e t de Student

ao nivel de 95% de confianca foram aplicados para verificar se houve ou ndo efeito de matriz.
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Linearidade

A curva analitica corresponde ao modelo matematico que estabelece uma relacdo entre a
resposta instrumental (area/altura da banda cromatografica) e a concentragdo do analito (Rozet et
al., 2011). Para construgédo da curva analitica 0 método da padronizacdo externa com ajuste de
matriz foi empregado. Ao ser aplicado para analises de amostras desconhecidas, esse método
compara a area do pico do analito a ser quantificado com as &reas obtidas a partir dos padrdes de
calibragdo (através do grafico de concentracdo versus resposta ou pela equagéo da reta da curva
resultante).

A linearidade do metodo foi avaliada pela anélise dos extratos obtidos da ESL e ELL/PBT
de amostras brancas de figado, urina e sangue fortificadas com cocaina. Na matriz de figado a
linearidade foi verificada na faixa de 0 a 2000 ng g™ e em urina e sangue na faixa de 5 a 1000
ug L™ de cocaina.

As amostras brancas de figado (2,0000 £ 0,0005 g) foram fortificadas com 0, 25, 50, 100,
250, 500, 1250 e 2000 ng g™ de cocaina e submetidas ao procedimento de ESL-PBT descrito no
item 3.3.6. As amostras brancas foram fortificadas com tais valores de concentracdo porque apds
o procedimento de extracdo ha um fator de dilui¢do de cinco vezes nos extratos. Desta forma, tais
valores corresponderiam (em pg L™) aos valores de concentracéo usados na construcdo da curva
analitica da otimizacdo do método. O procedimento para cada nivel de concentracédo foi realizado

em triplicata. A linearidade foi avaliada pelo método dos minimos quadrados ordinarios.

Limite de detecco e quantificacdo

Os termos limite de quantificacdo (LQ) e limite de detec¢do (LD) sdo utilizados para
demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar baixas concentracbes de um analito
(Cassiano et al., 2009). Neste trabalho o LD e LQ foi avaliado empregado as equagdes 3.1 e 3.2,

respectivamente.

(3.1)

(o) (o)
LD = 3? LQ :10? (3.2)

Onde ¢ é 0 desvio padrao das areas no tempo de retencdo do analito, obtida de 10 leituras

de brancos independentes e S a inclinacdo da reta da curva analitica.
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Precisdo e Exatidao

A precisdo expressa o grau de concordancia (grau de dispersdo) entre uma série de
medigdes. Essas medicOes devem ser obtidas de amostragem mdltiplas de uma mesma amostra
nas condicdes prescritas. A precisdo geralmente é avaliada em trés niveis de concentracdo e
envolve ensaios de repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (Peters & Maurer,
2002). As precisdes dos métodos de ESL-PBT e ELL-PBT de cocaina em figado, urina e sangue,
seguidos de analise por cromatografia gasosa foram realizadas em termos de repetitividade. Para
isto amostras brancas foram fortificadas com trés niveis de concentracdo. Amostras de figado
foram fortificadas com 100, 500 e 1000 ng g~, amostras de urina com 60, 250 e 625 ug L™ e
amostras de sangue com 200, 800 e 1000 pug L™ de cocaina. Cada nivel de concentracéo foi
processado em 7 replicatas de acordo com o procedimento descrito no item 3.3.6. Apos analise
dos extratos determinou-se o coeficiente de variacdo (CV/%) para cada nivel de concentracéo.

A exatiddo de um método analitico é geralmente determinada pelo estudo de materiais de
referéncia ou por estudos de adi¢do e recuperacao.

Nos ensaios de recuperacdo amostras de figado, urina e sangue foram fortificadas com
trés niveis de concentracdo de cocaina. Esses niveis correspondem aos mesmos niveis
estabelecidos nos ensaios de precisdo. Cada nivel de concentracao foi realizado em 3 replicatas e

os resultados expressos como porcentagem de recuperacao e desvio padréo (% = s).

3.3.8 Aplicagéo dos métodos otimizados e validados a amostras reais

Os métodos otimizados e validados foram aplicados a amostras reais de periciados post-
mortem. Todas as causas mortis estavam relacionadas a overdose ou outra, em que a vitima
estava sob efeito de cocaina. Para avaliar o desempenho do método foram analisadas em
triplicatas 8 amostras de figado, 5 amostras de urina e 5 amostras de sangue. Para que a
concentracdo de cocaina nos extratos obtida apdés ESL-PBT e/ou ELL-PBT fosse quantificada
dentro da faixa de trabalho estudada, alguns extratos foram diluidos 5 ou 10 vezes com

acetonitrila.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Otimizacao das condi¢des cromatograficas

Na Figura 3.2 esta representado o cromatograma obtido de uma solugdo de cocaina em
acetonitrila na concentracdo de 600 pgL™. O tempo total da anélise foi de 17,3 minutos de
acordo com as condicGes cromatograficas descritas no item 3.3.4. Por se tratar de matrizes
complexas tais como figado, sangue e urina, este tempo de analise foi requerido por permitir a
limpeza total da coluna cromatografica. A quantificagdo ocorreu no modo full scan. No entanto,
uma pequena faixa correspondente ao tempo de retencdo da cocaina foi obtida no modo SIM.
Este procedimento foi feito para tornar a analise mais seletiva para este composto. No presente
cromatograma (Figura 3.2) esta representado apenas a faixa de tempo de retencéo obtida no modo
SIM. Por esta figura pode-se observar a presenca de picos bem definidos para todos os ions
selecionados na identificacdo da cocaina. Vale ressaltar que para a quantificacdo o ion de razao

m/z 182 foi empregado.

(x10,000)
Scan:TIC
ASIM:TIC (1.00)
SIM:82.00 (1.30)
SIM:182.00 (2.28)
1SIM:303.00 (9.60)

5.0

25|

0.0 2
105 106 107 108 109 11.0

Figura 3.2. Cromatograma de solucdo padrdo de cocaina na concentracdo de
600 ug L™
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3.4.2 Otimizacao da ESL-PBT e ELL-PBT de cocaina em figado e urina

3.4.2.1 Triagem de variaveis: Planejamento fatorial 2**

A técnica de extracdo solido-liquido e liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
tem sido aplicada para analise de compostos organicos em diferentes tipos de matrizes tais como
agua (Vieira et al., 2007; Goulart et al., 2010) e alimentos diversos (Rubensam et al., 2011,
Goulart et al., 2008; Pinho et al., 2010). Este é o primeiro trabalho que emprega esta estratégia de
extracdo para fins forenses e, portanto a otimizacdo das condigcdes de extracdo € importante.
Existe uma série de fatores que alteram a eficiéncia da extracdo de compostos organicos pelo uso
desta técnica. Baseando-se nos 6timos resultados obtidos pelos autores anteriormente citados,
alguns fatores foram selecionados para a otimizacdo da ESL-PBT e ELL-PBT de cocaina em
figado e urina. Os fatores selecionados envolveram pH, volume de solvente extrator, composicao
do solvente extrator e uso de um material adsorvente para o purificacdo dos extratos. Para isto um
planejamento fatorial fracionario 2** foi empregado como descrito na Tabela 3.1 do item 3.3.5.2.

A escolha do pH como um dos fatores avaliados foi feita considerando o pKa da cocaina
que € 8,6 (20 °C). Como o pH fisioldgico esta em torno de 7,36 e 7,44 e o pH da urina em torno
de 5,6 optou-se por avaliar a eficiéncia da recuperacdo em pH fisiologico e em valores de pH
mais altos (pH = 10). Nesse ultimo valor de pH a molécula de cocaina estaria desprotonada,
tendo maior afinidade pela fase orgénica. No entanto, como pode se observar no gréfico de Pareto
(Figura 3.3) a porcentagem de recuperacdo de COC em figado foi melhor em valores de pH
baixos, uma vez que essa varidvel apresentou efeito significativo e negativo. Esta resposta pode
ter ocorrido devido ao fato de que em valores de pH muito altos (pH = 10) as proteinas dessa
matriz tenham precipitado junto com a molécula de cocaina. Para urina o efeito foi negativo, mas
ndo significativo, indicando que este fator ndo tem grande influéncia na extracao de cocaina das
amostras de urina (Figura 3.4).

Considerando que o efeito do volume de solvente extrator foi significativo e positivo,
maiores volumes de acetonitrila promovem melhores recuperacfes de cocaina em figado e em
urina (Figuras 3.3 e 3.4). O uso de 8,00 mL de solvente extrator aumentou a extracdo em 12,2 %
na matriz de figado e em 10,9 % em urina, se comparado as extragdes com 4,00 mL de solvente.
O aumento na eficiéncia da extracdo com o aumento do solvente extrator também foi observado

por Goulart e colaboradores (2010) na determinacdo de pesticidas em amostras de agua.
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Figura 3.3. Gréfico de Pareto obtido a partir do planejamento fracionario 2** para

otimizacdo da extracdo de cocaina na matriz de figado.

Pequenas mudangas na polaridade do solvente extrator podem ser obtidas pela adi¢do de
um segundo solvente, como 0 acetato de etila que € menos polar que a acetonitrila. Entretanto, a
quantidade do segundo solvente adicionada ndo deve quebrar a fase unica formada entre 4gua e
acetonitrila a temperatura ambiente (25°C). Em experimentos preliminares foi estabelecida a
quantidade de acetato de etila (12,5 %) sem que houvesse quebra da fase Unica. Esta variavel foi
avaliada porque a estrutura da cocaina é caracterizada pela presenca de regides hidrofilicas e
hidrofobicas. Assim, a adi¢do de acetato de etila a mistura extratora poderia melhorar a eficiéncia
das extracGes. No entanto, este fator foi estatisticamente significativo e negativo ao nivel de 95 %
de probabilidade, indicando que a acetonitrila pura promove melhores recuperacGes em urina e
figado (Figuras 3.3 € 3.4).
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Figura 3.4. Gréfico de Pareto obtido a partir do planejamento fracionario 2** para

otimizacdo da extracdo de cocaina na matriz de urina.

J& o0 uso de um material adsorvente como o0 PSA (primary secondary amine) foi avaliado
na tentativa de se promover a purificagdo dos extratos, uma vez que os extratos de amostras de
figado apresentaram-se amareladas ap0s extracdo. O mesmo ndo ocorreu com amostras de urina.
Os resultados mostram que, nos niveis estudados, o uso de PSA ndo foi significativo, indicando
que os extratos obtidos da ESL e/ou ELL-PBT s&o limpos o suficiente para serem analisados por
GC-MS.

3.4.2.2 Planejamento Composto Central

A elaboracgdo do planejamento composto central para matriz de figado e urina permitiu o
estudo de trés varidveis em 5 niveis diferentes como descrito no item 3.3.5.3. Os valores

codificados e os valores reais para cada nivel foram descritos na Tabela 3.2, na qual os valores 1

67



Capitulo 111 - Extragdo Liquido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura para quantificacdo
de cocaina em matrizes biologicas por GC-MS

e -1 sdo referentes aos niveis maximos e minimos, respectivamente. Os valores 1,682 e -1,682
refere-se aos pontos axiais e 0 0 (zero) corresponde ao ponto central do planejamento. A figura
3.5 mostra o gréfico de Pareto contendo os efeitos avaliados para extracdo de COC na matriz de
figado. Por esta figura pode-se observar que houve efeito significativo do volume de acetonitrila
(fator 1) e do pH (fator 2), sendo concordantes com os resultados obtidos no planejamento
fracionério 2**. J4 o efeito da forca idnica foi positivo, mas néo foi significativo ao nivel de 95%
de confianca. Pode-se sugerir que a forca idnica presente nesta matriz seja superior aos niveis
estudados e, por isso a adicdo de sal ndo altera a recuperacdo de COC. Para esta matriz ndo foram

observados efeitos de interagéo significativos entre os fatores, ao nivel de 95% de confianga.

(1) Vol. de Acetonitrila // // ///// // // 6.652
(3) Forca Ionica % /// // -

ws | e

Figura 3.5: Grafico de pareto obtido a partir do planejamento composto central para
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otimizacgéo da extracdo de cocaina da matriz de figado
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A metodologia de superficie de resposta fornece uma condi¢do 6tima em toda a regido
experimental (Figura 3.6). A analise da superficie de resposta plotada para a matriz de figado
mostra um efeito positivo no volume da acetonitrila e efeito negativo no pH. Este
comportamento, como mencionado anteriormente, pode estar relacionado a precipitacdo das
proteinas em altos valores de pH. Ao precipitarem as proteinas podem reter a molécula de COC,
impossibilitando a mesma de ser extraida pela fase organica. Como condi¢do Otima desse
planejamento foram selecionados pH fisiologico e 8,00 mL de acetonitrila como solvente

extrator.

Dy A OYEE My

I 35
B 30
[]25
120
B 15
B 10

Figura 3.6. Gréfico de superficie de resposta obtida do planejamento composto central em
amostra de figado.
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Os fatores 2 (pH) e 3 (forca ibnica) apresentaram efeito significativo sobre a extracdo de

cocaina a partir da urina (Figura 3.7). No entanto, esses efeitos sdo negativos indicando que o

aumento do pH e a adicdo de NaCl a matriz de urina ndo melhoram a eficiéncia de extragéo.

Como a matriz de urina geralmente contém um alto teor de sais, a quantidade adicionada nos

niveis avaliados pelo planejamento composto central ndo promoveu melhora significativa nas

taxas de recuperacdo. Embora o volume de acetonitrila (fator 1) ndo tenha apresentado efeito

significativo sobre a recuperacdo de cocaina, este apresenta efeito de interagdo com o pH. Este

comportamento mostra que a recuperacdao de COC é favorecida nos niveis baixos de pH e de

volumes de acetonitrila.

(2)pH ¢

lby2}

30.17167

2by 3¢t

26.59204
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Figura 3.7: Gréfico de pareto contendo a analise dos efeitos avaliados no planejamento

composto central da matriz de urina.
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A Figura 3.8 mostra o grafico da superficie de resposta da extracio de COC em urina. A
medida que pH e a forga idnica diminuem, a extracdo da COC é favorecida nesta matriz. Pela
anélise do grafico de superficie de resposta desta matriz (Figura 3.8) foi possivel estimar o ponto
otimo fixado em pH = 5, que é proximo do pH natural do pool de urina (5,6), e forca idnica
natural da urina. Desta forma as condi¢fes otimas da ELL-PBT de COC em urina puderam ser
estabelecidas por este design experimental, uma vez que as recuperacfes obtidas ficaram
préximas de 100 %.

iyt e

I 120
B 100
[ 80
160
[ 40
I 20
)
20

Figura 3.8. Grafico de superficie de resposta obtida do planejamento composto central em
amostra de urina.

71



Capitulo 111 - Extragdo Liquido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura para quantificacdo
de cocaina em matrizes biologicas por GC-MS

Foi necessario realizar novos testes na matriz de figado devido a baixa eficiéncia de
recuperacao (40 %) apresentados pelos designs experimentais realizados para extracdo de cocaina

nesta matriz.

3.4.2.3 Efeito da quantidade de massa e volume de solucdo aquosa na eficiéncia da extracéo de

cocaina em figado

As recuperacgdes obtidas nos designs experimentais realizados para matriz de figado ndo
apresentaram altas porcentagens de recuperacdo de COC. Buscando melhorar a eficiéncia de
extracdo de COC nesta matriz, foi realizada uma variacdo na quantidade de massa da amostra e
também do volume de agua usado para proporcionar uma mistura adequada para a separacdo das
fases na etapa de congelamento. A massa de 3,0000 + 0,0005 g de figado foi entdo modificada
para 2,0000 + 0,0005 g acrescidos de 2 ou 4 mL de 4gua. As porcentagens de recuperacdo obtidas
nestes ensaios sdo apresentadas na Tabela 3.4. Pode-se verificar que a adi¢do de 2,00 mL de agua

a massa de figado promoveu uma melhora na recuperacdo da cocaina para 50 %.

Tabela 3.4. Recuperagdes obtidas nos ensaios de variacdo do volume de 4gua adicionado a 2 g de

figado.
) Recuperacdo Média
Ensaios
(%)
2 mL de 4gua 50,0
4 mL de 4gua 35,7

Como condicdo 6tima obtida na otimizacdo da ESL-PBT de cocaina em figado foi
estabelecido: 2,0000 g de amostra previamente triturada e acrescida de 2,0 mL de agua e 8,0 mL

de acetonitrila. A baixa recuperacdo de COC deve-se a alta complexidade deste tipo de matriz.
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3.4.3 Otimizacao da ELL-PBT de cocaina em sangue

3.4.3.1 — Planejamento Composto Central

Para a matriz de sangue foi realizado um planejamento composto central que permitiu o
estudo de duas varidveis em 5 niveis diferentes como descrito no item 3.3.5.5. Tais variaveis
envolveram o estudo do efeito do volume de acetonitrila e do pH sobre a eficiéncia de extracdo
de cocaina nesta matriz. A Figura 3.9 mostra o grafico de Pareto contendo os efeitos das variaveis

avaliadas.

(1)Volume de acetonitrila f 3.45893

lby2f -3101011

(2)pH | 334141

Figura 3.9. Grafico de pareto obtido do planejamento composto central
da ELL-PBT da COC em sangue.

Houve efeito significativo e positivo para o fator 1, ou seja, 0 aumento no volume de
acetonitrila promove melhores recuperacdes de cocaina nesta matriz. Resultado semelhante foi
apresentado para a matriz de figado e urina na analise deste mesmo efeito. J& o efeito do pH sobre
a resposta da extracdo de cocaina em sangue ndo foi significativo. Ainda assim, a superficie de

resposta que relaciona os efeitos principais sobre a porcentagem de recuperacdo de COC foi
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construida (Figura 3.10). Por esta figura verifica-se que o aumento do volume de acetonitrila leva
melhores recuperacfes de cocaina. As taxas de recuperacdo obtidas nos ensaios do planejamento
composto central variaram de 43,9 a 76,2 %. Embora tais resultados tenham se mostrado

promissores na ELL-PBT de cocaina em sangue, novos testes foram realizados necessarios para
melhorar a eficiéncia da recuperacao.

Oy v LR By

B 100
[ 80
[]60
I 40
I 20

Figura 3.10. Gréafico de superficie de resposta obtida do planejamento composto central em
amostra de sangue.

3.4.3.2 Efeito da forga idnica na eficiéncia da extracao de cocaina em sangue.

O efeito da forca i6nica na eficiéncia da recuperacdo de cocaina em sangue foi avaliado.
Esta variavel ndo foi avaliada junto com o planejamento composto central, desenvolvido

inicialmente, porque néo apresentou efeito significativo ou positivo nas matrizes de urina e
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figado. No entanto, buscando melhorar a eficiéncia da recuperacdo de COC na matriz de sangue,
optou-se por avaliar este efeito. A forca idnica da amostra foi alterada com uma solugdo estoque
de NaCl na concentracdo de 5,0 mol L™. As concentracées de NaCl avaliadas foram 0,1; 0,5 e
1,0 mol L™, Os resultados obtidos s&o mostrados na Tabela 3.5. Com o uso da forca ionica a

porcentagem de recuperacédo da cocaina em sangue melhorou significativamente para 88,6 %.

Tabela 3.5. Porcentagem de recuperacéo e coeficientes de variagcdo (CV) obtidos nos ensaios de

forga iGnica na matriz de sangue.

Concentracdo de NaCl Recuperagdo £ s cv
(mol L) (%) (%)

0,1 73,072 9,8

0,5 83,047,6 91

1,0 88,6 +1,8 2,0

3.4.4 Validacéo dos Métodos

Apds otimizacdo dos métodos de ESL e/ou ELL-PBT para analise de cocaina em figado,
urina e sangue, os mesmos foram validados. As figuras de mérito avaliadas na validacdo do
método envolveram seletividade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo e ensaios de

preciséo e exatidao, e sdo apresentadas a seguir.

Seletividade
Nas figuras 3.11, 3.12 e 3.13 sdo apresentadas as regides do cromatograma onde a COC é
eluida. Para avaliar a seletividade do método as matrizes foram previamente fortificadas com
concentracdes proximas e superiores ao LQ. Os cromatogramas (a) referem-se aos extratos dos
brancos de cada matriz, obtidos da ESL e/ou ELL-PBT e os cromatogramas (b) aos extratos dos
brancos de cada matriz fortificados com 10 pg L™ de COC ap6s o procedimento de extracao.
Figado foi fortificado com 25ngg™" antes da ESL-PBT. Observa-se por estes resultados a
auséncia de interferentes no tempo de retencdo do analito de interesse. Vale ressaltar que a
anélise de todos os brancos refere-se ao pool obtido de amostras de diferentes procedéncias. Por
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este motivo podem-se considerar os métodos otimizados como sendo seletivos. O uso do modo

SIM na aquisi¢do dos dados também favorece boa seletividade dos métodos previamente

otimizados.
@ (b)
(x1,000) (x1,000)
5 75.82.00 182.00

5.50 4757

5.25-

4.50

5.0(%7 4.5

475

Figura 3.11. Cromatogramas do extrato do branco da matriz de figado (a) e do

extrato da matriz previamente fortificada com 25 ng g™ de cocaina (b).

(@) (b)

(x1,000)
2.25

2.00]
1.75-
1.50

1.25-

Figura 3.12. Cromatogramas do extrato do branco da matriz de urina (a) e do

extrato da matriz previamente fortificada com 10 pg L™ de cocaina (b).
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(@) (b)

(x100) (x100)
2.3 5.0
2.2{ 4.5*:

1 4.04
2.1 b

] 3.5
2.0 1

] 3.0
197 2.5
1.8 2.0

Figura 3.13. Cromatogramas do extrato do branco da matriz de sangue
(@) e do extrato da matriz previamente fortificada com 10 ug L™ de

cocaina (b).

Avaliacdo do efeito de matriz na porcentagem de recuperacdo de cocaina em figado, urina e
sangue.

O efeito de matriz pode ser descrito como a alteracdo da resposta cromatografica dos
analitos de interesse causado por coextrativos, que podem saturar os sitios ativos do injetor, da
coluna ou do detector (Pinho et al., 2009). O mesmo pode ser avaliado pela comparagéo entre
curvas analiticas construidas a partir de solugdes de cocaina preparadas em solvente puro e em
extratos organicos obtidos da ESL e/ou ELL-PBT de amostras brancas (Figuras 3.14, 3.15 e
3.16). Neste trabalho, curvas analiticas preparadas por diluicdo da solucdo de trabalho em
acetonitrila pura e em extrato das matrizes de figado, urina e sangue foram comparadas. O efeito
de matriz foi avaliado por meio da comparacdo das inclinagdes obtidas por estas curvas

construidas em triplicatas (n = 3).
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Figura 3.14. Curvas analiticas de cocaina preparadas em solvente

puro e em extrato de figado.

200000
1 B Curva analitica no solvente puro
180000 @ Curva analitica no extrato de urina
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1200007 Y =-1996.6 + 165.5 * X
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Figura 3.15. Curvas analiticas de cocaina preparadas em solvente

puro e em extrato de urina.
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Figura 3.16. Curvas analiticas de cocaina preparadas em solvente

puro e em extrato de Sangue.

Para avaliar o efeito de matriz as inclinacdes das curvas analiticas preparadas em solvente
puro e no extrato da matriz foram comparadas. Para isto 0s testes estatisticos F e t de student
foram aplicados. Os valores de t e F calculados (Tabela 3.6) mostram que ha diferenca

significativa entre as inclinagfes das curvas analiticas, ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 3.6. Valores de F e t obtidos na comparagdo de médias dos coeficientes angulares das

curvas analiticas em solvente puro e em extrato do branco das matrizes de figado, urina e sangue.

Matriz Fealculado Leatculado
Figado 6,8 51,4
Urina 0,9 19,9
Sangue 1,6 25,8
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Por estes resultados foi constatado que ha efeito de matriz em todas as matrizes avaliadas
sugerindo que as curvas analiticas devam ser preparadas no extrato do branco de cada uma delas.
Este efeito de matriz acentuado ja era esperado, uma vez que matrizes biologicas séo complexas.
De acordo com Pinho (2009), quando o coeficiente angular varia, 0s componentes da matriz
contribuem para introduzir um erro sistematico proporcional nos resultados. Isto significa que
guanto maior a concentragdo do composto organico, maior ¢é a diferenca entre a area deste em
solvente puro e em extrato da matriz. J& quando apenas o coeficiente linear varia, significa que ha
um erro sistematico constante onde a diferenca entre a area do composto organico em solvente
puro e em extrato da matriz tende a assumir um valor Gnico e as curvas analiticas séo paralelas.

Para identificar o tipo de erro proporcionado pelos componentes das matrizes, foi
calculada a razédo entre os coeficientes angulares e lineares entre as curvas analiticas construidas
no extrato da matriz e em solvente puro (Figuras 3.14, 3.15 e 3.16). A razdo (matriz/solvente)
entre os coeficientes angulares e lineares das curvas analiticas na matriz de figado foram 6.9 e
6.3, respectivamente. Isto significa que ha um aumento acentuado na resposta cromatogréfica de
590 e 530%. Desta forma, o efeito de matriz tem um erro sistematico proporcional e também um
erro sistematico constante sob a resposta cromatogréafica da cocaina na matriz de figado. Resposta
semelhante foi apresentada pela matriz de urina, onde a razdo (matriz/solvente) entre 0s
coeficientes angulares e lineares das curvas analiticas foram 2.1 e 0.6, respectivamente. O
aumento da resposta cromatogréfica devido ao efeito de matriz é de 110% devido ao coeficiente
angular e de 20% devido ao coeficiente linear. Ja a matriz de sangue apresentou 2.05 e 0.28.

Comparou-se tambem as curvas analiticas obtidas com extrato de figado bovino (utilizado
na otimizag&o e validagdo) com o extrato de figado humano. Os resultados podem ser observados
na Figura 3.17. Comparando-se as inclinagdes das duas curvas pelos testes F e t, verificou-se que
h& diferenca estatisticamente significativa entre elas. Desta forma, conclui-se que o efeito de
matriz € minimizado quando se utiliza extrato de figado bovino para a construcdo da curva
analitica, mas ndo é completamente eliminado, indicando a necessidade de preparar a curva
analitica em um extrato branco de figado humano. Apds este estudo, as quantificacdes de todas as
analises cromatogréficas foram feitas em curvas analiticas preparadas no extrato das matrizes
estudadas. No caso do figado, como a quantidade de amostra branca de figado humano disponivel

era pequena, realizou-se uma estimativa dos outros parametros de validacdo com o extrato de
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figado bovino e para a quantificacdo das amostras construiu-se uma curva analitica em extrato de

figado humano.

600007 4 Figado bovino
® Figado humano
50000
1 y =26,34 x -559,4
40000 R =0,9969
§ 30000+
<
20000
y =17,09x + 1107
R =0,9925
10000
0% T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000

Concentraco cocaina (ng.g™)

Figura 3.17. Curvas analiticas de cocaina preparadas em extrato

de figado bovino e em extrato de figado humano.

Linearidade, Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagao.

A linearidade foi avaliada analisando-se os extratos obtidos da ELL e/ou ESL-PBT de
amostras brancas fortificados com cocaina em diferentes concentraces. A Tabela 3.7 mostra a
faixa linear de cada matriz, a equacdo da reta e os coeficientes de correlagdo (R) para as curvas
analiticas. Observa-se por esta tabela que os valores de R foram superiores a 0,9994 indicando
que as respostas do detector sdo proporcionais a concentracdo na faixa linear estudada.

O limite de deteccdo (LD) para os métodos propostos foram determinados considerando 3
vezes a razdo entre o desvio padréo obtido da analise de 10 brancos de cada matriz e o coeficiente
angular da curva analitica. Os limites de quantificacdo (LQ) foram determinados considerando 10

vezes esta razdo. Os valores de LD e LQ de COC nas matrizes de urina e sangue foram inferiores
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al21e3,7 ugL™ respectivamente (Tabela 3.7). J& a matriz de figado apresentou LD e LQ igual
20.9 e 69,5 ng g™. Embora esses valores se mostrem superiores as matrizes de urina e sangue,
deve-se considerar a alta complexidade da matriz de figado. Além disso, as concentracdes de
cocaina determinadas em amostras de figado, em caso de overdoses, sdo relativamente altas de

forma que os limites determinados por esse método podem ser considerados adequados.

Tabela 3.7. Parametros das curvas analiticas, limites de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo

(LQ) dos métodos propostos.

Matriz Faixa linear (ug L™) Equacéo da reta R LD LQ
(MgL™)  (ngL?)
Figado 0 -2000* Y =26,868X - 214,271 0,9994 20,9* 69,5*
Urina 5-1000 Y =162,0029X - 865,4262 0,9994 1,0 3,5
Sangue 5-1000 Y = 164,57 X - 1061,048 0,9998 11 3,7

* Concentragdes em ng g~

Preciséo e Exatid&do

A precisdo do método foi determinada em termos do coeficiente de variacdo obtido da
analise de sete extracdes idénticas realizadas em trés niveis de concentracdo para cada matriz. Os
resultados obtidos estdo representados na tabela 3.8 e os coeficientes de variacdo obtidos foram
todos inferiores a 13,4 %. A exatidao, determinada pela recuperacdo, foi avaliada em trés niveis
de concentracdo (triplicata) sendo estes correspondentes aos mesmos niveis empregados na
avaliacdo da precisdo. Os valores de recuperacdo, obtidos pelos métodos propostos variaram de
95,1 a 100,4 % na matriz de figado, 92,6 a 95,7 % na matriz de urina e 69,2 a 81,9 % na matriz
de sangue.

Os resultados apresentados nos ensaios de adicdo e recuperacdo de cocaina, avaliados
pelos métodos propostos, mostraram-se superiores aos obtidos por pesquisadores em matriz de
sangue empregando um sistema automatizado de SPE e analise por GC-MS (Lewis et al., 2004) e
figado empregando extracdo liquido-liquido e andlise por HPLC-UV (Roberts et al., 1992).

Embora a literatura recente mostre aplicagdes de métodos a analise de cocaina em figado (Lewis
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et al., 2004; Margalho et al., 2011;), discussdes detalhadas a respeito da validacdo dos mesmos

sdo escassos, reforcando a necessidade do desenvolvimento e validacdo de novos métodos.

Tabela 3.8. Preciséo e recuperagéo obtidas pelos métodos propostos ap0os extracdo de cocaina em

trés niveis de concentracdo nas diferentes matrizes.

Matriz Niveis de Concentragdo Precisdo Recuperagdo
(CV /%) (% *5)
100ng gl 13,4 95,1+ 4,6
Figado 500 ng g1 6.8 97,6 £0,7
1000 ng g1 7,9 100,4 +3,3
60 pg L1 3,1 94,9 +2,9
Urina 250 pg L1 3,6 95,7 + 3,4
625 pg L1 75 92,6 +7,0
200 pg L1 7,7 81,9+1,9
Sangue 800 pg L1 6,1 69,2+ 15
1000 pg L1 6,2 69,7 +3,0

3.4.5 Aplicacdo dos Métodos

Os métodos validados foram aplicados as amostras de periciados postmortem relacionadas
a overdose de cocaina, ou outro tipo de morte onde a vitima estava sob o efeito deste composto.
Os métodos previamente otimizados e validados foram aplicados a 8 amostras de figado, 5
amostras de urina e 5 amostras de sangue. Antes das anélises dos extratos diluicGes de 5 e/ou 10
vezes foram feitas nas amostras de figado para que a concentracdo a ser determinada caisse
dentro da faixa de trabalho da curva analitica. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.9 e
3.10.

Todas as amostras apresentavam laudos positivos para COC, identificados pelos metodos

internos do IML. As concentrages determinadas nas matrizes estudadas variaram de 333,5 a

5969 ng g* para figado, 547,1 a 3109 pg L-1 para urina e 84,70 a 1256 g L-1 para sangue. Os
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coeficientes de variacdo obtidos em triplicata para todas as amostras analisadas foram inferiores

14,3 %.

Tabela 3.9. Concentracdes de cocaina (expressa em ng g™ + s) obtidas das anélises de 8 amostras

de figado de periciados post-mortem (n=3).

Concentragdo cv
Amostras 1
(ngg *59) (%)
1 2693 + 348 12,9
2 333,5+41,5 12,4
3 5969 + 286 4,6
4 383,7+35,9 9,4
5 1116 + 138 12,4
6 5244 + 749 14,3
7 3725 +531 14,2
8 5184 + 294 5,7
Tabela 3.10. Concentracdes de cocaina (expressa em pg Ll + s) obtidas das anéalises de 5
amostras de urina e 5 amostras de sangue de periciados post-mortem (n=3).
Concentragéo cVv
Matriz Amostra
(gL lts) (%)
1 2565 + 34 1,3
2 547,1 + 31,6 58
Urina 3 3109 + 222 7,1
4 896,0 + 36,3 4,0
5 2474 + 183 74
1 1106 + 61 55
2 311,7+17,1 55
Sangue 3 1256 + 136 10,8
4 1227 + 137 11,2
5 84,753 6,3
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3.5 CONCLUSOES

Métodos de extracdo simples e de baixo custo foram desenvolvidos para identificacdo e
quantificacdo de cocaina em fluidos (urina e sangue) e tecidos (figado) post-mortem. As figuras
de merito avaliadas nos ensaios de validagdo mostraram que os tais métodos sdo sensiveis,
precisos e exatos. Os valores de LD e LQ obtidos foram menores ou iguais aos publicados na
literatura para métodos com matrizes bioldgicas semelhantes. Os métodos empregando a ESL
e/ou ELL-PBT foram aplicados pela primeira vez a analise de amostras reais obtidas de casos
onde a causa morte foi overdose ou outra em que o0 suspeito estava sob efeito de cocaina. A
vantagem deste método sobre os j& estabelecidos na literatura é a simplicidade associada ao
pequeno volume de amostra, baixo consumo de solvente e obtencdo de extratos limpos que

possam ser analisados por cromatografia gasosa.
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Capitulo IV — Determinacao de cocaina, adulterantes e diluentes em amostras apreendidas em
duas regibes do Brasil

4.1. INTRODUCAO

A cocaina é uma droga ilicita consumida por 0,7% da populacdo brasileira com idade
entre 12 e 65 anos e é amplamente utilizada em todo o mundo (UNODC, 2011). A “cocaina de
rua” € normalmente comercializada no mercado ilegal como um po branco, contendo cloridrato
de cocaina, base livre e varias outras substancias, tais como contaminantes, adulterantes e
diluentes. Uma amostra de “cocaina de rua” raramente é encontrada com 100% de pureza, sendo
comum encontrar contaminantes derivados do processo de producdo e/ou adulteracdo (Bernardo
et al., 2003).

Algumas impurezas podem ser geradas a partir de compostos que estdo presentes nas
folhas de coca (cis e trans-cinnamoilcocaina, tropocaina, hidroxi-cocaina e truxilina) (Chiarotti &
Fucci 1999) e a partir de residuos dos produtos quimicos utilizados no refino (sulfato,
permanganato, carbonato, etc). Diluentes sdo compostos adicionados a droga para aumentar o
volume disponivel da mesma e diluir o ingrediente ativo (Weiner et al., 1998; Behrman, 2008).
Alguns diluentes tais como glicose e carbonato de sédio sao adicionados a droga para aumentar a
quantidade disponivel a ser comercializada (Coomber, 2008; Carvalho & Midio, 2003). J& o0s
adulterantes sdo drogas psicoativas que sao muito mais baratos do que o ingrediente ativo e que
apresentam efeito semelhante ou complementar, quando misturados com o principio ativo, e,
portanto, ajudam a esconder o fato da substancia ter sido diluida ou adulterada (Coomber, 2008).

O conhecimento da qualidade (pureza e concentragdo de outros constituintes) da “cocaina
de rua” e suas variagdes podem ser Uteis sob varios aspectos. Estas informacdes poderiam ajudar
a: (i) formular hipoteses sobre a estrutura do mercado ilegal desta droga (diluicdo em diferentes
graus na cadeia de distribuicdo, pontos de abastecimento, etc) (Montagne, 1991), (ii) determinar
as tendéncias de disponibilidade da cocaina no mercado ilicito quando usados em conjunto com o
preco (razéo prego/pureza), (iii) explicar o estabelecimento ou disseminagdo de determinados
padrdes de consumo de cocaina e (iv) explicar a ocorréncia de reagdes agudas ou "overdoses"
desta droga (Barrio et al., 1997). Trabalhos anteriores relatam a identificacdo da cafeina,
lidocaina, benzocaina, diltiazem, procaina e fenacetina como adulterantes em amostras de
cocaina (McKinney et al., 1992; Fucci & De Giovanni, 1998). Adulterantes podem influenciar a
percepcdo de qualidade por usuarios de cocaina, uma vez que tém efeitos que podem imitar a

cocaina (por exemplo, efeito anestesico) ou alterar o efeito farmacolégico de cocaina (Evrard et
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al., 2010). Diluentes diversos sdo descritos na literatura, como o amido, acUcar, carbonato de
sodio, silicatos, sulfatos, calcérios, etc (Silva et al., 2008; Schneider & Meys, 2011). Ambos,
adulterantes e diluentes, podem ser perigosos e causar danos diversos a saude, além do dano
causado pelo préprio principio ativo.

Para determinar a composi¢do de “cocaina de rua”, algumas técnicas analiticas séo
necessarias. A determinacdo dos principios ativos, adulterantes, diluentes e impurezas em
amostras de *“droga de rua” tem sido realizada em diferentes contextos e com procedimentos
variados, incluindo os testes colorimétricos simples (Dujourdy & Besacier, 2008), cromatografia
em camada delgada (Bernardo et al., 2003; Silva et al., 2008), cromatografia gasosa (Casale &
Klein, 1993) e cromatografia liquida (Schneider & Meys, 2011). Poucos trabalhos descreveram o
uso da espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e da
cromatografia idnica para analise de “drogas de rua”. No entanto, estas técnicas podem fornecer

informacGes importantes sobre 0s constituintes inorganicos encontrados nestas amostras.

4.2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi determinar alguns constituintes organicos e
inorganicos em amostras de “cocaina de rua” apreendidas em dois estados do Brasil: Minas

Gerais e Amazonas

4.3 PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1 Reagentes e solventes

Os padroes de cafeina e femproporex (padrdo interno) foram obtidos da Synth (Diadema,
Brasil); benzocaina e lidocaina da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Um padréo de cocaina
obtida da Cerilliat (Round Rock, TX, EUA) foi usado para padronizar uma amostra de cocaina
purificada de acordo com procedimentos internos do Instituto de Criminalistica da Policia Civil
de Minas Gerais. Esta amostra apresentou 97 % de pureza e foi empregada como padrdo
secundario para a calibracdo do GC-MS e quantificacdo do teor de cocaina nas “amostras de rua”.
Metanol grau HPLC obtido da Burdick & Jackson® (Muskegon, MI, EUA) foi utilizado para
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dissolucdo dos padrdes e das amostras apreendidas. Acido nitrico (65 % m/v) e solugbes de
referéncia na concentracdo de 1000 pg mL™ de Al, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Pb,
P, Zn, NO3, CI', NOy, Br, F" e SO,* foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

4.3.2 Solucbes

Solucgbes estoque foram preparadas dissolvendo 10,0 mg de cocaina, cafeina, lidocaina e
benzocaina em 10,00 mL de metanol e armazenadas a -20 °C. Uma solugdo de trabalho
intermediéria foi preparada a partir da solucéo estoque na concentracdo de 10 pg mL™. Solucdes
de calibragdo contendo esses quatro compostos foram obtidas pela diluicdo da solucdo de
trabalho obtendo-se concentrages finais na faixa de 10 a 1500 ug L. A solucio padrdo de
femproporex foi preparada independentemente, segundo 0 mesmo procedimento empregado para
os demais padrdes e foi utilizado como padréo interno na concentracéo de 0,75 pg mL™ em cada
solucéo analisada.

A mistura contendo anions inorganicos foi preparada diluindo-se padrGes comerciais
contendo 1000 pgmL™ de cloreto, fluoreto, nitrito, nitrato, brometo e sulfato. Solucées de
trabalho na concentracdo de 10 ugmL™ de cada anion foram obtidas por diluicdo da solugdo
estoque e preparadas diariamente. Para calibracdo do sistema foram preparadas, a partir de
diluicBes sucessivas da solucdo de trabalho, solugdes de calibracdo na faixa de 0,250 a
20,00 ugmL™. Todas estas soluges foram filtradas em uma membrana de 0,45 um antes da
analise.

Para calibracdo do espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado,
foram preparadas, a partir de diluicbes sucessivas da solucdo de referéncia, solucbes de
calibracéo na faixa de 0 a 50 pg mL™ para Ca, Mg e Na; de 0 a 130 ug mL* paraK e P; de 0 a 30
ng mL™? para Al, Fe e Mn e de 0 a 5,0 pg mL™ para Co, Cu, Cr, Mo, Ni, Pb e Zn. Todas as

solucdes foram diluidas com HNO3 1% v vi

4.3.3 Amostras

Trinta e uma amostras de “cocaina de rua” foram analisadas, sendo 21 apreendidas no

estado de Minas Gerais e 10 amostras apreendidas no estado do Amazonas. Essas amostras
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apresentavam aspecto sélido branco ou amarelado. A massa dessas amostras variou de 0,25 a

5244,00 g. Uma massa de aproximadamente 1,5 g de cada amostra foi estocada para analise.

Preparo de amostras

Para a determinagéo dos constituintes organicos, a massa de 10,0 mg de cada amostra foi
medida e solubilizada em 10,00 mL de metanol. A mistura foi sonicada por 5 minutos e 0s
compostos insoliveis foram removidos por centrifugacdo, quando necessario. Desta solucédo
foram pipetados 10,0 uL em um baldo de 10,00 mL de capacidade contendo 0,75 pg mL™ de
padrdo interno, sendo o volume completado com metanol. Da solucdo resultante 1,00 uL foi
injetado no sistema cromatogréfico.

Para a determinacdo dos constituintes inorganicos, 100,0 mg de cada amostra foram
solubilizados em 10,00 mL de agua. Apds 5,00 min de sonica¢do, 5,0 mL foram retirados e
encaminhados para a analise por cromatografia idnica, que foi realizada no laboratério de
cromatografia do Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN). Os 5,0 mL
restantes foram acidificados com 1,0 mL de &cido nitrico concentrado e diluidos para 10,00 mL
com agua Milli Q e encaminhados para a analise por ICP-OES no Laboratdrio de Ensaios de
Combustiveis (LEC).

4.3.4 Instrumentagéo
GC-MS

A determinacdo dos compostos organicos foi realizada em um cromatografo a gas da
Thermo Electron Corporation (San Jose, CA), modelo Focus equipado com um injetor
automatico Triplus e um espectrémetro de massas modelo DSQ II. O software Xcalibur 2.07 foi
usado para controlar o sistema cromatografico, aquisicdo e tratamento de dados.

O volume de injecdo de 1 pL no modo splitless foi usado. A separacdo simultanea da
cafeina, lidocaina, cocaina e benzocaina foi realizada em uma coluna OV-5 MS (30 m de
comprimento; 0,25mm de didametro interno e 0,25 um de espessura do filme). O gés de arraste foi
o hélio a um fluxo de 1,2 mL min™. A programacdo de temperatura do forno foi a seguinte:
100°C por 2 min seguido de aquecimento a uma taxa de 30°C min™ até 230°C (5 min), e

finalmente aquecimento a 70 °C min™ até 300°C com isoterma de 2 min. A temperatura do injetor

94



Capitulo IV — Determinacao de cocaina, adulterantes e diluentes em amostras apreendidas em
duas regibes do Brasil

e interface do GC/MS foram ambas, 240 °C. O efluente da coluna foi direcionado para a fonte de
ions onde as moléculas foram ionizadas por impacto de elétrons (energia 70 eV). Os espectros de
massas foram adquiridos no intervalo 50 a 500 u.m.a., sendo os ions de razdo massa/carga (m/z)
182, 86, 194, 120 e 97 estabelecidos para aquisicdo de cocaina, lidocaina, cafeina, benzocaina e

femproporex (padrdo interno), respectivamente.

ICP-OES

Um espectrometro de emissdo optica com plasma acoplado indutivamente e configuragédo
axial (ICP-OES, Optima 3000 DV, Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) foi utilizado para
determinacdo de Al, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mn, Mg, Mo, Na, P, Pb e Zn. O sistema de
introducdo da amostra foi composto de uma camara Sturman-Masters spray e nebulizador V-

groove. As condigdes operacionais estdo descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. CondicOes operacionais do ICP-OES empregadas para a determinacdo de alguns

constituintes inorganicos em amostras de “cocaina de rua”.

Condigbes Operacionais

Frequéncia (MHz) 40

Poténcia (Kim, Shin et al.) 1,2

Fluxo do gés (plasma) (L min™) 1,5

Fluxo do gés auxiliar (L min™) 1,5

Fluxo do gés nebulizador (mL min™) 0,7

Tempo de integracao (s) 1,0

Tempo do estabilizador (s) 15

Replicatas 3

Comprimentos de onda Al (1) 396,153; Ca (1) 422,673; Co (I) 228,616; Cr ()

283,563; Cu (1) 327,393; Fe (I1) 259,939; K (1) 766,940; Mn
(I1) 257,610; Mg (1) 279,077; Mo (1) 202,031; Na (1)
589,592; P (I) 21,.617; Pb (I1) 220,353 Zn (11) 213,857

Cromatografia de troca idnica
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Essa andlise foi realizada com um sistema Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com uma
bomba Shimadzu LC10A, uma vélvula de injecdo Rheodyne 7125 e um detector de
condutividade LC10A Shimadzu. As separacdes foram realizadas usando uma coluna (100 mm x
4,6 mm id) empacotada com uma resina de troca anionica em um suporte polimetacrilato com
tamanho de particula de 10 pum incorporando uma base de amonio quaternario como grupo
funcional. Uma solucdo de ftalato de potéassio na concentragdo de 250 mmol L™, a pH 3,8, foi
passada no sistema a um fluxo de 0,5 mL min™ durante 2 horas antes de iniciar as separacdes de
troca anidnica. As condices utilizadas para analise foram: solugdo tamp&o 2,5 mmol L™ &cido
ftalico/2,4 mmol L™ TRIS, pH 4,2 como fase mével; vazdo de fluxo da fase mével de 1,3
mL min™; temperatura do forno de 40°C; volume de injecdo de 50 uL e as condicdes de
deteccdo: ganho de 0,1 uScm®, atenuacdo de 4, polaridade: positivo. O pH das solucdes
resultantes foi medido com um pHmetro recém-calibrado modelo 744 Metrohm. Todas as

solucdes foram filtradas em uma membrana de 0,45 pm antes da analise.

4.3.5 Validacdo do método de quantificacdo de compostos organicos por CG-MS

Antes da quantificacdo avaliaram-se alguns parametros, a fim de garantir a confiabilidade

dos resultados.

Seletividade

Para avaliar se os analitos poderiam ser determinados simultaneamente, sem interferéncias
entre eles e o solvente, soluces padrdo na concentracdo de 1 pg mL™ de benzocaina, cafeina,
lidocaina, cocaina e femproporex (0,75 pug/mL) foram injetadas no sistema cromatografico. Neste
aspecto, considerou-se 0 método como seletivo se ndo houvesse a presenca de picos N0 mesmo

tempo de retengcdo dos compostos estudados.

Linearidade

O estudo de linearidade foi realizado para cocaina, cafeina, benzocaina e lidocaina com
solugBes nas concentrages de 0,00; 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 pg mL™ (curva por ajuste de matriz).
Essas concentracdes foram escolhidas por corresponder a faixa de 1 a 100% (m/m) de cada

composto nas amostras analisadas. Femproporex foi usado como padrdo interno na concentragéo
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de 0,75 pgmL™ em todos os niveis de concentracdo. A linearidade foi estimada através do

coeficiente de correlacdo linear (R), obtido do método dos minimos quadrados.

Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

O limite de deteccéo foi calculado a partir de 10 replicadas do branco analitico. A média
das concentragOes obtidas nas analises do branco mais 3 vezes o desvio-padrdo das medidas foi
dado como LD. A média das concentra¢des dos brancos analiticos mais 10 vezes o desvio padréo

das anélises do branco foi dado como LQ.

Efeito de matriz

Para avaliar o efeito da matriz na quantificacdo dos analitos de interesse foram realizadas
trés diferentes curvas analiticas sendo todas elas obtidas por diluicdo da solucdo de trabalho
(10 pg mL™). A primeira curva foi feita em solvente (metanol) em 8 niveis de concentracio na
faixa de 0,010 a 1,5 pg mL™. Uma segunda curva analitica foi construida por ajuste de matriz
usando um pool de amostras apreendidas no periodo de julho de 2008 a maio de 2009. Para isto,
10 pL de cada solugcdo estoque das amostras apreendidas foram introduzidas em um baléo e o
volume foi aferido para 10,00 mL. Uma aliquota de 500 puL desta solucdo foi adicionada em
baldes de 10 mL de capacidade. A esses bal6es foram acrescidos 0,00; 0,10; 0,25; 0,50 e
1,00 ug mL™ de cada composto organico na concentragéo final. A terceira curva analitica foi feita
pelo método das adi¢des de padrdo usando uma das amostras apreendidas que continha cocaina e
os 3 adulterantes estudados. Uma aliquota de 10,00 pL da solucdo estoque desta amostra foi
adicionada em balGes de 10,00 mL de capacidade. A esses baldes foram adicionados 0,00; 0,10,
0,50 e 1,00 pg mL™ de cada composto estudado na concentracéo final.

O efeito de matriz foi avaliado pela comparacéo estatistica entre as inclinagGes das trés

curvas analiticas.

4.3.6 Quantificacdo de anions por cromatografia idnica

Solucgdes de seis anions (cloreto, fluoreto, nitrito, nitrato, brometo e sulfato) foram usados
na construcdo das curvas analiticas. Solugdes padrdo dos anions individuais foram diluidas para

obter solucdes de cada anion com concentragdes variando de 0,25 a 10,0 ugmL™. Curvas
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analiticas foram construidas pelas areas de cada anion usando o método dos minimos quadrados.
Para essa analise foram determinados a linearidade e os limites de deteccéo e quantificacdo, como
descrito no item 4.3.5. Outros pardmetros de desempenho nao foram avaliados, pois foi utilizado

um metodo ja desenvolvido e validado pelo Laboratério de Cromatografia do CDTN.

4.3.7. Quantificacdo de constituintes inorganicos por ICP-OES

Para a determinag@o dos constituintes inorganicos por ICP-OES avaliou-se a linearidade
nas faixas de concentracdo descritas no item 4.3.2, para curvas de calibracdo preparadas em
HNO3 1% v/v. Os limites de deteccéo e de quantificagdo também foram determinados a partir da
medida de 10 brancos analiticos independentes, de acordo com o descrito no item 4.3.5. Outros
parametros de desempenho ndo foram avaliados, pois foi utilizado um método ja desenvolvido e

validado para determinacédo de constituintes inorganicos em meio &cido.

4.3.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando o Statistica versdo 8.0 para correlacdo linear
(correlagdo de Pearson) entre todos os analitos determinados. Anélise multivariada obtida por
Analise Hierarquica de Cluster também foi realizada e geraram dendogramas. Os dados foram
previamente centrados na média e auto-escalonados pela variéncia, para assegurar que as

varidveis contribuiram igualmente para o0 modelo, independente da escala que foram medidas.

4.4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1. Analises por GC-MS

4.4.1.1. Otimizacao das condicbes cromatograficas do GC-MS.

O método desenvolvido para analise por GC-MS permitiu a identificacdo dos principais
adulterantes encontrados em amostras de “cocaina de rua”. A dissolucdo das amostras foi baseada
na faixa de concentracbes esperadas para estes analitos nas amostras e na sensibilidade da
cromatografia gasosa. O programa de aquecimento e o fluxo do gas de arraste foi otimizado por

meio de uma soluco contendo 1,0 pg mL™ dos analitos e 0,75 pg mL™ do padrdo interno. Sob as
98



Capitulo IV — Determinacao de cocaina, adulterantes e diluentes em amostras apreendidas em
duas regibes do Brasil

melhores condi¢cBes o tempo total da andlise foi de 14,4 minutos. A Figura 4.1 mostra o
cromatograma de ions totais. Todos 0s compostos mostraram-se separados e bem resolvidos a
linha de base. O pico da cafeina ndo se mostrou bem resolvido no cromatograma de ions totais.
No entanto, isto ndo interferiu na quantificacdo, uma vez que o ion extraido do cromatograma de
ions totais foi empregado. A presenca de outros picos podem ser contaminacfes do solvente ou
impurezas presentes no injetor ou na coluna. Vale ressaltar que o branco analitico apresentava os

Mesmos picos.
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Figura 4.1: Cromatograma de ions totais obtido da andlise do extrato de uma
mistura de padrdes de cocaina e os principais adulterantes na concentragdo de

1,0 pg mL™ no sistema GC-MS (modo full scan).

Como todos os analitos estudados apresentaram espectros de massas muito diferentes
entre si foi possivel a deteccdo e quantificacdo de cada um deles atraves do ion extraido do
cromatograma de ions totais (Figura 4.2). Observa-se que todos os picos ficaram bem resolvidos

em relagéo a linha de base.
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Figura 4.2: (A) Cromatogramas de ions extraidos do cromatograma de ions totais

referentes a benzocaina, cafeina, lidocaina, cocaina e femproporex (padrédo interno).

(B) Espectros de massas caracteristicos do pico de cada composto.
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4.4.1.2. Avaliacdo de alguns parametros de mérito do método de quantificacdo de compostos

organicos por CG-MS

Seletividade

Os tempos de retengédo obtidos para os compostos estudados foram 6,10; 6,27; 7,41; 7,68
e 10,81 minutos, respectivamente para benzocaina, femproporex, cafeina, lidocaina e cocaina.
Pelos tempos de retencdo descritos e também pelos cromatogramas das Figuras 4.1 e 4.2, pode-se
dizer que em relagcdo ao solvente e aos analitos, 0 método mostra-se seletivo, sendo todos os

analitos separados adequadamente.

Linearidade

A linearidade foi avaliada na faixa de 0,10 a 1,00 pg mL™, uma vez que é a faixa que se
pretende trabalhar. Optou-se por avaliar a linearidade na curva por ajuste de matriz, uma vez que
nessa condicdo se obteve as maiores inclinaces. Para isso quantidades pré-estabelecidas dos
padrdes dos analitos e do padrdo interno foram adicionadas as amostras selecionadas para ajuste
de matriz. A partir da injecdo dessas solucdes obtiveram-se as areas dos picos gerados,
descontou-se o valor do branco (analito presente na amostra) e construiram-se as curvas por
ajuste de matriz. As curvas para cada composto foram construidas pela razdo entre area do sinal
analitico e area do padrdo interno em funcdo da concentragdo (Figura 4.3).

Observa-se que as curvas por ajuste de matriz da cocaina e principais adulterantes
apresentaram linearidades satisfatorias na faixa de trabalho escolhida, com coeficiente de

correlacdo linear (R) superior a 0,9900 (Tabela 4.2).
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Figura 4.3. Curvas por ajuste de matriz para cocaina e principais

adulterantes (benzocaina, cafeina e lidocaina) na faixa linear de 0,0 —

1,00 pg mL™

Tabela 4.2: Parametros das curvas por ajuste de matriz da cocaina e principais adulterantes

(benzocaina, cafeina e lidocaina) na faixa linear de 0,0 — 1,0 pg mL™.

Faixa linear (pug mL™) Equacio R
Cocaina 0-1,00 Y =0,1939X -0,0041 0,9900
Benzocaina 0-1,00 Y =0,8092X - 0,0182 0,9986
Cafeina 0-1,00 Y =0,5272X + 0,0185 0,9943
Lidocaina 0-1,00 Y =1,0871 X +0,0234 0,9963

Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método proposto para cocaina,

benzocaina, lidocaina e cafeina em amostras de drogas apreendidas sdo apresentados na Tabela

4.3. Para o calculo de LD e LQ utilizou-se a curva por ajuste de matriz do ensaio de linearidade.
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Tabela 4.3. Limites de deteccdo e quantificacdo de cocaina, benzocaina, cafeina e lidocaina para

0 método proposto.

_ LD LQ
Analito 4 3
(Mg mL™) (Mg mL™)
Cocaina 0,0279 0,0930
Benzocaina 0,0111 0,0370
Cafeina 0,0317 0,1056
Lidocaina 0,0334 0,1114

Efeito de matriz

O uso de amostras tipicas de uma matriz na construcdo de curvas analiticas é fundamental
para eliminar a possibilidade de efeitos de matriz que diferem em magnitude de uma amostra para
outra (Souza, 2007). As amostras de cocaina apreendidas podem apresentar uma grande
variabilidade na composicdo. A utilizacdo de solugbes padrdo simples (preparadas no solvente)
para o preparo da curva analitica, sem a realizagdo prévia dos testes de efeitos de matriz, significa
assumir que os efeitos de matriz ndo existem (Souza, 2007). Para evitar este problema, o efeito de
matriz foi avaliado por meio da comparacdo das inclinacdes obtidas para curvas analiticas
construidas em diferentes condicbes: curvas preparadas a partir dos padrdes dos analitos em
solvente (curva analitica), por ajuste de matriz usando um pool de varias amostras analisadas
neste trabalho (isso foi feito pois ndo havia amostra branca disponivel para o preparo da curva
por ajuste de matriz) e uma curva de adi¢do de padrdo, para uma amostra aleatdria.

De acordo com certas diretrizes, as curvas analiticas e por ajuste de matriz devem ser
construidas com niveis de concentracdo idénticos (INMETRO, 2007) ou abrangendo a mesma
faixa de concentracdo (Thompson et al., 2002). Neste trabalho, a construcdo da curva analitica
por ajuste de matriz foi construida em uma faixa inferior (0 a 1000 pg L™) & curva analitica com
solucdes padréo simples, uma vez que esta abrange a faixa de 0 — 100 % das concentracfes
esperadas para os analitos estudados nas amostras reais. Ndo foi possivel construir na mesma
faixa, visto que o pool das amostras continha concentra¢fes desconhecidas dos analitos. A curva
de adicdo também foi construida na faixa de 0 a 1000 pg L™. Os experimentos envolvendo a

avaliacdo do efeito de matriz sdo importantes, uma vez que ndo somente 0s concomitantes
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provenientes da matriz sdo avaliados, mas também todos aqueles provenientes de materiais,

reagentes e solugdes utilizados no preparo das amostras.

A Figura 4.4 mostra a comparacdo entre as curvas analitica, por ajuste de matriz e por

adicdo do analito. Para facilitar a comparacgéo, as inclinagdes e respectivos desvios padrbes para

cada curva sdo apresentados na Tabela 4.4.
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Figura 4.4. Curvas analiticas obtidas pela analise de solugcdes padrdo simples, por ajuste

de matriz e por adicdo do analito na matriz para benzocaina, cafeina, lidocaina e

cocaina.
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As inclinacdes obtidas para as 3 curvas mostraram-se diferentes estatisticamente ao nivel
de 95% de confianca (pelo teste F e t de student), com excecdo das inclinagBes obtidas para
cocaina nas curvas analitica e por ajuste de matriz. Pode-se observar que na maioria dos casos as
curvas por ajuste de matriz e adicdo de padrdo apresentaram inclinacbes maiores e mais
préximas, indicando que parte do efeito de matriz foi corrigido pelo método do ajuste de matriz.
Ainda assim, os resultados mostram que o uso da calibracdo por ajuste de matriz ndo é suficiente
para conseguir resultados confidveis, pelo menos para a amostra analisada por adi¢do de padréo.
Isso se deve a complexidade das amostras de “cocaina de rua” que apresentam uma composicao
variada e desconhecida. Desta forma, optou-se por analisar as demais amostras empregando-se 0

método de adicdo de padro.

Tabela 4.4. Inclinages (+ desvio padrdo) para as diferentes curvas analiticas obtidas no estudo

do efeito de matriz.

Analito Analitica Ajuste de Matriz Adicgéo de Padrdo
Benzocaina 0,8915+ 0,0230 1,6304 £+ 0,0760 1,4161 + 0,0740
Cafeina 0,6720 + 0,0218 1,1028 + 0,0300 0,9789 +0,0174
Lidocaina 1,0115 + 0,0229 1,6238 + 0,0800 1,2554 + 0,0777
Cocaina 0,2550 + 0,0067 0,2716 + 0,0130 0,1391 + 0,0147

4.4.1.3. Quantificacdo de cocaina e adulterantes nas amostras de ““cocaina de rua”.

Com o meétodo apresentado anteriormente, foram 21 amostras de cocaina de rua
apreendidas no estado de Minas Gerais e 10 amostras apreendidas no estado do Amazonas. A
Tabela 4.5 mostra os resultados obtidos para cocaina, benzocaina, cafeina e lidocaina. As
amostras apreendidas no Estado do Amazonas ndo apresentaram qualquer um dos adulterantes
estudados, embora a concentracdo de cocaina tenha variado na faixa 153,3 - 978,2 mg g*. Nas
amostras apreendidas no Estado de Minas Gerais, a cafeina foi o adulterante mais comum,
encontrado em 76% das amostras na faixa de concentracéo de 5,5 - 645,3 mg g™. Lidocaina foi
encontrada em 66,7% da amostras apreendidas em Minas Gerais na faixa de 16,3 - 576,7 mg g™
De acordo com alguns autores a lidocaina, a despeito de sua alta toxicidade, parece ser o
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adulterante mais importante em amostras de cocaina no Brasil e em alguns outros paises (Fucci &
De Giovanni, 1998; SILVA et al., 2008). Em amostras analisadas no Estado de S&o Paulo em
1997, a lidocaina foi o adulterante mais comum seguido de procaina e cafeina (SILVA et al.,
2008). Benzocaina foi encontrado em apenas uma amostra de Minas Gerais que apresentou 84,8
mg g™. Este principio ativo também mostra uma menor utilizacdo como adulterante em amostras
de “cocaina de rua”.

A pureza da cocaina nas amostras apreendidas em Minas Gerais variou de 6,4 a 75,3%.
Geralmente, a pureza da “cocaina de rua” varia de uma regido para outra. As amostras
apreendidas no estado do Amazonas (AM) apresentaram niveis mais altos de pureza do que as
amostras apreendidas no estado de Minas Gerais (MG). Estes resultados podem estar
relacionados a facilidade na obtencdo de adulterantes e maior numero de laboratérios
clandestinos no Estado de Minas Gerais. Por estes resultados pode-se inferir que a cocaina
comercializada no estado de Minas Gerais ¢ mais manipulada do que aquela comercializada no
estado do Amazonas, 0 que resulta na menor pureza e maior adicdo de adulterantes e/ou
diluentes. O estado do Amazonas estd localizado mais proximo a Coldmbia, um dos trés
principais paises produtores de cocaina. Por esta razdo, a cocaina chega ao estado do Amazonas,
com pouca ou nenhuma alteracdo. Os resultados aqui descritos estdo de acordo com os resultados
apresentados por Silva e colaboradores, que relataram uma faixa entre 32,0 e 85,5% de pureza em
amostras de “cocaina de rua” apreendidas no Brasil (Silva et al., 2008). SituacGes semelhantes
foram observadas em outros paises. Em 2005, as analises de amostras apreendidas na Franca e
Italia variaram entre 20 e 30% (Dujourdy & Besacier, 2008) e 80-90% (Fucci, 2007) de pureza,

respectivamente.

106



Capitulo IV — Determinacao de cocaina, adulterantes e diluentes em amostras apreendidas em

duas regibes do Brasil

Tabela 4.5. Concentracdes de cocaina, benzocaina, cafeina e lidocaina nas amostras de “cocaina

de rua” apreendidas nos estados de Minas e Gerais (MG) e do Amazonas (AM).

Concentragéo (mg g™)

Amostras Cocaina Benzocaina Cafeina Lidocaina
1-MG 129 +10 <LD* 198 + 14 90,9+£8,7
2-MG 187 +11 <LD 414 +4 16,3+2,6
3-MG 740 + 48 <LD <LD <LD
4-MG 146 £ 9 84,8+53 645 + 37 59,1+2,8
5-MG 109+ 6 <LD 38,7+35 123+5
6-MG 143 +11 <LD 142 + 8 1132
7-MG 159+8 <LD 296 + 10 355+14
8-MG 137+8 <LD 385+8 175+ 4
9-MG 98,7+5,3 <LD 42,5+ 32 577+18
10-MG 139+38 <LD 4031 3009
11-MG 268 + 3 <LD 250+18 <LD
12-MG 131+6 <LD 287+ 7 89,4+39
13-MG 735+ 29 <LD <LD <LD
14-MG 641 + 20 <LD <LD <LD
15-MG 75324 <LD <LD <LD
16-MG 126 £5 <LD <LD <LD
17-MG 144 +5 <LD 274 +10 134 +7
18-MG 138+4 <LD 400 + 13 181+6
19-MG 477 £12 <LD 5,50+ 1,40 <LD
20-MG 86,9 £ 3,7 <LD 289+38 279+6
21-MG 63,9+2,3 <LD 297 £ 7 355+ 10
1-AM 693 £ 17 <LD <LD <LD
2-AM 256 £ 8 <LD <LD <LD
3-AM 978 £ 25 <LD <LD <LD
4-AM 154 £ 6 <LD <LD <LD
5-AM 157 +5 <LD <LD <LD
6-AM 305+11 <LD <LD <LD
7-AM 604 + 18 <LD <LD <LD
8-AM 2599 <LD <LD <LD
9-AM 3407 <LD <LD <LD
10-AM 313+10 <LD <LD <LD

* Abaixo do limite de detecgéo.
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4.4.2 Determinacdo dos constituintes inorganicos por ICP-OES e IC

A determinagdo dos constituintes inorganicos por ICP-OES foi realizada a partir de um
método desenvolvido para solugcfes acidas. Sdo apresentados a seguir os parametros das curvas
analiticas (Tabela 4.6) e os limites de deteccdo e quantificagdo (Tabela 4.7) para os analitos

determinados por essa técnica.

Tabela 4.6 — Pardmetros da curva analitica para os constituintes inorganicos determinados por
ICP-OES

Faixa Linear

Analito Equacéo da Reta R
(mg L)

Al 0,0-5,0 y = 56509 x - 711 0,9999
Ca 0,0-50,0 y = 691425 x + 238079 0,9993
Co 0,0-2,0 y=11933 x - 20 0,9998
Cr 0,0-2,0 y=26422 x-714 0,9984
Cu 0,0-2,0 y = 55934 x - 455 0,9991
Fe 0,0-5,0 y = 39739 X + 267 1,0000
K 0,0-50,0 y = 129751 x - 137598 0,9968
Mg 0,0- 50,0 y = 4042 x - 1256 0,9987
Mn 0,0-2,0 y =191604 x - 422 0,9995
Mo 0,0-2,0 y = 4897 x - 13 0,9995
Na 0,0-50,0 y = 917355 x - 11267 0,9982
Pb 0,0-2,0 y=1875x-41 0,9986
P 0,0 -100,0 y=358x+25 0,9937
Zn 0,0-2,0 y = 33780 x + 233 0,9996

Os parametros das curvas analiticas e os limites de deteccdo e quantificagdo foram
adequados para a determinagdo dos constituintes inorganicos nas amostras de “cocaina de rua”,
pois todos o0s coeficientes de correlagcdo foram maiores que 0,9937 e os limites de quantificagdo

foram baixos, com excec¢do do fosforo que foi um pouco mais elevado.
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Tabela 4.7 — Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para a analise de constituintes

inorganicos por ICP-OES.

Analito LD LD Q Q
(ug L™ (mg kg™) (ug L™ (mg kg™)
Al 8.8 1,76 29,3 5,86
Ca 21,6 4,33 72,1 14,4
Co 5,03 1,01 16,8 3,35
cr 7,04 1,41 23,5 4,69
Cu 2,95 0,590 9,83 1,97
Fe 5,6 1,13 18,8 3,76
K 22,1 4,42 73,7 14,7
Mg 20,8 4,16 69,3 13,9
Mn 0,579 0,116 1,93 0,386
Mo 13,5 2,70 44,9 8,99
Na 2,31 0,462 7,70 1,54
Pb 19,2 3,84 64,0 12,8
P 486 97,2 1620 324
Zn 2,10 0,420 7,00 1,40

Os resultados obtidos para os 14 constituintes inorganicos determinados por ICP-OES
estdo apresentados nas Tabelas 4.8 e 4.9.. Grandes variagcdes foram observadas nas concentracoes
de cations, principalmente para Ca, Mg, Na, P, Al, Fe, Mn, e Zn. Algumas amostras apreendidas
em Minas Gerais, apresentaram concentracgdes altas de Ca, Mg, Na e P. Das amostras apreendidas
no Amazonas, apenas 2 apresentaram um teor um pouco maior de célcio e uma amostra

apresentou concentracdo de Mg maior que as demais.
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Tabela 4.8. ConcentragGes dos principais constituintes em amostras de “cocaina de rua”

apreendidas nos estados de Minas Gerais (MG) e do Amazonas (AM), Brasil.

Amostras Concentragéo (mg g™)

Ca K Mg Na P
1-MG 0,364 +0,006 2,35 +0,02 0,165 + 0,006 0,459 + 0,006 <LD*
2-MG 0,040 + 0,005 2,30 £0,01 0,119 + 0,003 0,069 + 0,001 <LD
3-MG 0,305 + 0,003 2,19+0,01 0,114 + 0,003 0,113 £ 0,002 <LD
4-MG 0,290 + 0,005 2,40 £ 0,01 0,154 + 0,002 0,092 + 0,001 <LD
5-MG 38,1+04 2,30 £ 0,02 24,1+£05 0,789 £ 0,017 22,7+£0,2
6-MG 1,85+ 0,03 2,56 + 0,01 107 +1 38,4+0,2 20,3+0,1
7-MG 354+12 2,49 £ 0,02 0,987 + 0,005 33,6+0,7 47,1+0,6
8-MG 6,31+ 0,04 2,81+0,02 5,33+ 0,08 17,8+0,3 9,90+0,11
9-MG 0,998 + 0,007 2,33+0,01 0,151 + 0,003 0,454 + 0,003 0,134 + 0,032
10-MG 15,1+0,7 2,59 £0,02 0,262 + 0,005 151+0,4 18,8+ 0,4
11-MG 0,192 + 0,003 2,33+0,01 0,128 + 0,004 0,188 + 0,002 <LD
12-MG 1,05+ 0,03 2,46 £ 0,01 0,137 £ 0,003 22,4 +£0,07 0,296 + 0,031
13-MG 0,259 + 0,005 2,32+0,01 0,110 + 0,003 0,033 + 0,001 <LD
14-MG 0,401 + 0,006 2,38+0,01 0,117 £ 0,001 0,129 + 0,001 <LD
15-MG 0,235 + 0,004 2,10+0,01 0,249 + 0,036 0,113 + 0,006 <LD
16-MG 1,01 +0,01 2,26 £0,01 0,136 + 0,003 0,069 + 0,001 <LD
17-MG 26,7+0,9 2,22+0,01 0,866 + 0,005 0,379 + 0,009 2,94+ 0,04
18-MG 0,869 + 0,014 2,39 10,02 0,469+ 0,002 2,94 £ 0,06 0,153 + 0,049
19-MG 0,892 + 0,005 2,43+0,01 0,159 + 0,003 0,403 +0,001 <LD
20-MG 0,075 +0,004 2,48 +0,01 0,120 £ 0,002 0,075 £+ 0,002 <LD
21-MG 0,901 £ 0,022 2,46 + 0,01 0,134 + 0,003 5,23 +0,03 30,1+04
1-AM 0,325 + 0,006 2,65+0,01 0,115 + 0,002 0,333+ 0,004 <LD
2-AM 0,541 + 0,008 2,14 +0,01 0,124 + 0,003 0,444 + 0,006 <LD
3-AM 0,017 + 0,003 2,61 +0,02 0,115 + 0,003 0,025 + 0,002 <LD
4-AM 0,397 £+ 0,005 2,26 +0,01 0,110 + 0,002 0,042 £ 0,001 <LD
5-AM 0,543 +0,008 2,42 +0,01 0,115 £ 0,004 0,034 £ 0,001 <LD
6-AM 10,9+0,7 1,92 +0,01 5,44 £ 0,03 0,042 + 0,001 0,124 + 0,043
7-AM 4,51 +0,03 2,13+0,01 0,104 + 0,003 0,032 £ 0,001 <LD
8-AM 1,24 +0,001 2,34+0,01 0,168 + 0,004 1,09 +0,02 <LD
9-AM 0,238 + 0,004 2,15+0,01 0,102 £ 0,001 0,040 £+ 0,002 <LD
10-AM 0,483 + 0,007 2,22+ 0,01 0,111 + 0,003 0,042 + 0,001 <LD

* Abaixo do limite de deteccéo.
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Tabela 4.9. Concentracdo dos principais constituintes inorganicos em amostras de “cocaina de rua” apreendidas nos estados de Minas

Gerais (MG) e do Amazonas (AM).

Concentragéo (ug g-)

Amostras
Al Cr Pb Mo Fe Mn Co Cu Zn

1-MG 1011 8,02+0,31 <LD 6,21 £ 0,37 32,1+05 2,67 £0,07 6,87 £ 0,45 11,8+0,2 9,16 £ 0,31
2-MG 98,9+1,8 8,33 +0,56 <LD 6,07 £ 0,22 148+0,3 2,27 £ 0,06 6,44 + 0,60 11,4+0,2 6,82 £ 0,52
3-MG 90,3+0,8 6,86 +£0,20 146 +0,1 17,3+0,7 17,7+05 2,17 £ 0,08 <LD 6,86 £ 0,17 2,89+0,18
4-MG 93,4+0,9 8,20+ 0,43 4,85+ 0,50 11,8+0,8 129+0,3 1,56 + 0,05 <LD 6,25 +0,31 3,13+0,36
5-MG 93,2+0,9 < LD* <LD 7,42 +0,30 23,0+£0,2 109+ 2 6,08 £0,21 128+0,3 8,68 + 0,59
6-MG 905+1,7 <LD 114+10 9,33+0,39 316+ 4 464 +5 2,92 +0,14 7,02 +£0,30 53,0+0,3
7-MG 141 +£2 5,84 +0,79 <LD 10,1+1,1 65,8 +1,0 7,78 £0,04 <LD 7,00 £0,28 10,1+0,2
8-MG 90,3+14 <LD 7,18 £0,97 10,3+0,6 19,1+0,2 27,0+0,2 <LD 7,16 £0,14 8,35+ 0,25
9-MG 103 £2 7,18 £ 0,66 <LD 8,34 £ 0,97 18,9+0,7 3,02 +£0,08 6,81 + 0,45 11,0+£0,3 6,05+ 0,52
10-MG 93,8+2,2 7,81 +£0,82 6,92 +£0,40 9,38 £ 0,68 359+0,4 430+0,11 <LD 6,64 +£0,41 11,7+0,2
11-MG 106 £ 2 8,05+ 0,56 <LD 5,77 £ 0,65 41,8+0,7 3,07 £ 0,04 9,96 + 0,46 142+0,4 3,45+0,20
12-MG 119 +1 6,68 + 0,60 14,0+0,5 12,6 +0,8 33,4+0,6 5,50 + 0,06 <LD 6,68 £ 0,23 22,8+0,8
13-MG 86,5+0,9 6,59 £ 0,37 138+1,3 15,0+ 0,6 15,4+0,1 1,83 +0,03 <LD 6,59+0,19 8,8+0,3
14-MG 100+ 2 7,06 £0,67 189+14 17,7+1,3 25,1+0,8 2,35+0,09 <LD 7,45 +0,34 4,31+0,29
15-MG 76,0+1,3 6,42 +0,57 8,96 + 0,34 11,2+1,0 12,2+04 3,72 +0,26 <LD 6,42 £ 0,28 855+7
16-MG 124 +1 6,86 +0,58 186+1,2 155+1,1 43,7+05 5,05+ 0,09 <LD 6,14 £ 0,28 6,14 £ 0,27
17-MG 739+11 4,01 +0,36 <LD 7,92 +0,17 294+04 6,02 £ 0,09 2,64 +£0,26 8,36 + 0,14 11,7+04
18-MG 852+1.2 6,00 £ 0,36 <LD 9,76 £ 0,99 48,0+0,4 2,63 +£0,07 <LD 6,38 £ 0,15 8,63 +0,48
19-MG 126 £2 7,03 +0,69 10,7 £0,3 10,2+0,9 41,8+0,8 9,77 £ 0,06 <LD 7,81+0,17 10,2+0,2
20-MG 91,2 +0,8 7,47 £0,65 6,40 £ 1,04 8,64 + 0,58 12,2+ 0,3 9,82 +0,08 <LD 8,64 +0,19 6,68 +0,17
21-MG 90,9+0,9 7,91 +0,34 129+14 109+04 21,7+0,6 2,37 £ 0,06 <LD 6,72 +0,22 8,30 £ 0,29
1-AM 88,7+1,7 7,39+ 0,31 10,8+1,8 12,0+0,6 14,0+0,6 1,56 + 0,02 <LD 7,00+0,30 8,17 £ 0,24
2-AM 94,9+1,72 6,26 £ 0,76 145+2.2 17,1+0,9 38,6 0,5 5,93 £ 0,07 <LD 593+0,34 9,56 +£0,43
3-AM 87,919 7,52 +0,52 3,90 +0,62 115+1,1 12,7+0,4 1,58 + 0,07 <LD 7,52 +0,26 21,8+0,4
4-AM 842+1.2 6,31 +0,61 12,7+0,3 11,1+ 0,6 148+04 1,48 + 0,03 <LD 8,91+0,14 12,2+0,2
5-AM 89,1+1.2 7,16 £0,30 11,0+0,7 115+1,1 14,7+0,3 1,59 + 0,02 <LD 6,36 +£ 0,42 5,96 + 0,50
6-AM 304 +3 <LD 9,60+ 1,94 13,7+0,6 349+3 12,7+25 <LD 5,58 + 0,58 38,1+0,2
7-AM 741+15 6,77 £ 0,43 6,77 £ 0,56 11,8+1,2 10,5+0,2 1,02 + 0,05 <LD 6,09 £ 0,32 1,35+0,33
8-AM 91,6 +£0,6 8,19 + 0,47 <LD 7,16 £ 0,49 16,0+0,2 2,61+£0,13 6,70 £ 0,45 11,2 +0,2 484 +0,18
9-AM 80,8+0,3 6,70 £ 0,33 8,92+1,25 16,2+ 1,7 120+04 1,06 + 0,05 <LD 6,35+0,13 3,17+0,21
10-AM 87,1+14 6,62 +0,76 7,35+0,70 147+14 16,9+0,3 1,47 +0,10 <LD 6,25+ 0,41 3,31+0,25

* Abaixo do limite de deteccdo
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Seis anions foram determinados por cromatografia ibnica no CDTN. Os parametros da

curva analitica sdo apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 — Parametros da curva analitica para os constituintes inorganicos determinados por

Cromatografia de fons

Analito Faxa Lirlear Equacéo da Reta R
(mg L™)

Brometo 0,250 — 20,00 Y =1218,59 X +1,1173 0,99999
Cloreto 0,250 — 20,00 Y =3856,70 X - 96,2364 0,99995
Fluoreto 0,250 — 20,00 Y =4509,39 X - 453,842 0,99990
Nitrato 0,500 — 20,00 Y =1736,17 X - 71,0857 0,99997
Nitrito 0,250 — 20,00 Y =1788,20 X + 72,2571 0,99992
Sulfato 0,500 — 20,00 Y =3110,35 X - 769,285 0,99986

Os resultados obtidos por cromatografia de ions sdo apresentados na Tabela 4.11.

Brometo e nitrito ndo foram detectados em nenhuma das amostras analisadas neste estudo.

As concentragdes de cloreto e sulfato apresentaram grandes variagdes. Isto pode estar

relacionado aos diluentes empregados em diferentes fontes de fabricacéo clandestina no Brasil ou

aos processos de extracdo e purificacdo da cocaina, que usam produtos quimicos diferentes.

Espera-se que as impurezas e 0s residuos dos produtos quimicos contribuam com baixas

concentracdes de constituintes inorganicos, o que € consistente com os resultados observados

para a maioria das amostras de ‘“cocaina de rua” avaliadas neste estudo. No entanto, os

constituintes inorganicos correspondem a faixa de 10 a 25% de algumas amostras (5-MG, 6-MG,
7-MG, 8-MG, 10-MG, 17-MG e 18-MG), o que provavelmente indica o uso de diluentes. De

acordo com o trabalho de Carvalho e Midio (2003), em amostras apreendidas na cidade Sé&o

Paulo em 1997, diluentes inorganicos (ex. silicatos, sulfatos e carbonatos, etc.) foram mais

comuns do que diluentes organicos (ex. agucar, amido e borato).
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Tabela 4.11 Concentracdes de cloreto, fluoreto, nitrato e sulfato em amostras de “cocaina de rua”

apreendidas nos estados de Minas Gerais (MG) e do Amazonas (AM).

Amostras Concentrag&o (mg g™)

Cloreto Fluoreto Nitrato Sulfato
1-MG 40,1+2,7 <LD 0,055 + 0,007 0,286 + 0,048
2-MG 0,341+ 0,038 <LD 0,049 + 0,005 0,208 + 0,038
3-MG 0,056 + 0,004 0,054 + 0,007 0,060 + 0,005 0,074 + 0,008
4-MG 14,1+0,9 <LD <LD 0,254 + 0,020
5-MG 0,121 + 0,009 <LD <LD 113+7
6-MG 4,48 + 0,35 <LD <LD 7,80+0,49
7-MG 959+58 <LD <LD 10,7 £ 0,52
8-MG 56,1 +4,0 <LD 0,537 +£ 0,040 20,1+1,0
9-MG 1,66 £ 0,13 <LD <LD 1,00 + 0,06
10-MG 81,8+4,5 <LD 0,898 + 0,059 2,65+ 0,04
11-MG 0,287 + 0,038 0,105 + 0,012 0,067 + 0,008 0,441 + 0,038
12-MG 0,073 + 0,008 0,106 + 0,009 <LD 0,393 + 0,049
13-MG 0,178 £ 0,015 <LD 0,293 + 0,037 0,275 + 0,037
14-MG 0,049 + 0,006 <LD <LD 0,131+ 0,015
15-MG <LD* <LD 0,828 + 0,006 <LD
16-MG 0,097 + 0,007 0,070 + 0,008 <LD <LD
17-MG 50,8 +3,3 <LD <LD 288+17
18-MG 90,8 +6,0 <LD 0,167 + 0,015 0,109 + 0,017
19-MG 0,234 + 0,020 <LD 0,154 + 0,016 0,430 + 0,035
20-MG 72,7+39 <LD 1,34 £0,09 0,236 + 0,020
21-MG 8,70+ 0,59 <LD 0,277 + 0,016 0,553 + 0,045
1-AM 236 £19 <LD 0,175+ 0,015 0,331 + 0,037
2-AM 0,297 + 0,033 <LD 0,840 + 0,049 0,774 + 0,066
3-AM <LD <LD <LD <LD
4-AM <LD <LD 0,223+ 0,013 <LD
5-AM 0,036 + 0,004 <LD 0,044 + 0,003 <LD
6-AM 0,060 + 0,007 <LD 0,102 + 0,009 2,95+0,23
7-AM 216 £ 14 <LD 0,376 + 0,040 139+0,8
8-AM 87,9+ 4,1 <LD 0,108 + 0,008 2,16 +£0,19
9-AM <LD 0,046 + 0,005 0,104 + 0,009 <LD
10-AM <LD <LD 0,064 + 0,007 0,085 + 0,009

* Abaixo do limite de detecgéo.
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A presenca dos ions cloreto e sulfato nas amostras de “cocaina de rua” podem resultar do
uso de &cidos, como &cido sulfurico e acido cloridrico, no processo de extragdo da cocaina a
partir das folhas de coca (Casale & Klein, 1993). Estes &cidos podem deixar residuos nas
amostras de “cocaina de rua”. No entanto, a presenca destes ions ndo foi encontrada em algumas
amostras, tais como 15-MG e 3-AM (Tabela 4.11). Estas amostras apresentaram altas
concentragcbes de cocaina e uma auséncia de adulterantes (Tabela 4.5), o que indica uma
purificacdo eficiente apos o processo de extracao.

Correlagdes de Pearson (Tabela 4.12) foram obtidas para os componentes determinados
nas amostras de “cocaina de rua” com a finalidade de avaliar as relacfes entre os resultados
obtidos e os produtos quimicos empregados na produgéo e/ou diluicdo clandestina de cocaina.
Cocaina apresentou correlacdo negativa com lidocaina e cafeina, uma vez que as amostras com
altas concentracdes desses adulterantes exibiram menor concentracbes de cocaina. Uma
correlacdo positiva e significativa entre a cafeina e lidocaina foi observada (r = 0,434), indicando
que estes dois adulterantes sdo normalmente empregados em conjunto. Cocaina apresentou
correlacdo positiva com Mo (r = 0,438). Este fato é curioso, e outros estudos devem ser
realizados para confirmar essa correlacdo e explicar a origem do molibdénio nas amostras de
“cocaina de rua”.

As concentragdes de calcio variaram de 0,017 a 38,1 mg g™ (Tabela 9). Cinco amostras-
MG e duas amostras-AM apresentaram concentracdes elevadas de Ca, que foi relacionada com a
utilizacdo de “cal” na extracdo das folhas de coca (Casale & Klein, 1993) ou diluentes tais como
gesso, calcario ou p6é de marmore. CorrelagBes positivas foram observadas entre Ca e P (r =
0,689) e entre Ca e SO,> (r = 0,744), indicando o uso de &cido sulfdrico e cal no processo de
extracdo ou de sulfato de calcio e fosfato como diluentes. As concentragdes de Mg variaram entre
0,102 e 107 mg g™* sendo que quatro amostras apresentaram concentracdes superiores a 5 mg g™
Estas maiores concentragfes de Mg podem estar relacionadas ao uso de calcario (amostras 5-MG
e 6-AM que também apresentaram altas concentracbes de calcio) ou talco em pé (6-MG e 8-
MG).

Correlages de Pearson foram observadas para o Mg e Fe (r = 0,636), Mg e Mn (r =
0,999) e Mg e Na (r = 0,633). Os céations Fe, Mn e Na podem ser encontrados em p6 de talco

como contaminantes. A presenca de manganés pode estar relacionada ao uso de permanganato de
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potassio durante a producao ilicita de pasta base de cocaina (Fucci, 2007). Altas concentragdes de
sodio (> 5 mg g™) foram obtidas em 6 amostras apreendidas em Minas Gerais, mais notavelmente
a amostra 6-MG (38,4 mg g™). Altas concentracdes de Na podem estar relacionados ao uso de
bicarbonato de sddio ou de sal. No entanto, nenhuma correlagéo significativa foi obtida para Na e
Cl. Neste estudo n&o foi possivel quantificar carbonato ou bicarbonato.

As concentragdes de fosforo variaram abaixo do limite de detecgdo até 47,1 mgg™.
Amostras com altas concentragfes de P também apresentaram altas concentragdes de Na (r =
0,716) e/ou Ca (r = 0,689). As concentracdes de Fe e Mn variaram de 10,5 - 349 ug g e 1,02 -
469 ug g™, respectivamente. Algumas amostras apresentaram altas concentracdes de Fe e Mn (r =
0,636). O céation Fe também teve uma correlacdo significativa com Al (r = 0,702), que
apresentaram concentracdes variando de 73,9 - 304 pgg’. Estes elementos s&o comumente

encontrados como impurezas de produtos quimicos e em calcario, talco e gesso.
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Tabela 4.12. Correlacdes de Pearson obtidas para os constituintes identificados nas amostras de “cocaina de rua”.

Coc Lid Caf Al Ca Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na P Pb Zn cr F NO3 SO,”
€ 1000
Lid gy 1000
Caf oy 0434 1000
Al -0.096 -0.097 -0.097 1.000
Ca -0.267 0.319 0.165 0.180  1.000
Co -0.286 0.128  -0.035 -0.056 0.103  1.000
Cr 0.190 -0.032 0.029 -0.373 -0.478 0.035  1.000
Cu -0.247 0.127 -0.041 -0.128 0.168 0.927 0.080  1.000
Fe -0.142 -0.029 -0.067 0702 0.114 -0.007 -0.639 -0.184 1.000
K -0.102 0.341 0417 -0.329 0.041 -0.061 0.007 0.041 -0.173 1.000
Mg -0.161 0.041 -0.001 -0.042 0.091 0.141 -0570 0.011 0.636 0.206 1.000
Mn -0.167 0.046 0.000 -0.038 0.095 0.140 -0.573 0.014 0636 0210 0999 1.000
Mo 0438 -0.367 -0.370 0.108 -0.270 -0.697 0.026 -0.719 0.014 -0.294 -0.151 -0.154 1.000
Na -0.317 0368 0336 0062 0388 -0.067 -0.445 -0.136 0423 0481 0633 0637 -0.160 1.000
P -0.328 0545 0305 0058 0.668 -0.033 -0.300 -0.017 0.187 0.341 0342 0326 -0.213 0.716  1.000
Pb 0260 -0.278 -0.331 0076 -0.379 -0.659 -0.003 -0.646 0.110 -0.080 0.052 0.054 0.810 0.024 -0.171 1.000
Zn 0319 -0.120 -0.138 -0.086 -0.077 -0.104 -0.019 -0.133 -0.016 -0.251 0.009 0.009 -0.006 -0.042 -0.076  0.044  1.000
Cl 0.125 0.087 0.099 -0.127  0.127 -0.129 0.142 -0.029 -0.145 0.255 -0.114 -0.117 -0.185 0.054 0.086 -0.252  -0.105 1.000
F -0.050 0198 -0.110 0.055 -0.182 0.165 0.168 0132 -0.062 -0.095 -0.101 -0.099 0.133 0.063 -0.188 0.180 -0.082 -0.235 1.000
NO3 0012 0173 0.129 -0.143  -0.112 -0.292 0.086 -0.171  -0.151 0.170 -0.141  -0.129 0.003 -0.061 -0.024 0.079 0.338 0.204 -0.229  1.000
S0% 0135 0080  -0.032 -0.052 0.744 0269 -0572 0377 -0.015 0044 0225 0230 -0.273 0.138 0366 -0.334 -0.056 -0.003 -0.135 -0.121 1000
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Correlagdes interessantes foram observadas para Co e Cu (r = 0,927) e para Mo e Pb (r
= 0,810). Cobalto é obtido como um subproduto da extracdo de cobre nas minas e €
naturalmente associado a esse elemento. Da mesma forma, Mo e Pb sdo constituintes da
mineral wulfenita (Pb (MoOQy)), que é encontrado na América Latina.

As concentracdes de cloreto variaram entre 0,036 e 236 mg g™. Oito amostras MG e 3
amostras AM apresentaram concentragdes de cloreto superiores a 10 mg g*. No entanto,
nenhuma correlagdo significativa foi observada entre ion cloreto e outros elementos. As
concentragBes de sulfato variaram de 0,076 - 113 mg g sendo que maiores concentracées

foram observadas nas amostras de MG.

4.4.3 Andlise de Cluster

Para efetuar uma separacdo baseada na composicdo das amostras apreendidas em
Minas Gerais e no estado do Amazonas, todo o conjunto de dados experimentais foi utilizado
para executar uma analise de cluster. A Figura 4.5 ilustra o dendrograma obtido com as
concentragdes apresentados nas Tabelas 4.5, 4.8, 4.9 e 4.11 ap6s a normalizagdo. Nesta
analise, os grupos de amostras foram formados e ligados de acordo com suas semelhangas.

Dois grupos principais foram obtidos (Figura 4.5). O grupo A contém 7 amostras de
MG e 8 amostras de AM. As amostras deste grupo mostraram baixas concentragdes ou
auséncia dos adulterantes analisados. Além disso, essas amostras foram caracterizadas por
baixas concentragcdes de constituintes inorganicos, exceto para as amostras 1-AM e 7-AM,
que teve altas concentracOes de cloreto e conteudo similar de cocaina formando um subgrupo
(A.2). Grupo B contém 16 amostras de MG e 2 amostras de AM. Este grupo foi dividido em
trés subgrupos, B.1, B.2 e B.3. O subgrupo B.1 subgrupo foi composto pelas amostras 6-AM,
5-MG e 6-MG, sendo caracterizado por baixas concentracfes de cocaina (<30,5%) e altas
concentragdes de constituintes inorganicos, tais como Ca, Fe, Mg, Mn. A amostra 6-AM era
uma amostra de “cocaina de rua” preta, e muitos compostos inorganicos foram usados para
mascarar esta amostra. O subgrupo B.2 foi composto pelas amostras 8-AM, 1-MG, 2-MG, 9-
MG e 11-MG. A maioria destas amostras exibiu baixas concentracbes de cocaina e
concentragdes varidveis de cafeina e lidocaina. Além disso, as concentragdes de Mn, Cu e Co
foram semelhantes neste subgrupo. O ultimo grupo, B.3, foi composto de apenas 8 amostras
de MG. Estas amostras apresentaram baixas concentracdes de cocaina e altas concentracfes

de cafeina e lidocaina (Tabela 4.5). Além disso, as amostras desse grupo exibiram
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concentragdes significativas de constituintes inorgénicos, tais como Ca, Na, P, cloreto e

sulfato (Tabelas 4.8 e 4.11).
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Figura 4.5. Dendograma das amostras de “cocaina de rua” apreendidas nos estados de

Minas Gerais (MG) e do Amazonas (AM).
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4.5 CONCLUSOES

O método para quantificagcdo simultanea de cocaina, benzocaina, cafeina e lidocaina
por cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas foi otimizada e
avaliado. O método mostrou-se préatico e eficiente, atendendo satisfatoriamente os objetivos
desse trabalho.

Cocaina, adulterantes e constituintes inorganicos foram determinados em 31 amostras
de “cocaina de rua” apreendidas nos estados de Minas Gerais e do Amazonas. A pureza das
amostras de “cocaina de rua” variou 6,4-97,8%. A maioria das amostras de MG (72%)
apresentou pureza inferior a 20%. A pureza das amostras do AM foi maior do que nas
amostras de MG. Apenas 2 destas amostras apresentaram pureza inferior a 20%. A cafeina foi
0 adulterante mais comum encontrado em 76% das amostras de MG. O segundo adulterante
mais comum foi lidocaina. Benzocaina foi encontrado em apenas uma amostra de MG. As
amostras apreendidas no Amazonas ndo continham qualquer um dos adulterantes estudados,
indicando que esta pratica ndo é freqlente nesta regido do Brasil. Concentracbes mais
elevadas de constituintes inorganicos foram encontradas nas amostras de MG em comparacao
com as amostras do AM. Correlagcbes de Pearson permitiram algumas associa¢bes dos
constituintes quimicos com produtos empregados na fabricacdo de cocaina e/ou alguns
diluentes, como bicarbonato de sddio, sal, calcario, talco e gesso. O estudo da pureza de
amostras de “cocaina de rua” e a presenca e concentracdo de adulterantes e constituintes
inorganicos é importante devido aos efeitos deletérios sobre a salde. Este tipo de estudo
também pode fornecer informag6es sobre rotas de distribuicdo e avaliacdo do perfil destas

amostras.
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O presente trabalho teve como foco principal o desenvolvimento de métodos simples,
rapidos e de baixo custo que pudessem ser empregados em laboratérios forenses. O
desenvolvimento desses métodos € importante na area forense uma vez que matrizes
biologicas sdo amplamente empregadas na identificagdo e quantificagdo de drogas licitas,
como os benzodiazepinicos, e ilicitas, como a cocaina, que podem estar relacionadas com
intoxicacdes acidentais e intencionais.

As técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida séo utilizadas em diversos
laboratdrios forenses no Brasil e no mundo. No entanto, estas técnicas geralmente requerem
uma etapa de preparo de amostra, principamente no que se refere as matrizes bioldgicas, por
serem muito complexas. Neste trabalho, dois capitulos foram destinados ao desenvolvimento
de métodos empregando a técnica de extracdo liquido-liquido e/ou solido-liquido com
particdo em baixa temperatura como preparo de amostras. Os métodos desenvolvidos
mostraram-se eficientes para a determinacdo de benzodiazepinicos em urina e também para a
determinacdo de cocaina em urina, figado e sangue. A técnica de extragdo empregada €
interessante, pois possibilita ndo apenas a extragdo do analito de matrizes complexas, como as
bioldgicas, como também permite a purificacdo dos extratos. A vantagem deste metodo de
extracdo sobre 0s ja estabelecidos € que este ndo requer instrumentacédo sofisticada, faz uso de
pequenas quantidades de solvente orgéanico e pode ser empregado em laboratérios com
poucos recursos. No entanto, esse método apresenta uma limitacdo com relacdo ao tempo
gasto. O tempo de resfriamento da mistura (matriz e solvente) é uma variavel importante, pois
influencia a migracdo do analito da fase aquosa para a fase orgénica e deve ser investigado
mais profundamente em estudos futuros. Ainda assim, considera-se o0 método vantajoso frente
aos métodos normalmente utilizados em muitos laboratdrios forenses brasileiros.

O presente estudo fez ainda uma avaliacdo de amostras de “cocaina de rua”
apreendidas em dois estados brasileiros, Minas Gerais e Amazonas. Um estudo do efeito de
matriz foi desenvolvido mostrando a grande variacdo na composi¢do e complexidade das
amostras. Tais variagdes na composic¢ao das amostras podem ser associadas a adulteracdes e
diluicbes. Os resultados apresentados mostraram que as amostras do estado de Amazonas
possuem pureza maior do que as amostras do Estado de Minas Gerais. Além disso, o principal
adulterante encontrado nas amostras do estado de Minas gerais foi a cafeina, seguido de
lidocaina. Estes compostos sdo usados para simular o efeito da cocaina. Correlagfes de
Pearson permitiram algumas associagdes de constituintes quimicos tais como metais e alguns
anions com produtos empregados na fabricacdo de cocaina e/ou alguns diluentes, como

bicarbonato de sddio, sal, calcério, talco e gesso. A avaliacdo da composicdo de amostras de
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“cocaina de rua*“ apreendidas € importante por formular hipdteses sobre a estrutura do
mercado ilegal desta droga e ainda explicar a ocorréncia de reacfes agudas ou "overdoses™
provocadas pelo consumo ilegal desta droga.

Diante disso, espera-se que esse trabalho possa contribuir com a area de quimica
forense, que é de extrema importancia na elucidagdo de crimes e que apresenta uma grande
demanda por estudos que permitam melhorar a qualidade dos resultados analiticos obtidos e

minimizar tempo, esforcos e custos das analises realizadas.
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