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RESUMO

Embora as anfetaminas estejam proibidas no Brasil, elas continuam sendo
adquiridas ilegalmente assim como os canabindides e cocaina, que representam
um dos principais problemas de saude publica a serem enfrentados no nosso pais.
Um dos grandes desafios desta area é a dificuldade de obtencao de material para
exames periciais. O humor vitreo por encontrar-se isolado em um compartimento
relativamente protegido de contaminacao externa, invasdo de microorganismos e
traumatismos em geral, bem como por sua simplicidade/estabilidade analitica e
esterilidade durante um longo periodo apds a morte constitui-se como uma
excelente amostra para a determinagdo de xenobidticos em corpos
politraumatizados, carbonizados ou em decomposi¢do, auxiliando na delegagéo
da causa mortis. O uso da espectrometria de massas e o advento de novas
metodologias de ionizacao sao ferramentas essenciais a toxicologia forense, a V-
EASI (venture easy ambient sonic-spray), € uma fonte de ionizacdo de facil
aplicacdo e instalacdo, que nao requer fluxo de eluente e os demais fatores
utilizados nas fontes comerciais. Além disso, o0 uso da espectrometria de massas
de ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de Fourier (FT-ICR-MS) de
ultra-alta resolucao e exatidao (valores de m/z exatos) leva a exata composicéao
molecular, alcancando erros abaixo de 1 ppm (partes-por-milh&do). Perante isso a
avaliacao da férmula molecular normalmente é inequivoca. Quando acoplada a
ionizacao por eletrospray (ESI) espécies moleculares suaves sao formadas
reduzindo a complexidade do espectro e produzindo informagdo composicional
livre de fragmentos em misturas complexas facilitando sua compreenséo. Portanto
este trabalho visa o desenvolvimento de metodologias analiticas para anélise de
drogas de abuso presentes em humor vitreo, empregando o uso de técnicas
modernas de espectrometria de massas (FT-ICR-MS e V-EASI-MS).

Palavras-chave: humor vitreo, drogas de abuso, toxicologia forense,
espectrometria de massas.
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ABSTRACT

Although amphetamines are banned in Brazil, they remain illegally acquired as
cannabinoids and cocaine, which account for a public health task to be faced in
this country. The major challenge is to obtain material for investigation exams. The
vitreous humor constitutes a good alternative for these exams, since it occurs
isolated in a protected space, free of external contamination and of
microorganisms and traumatisms, and also due to its analytical stability and sterility
preserving it for a long period after death. Moreover, the vitreous humor constitutes
an excellent sample for the determination of xenobiotics even in polytraumatized
bodies, carbonized or in decomposition, involved in the causa mortis. The use of
mass spectrometry and the advent of new ionization methods are essential tools
for forensic toxicology, the V-EASI (venture easy ambient sonic-spray), is a source
of ionization easy to use and install, not requiring nitrogen flow, eluent flow and
other factors used in commercial sources. Furthermore, the use of Fourier
transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FT-ICR-MS) provides ultra
high resolution and accuracy in mass analysis and its accurate m/z values lead to
the exact molecular composition, reaching errors below 1 ppm (parts-per-million)
on normal operational conditions, the assigned molecular formula are normally
unequivocal. When electrospray ionization (ESI) is used, soft molecular species
are formed reducing spectra complexity and providing fragment-free compositional
information about complex mixtures facilitating comprehension. Therefore, this
work aims at the development of analytical methodologies for the analysis of drugs
of abuse present in the vitreous humor, employing the use of modern techniques of
mass spectrometry (FT-ICR-MS and V-EASI-MS).

Key-words: vitreous body, street drugs, forensic toxicology, mass spectrometry
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1 INTRODUCAO

O Brasil, o maior pais da América Latina, com uma populacdo de mais de
190 milhdes de habitantes e é a oitava economia mundial. Entretanto, a maioria da
populacdo nao tem acesso as riquezas geradas no pais. Cerca de 6% da
populacado € composta por criancas de 10 anos ou mais de idade e grande parte
dessas nao tem acesso as necessidades basicas. As diferengas regionais do pais
sdo marcantes, refletindo-se em peculiaridades culturais que envolvem desde o
nivel de educacéo as praticas religiosas.’

Essa variabilidade também se reflete no cenario do consumo de drogas
psicotrépicas, chegando a ser marcante para algumas drogas especificas. O
consumo de cocaina € um exemplo tipico, concentrando-se em algumas regides
do pais, em especial no Sudeste e no Sul do Brasil, sendo mais comum em
algumas populacdes especificas e praticamente inexistentes em outras. Por outro
lado, vale considerar que existem drogas cujo consumo se distribui de forma mais
uniforme no territério nacional, como é o caso do &lcool e do tabaco. Também
merecem destaque as diferencas de padrdo de consumo entre homens e
mulheres, sendo as drogas ilicitas (maconha e cocaina) mais consumidas por
homens, e os medicamentos psicotropicos (ansioliticos, anfetaminas, entre outros)
preferidos pelas mulheres.?

O conhecimento dessas peculiaridades é essencial para subsidiar as politicas
publicas. No entanto, ainda é pouco conhecida a real dimensédo do uso de drogas
no Brasil, bem como os problemas decorrentes desse uso, especialmente devido
a caréncia de estudos nessa area, 0 que se acentua diante das dificuldades
relacionadas a clandestinidade que envolve o uso de drogas ilicitas. Entre os
poucos estudos epidemiolégicos até hoje realizados no Brasil, destaca-se o
levantamento realizado pelo Cebrid (Centro Brasileiro de Informacdes sobre
Drogas Psicotrépicas) em 2010, entre estudantes do ensino fundamental e médio
das redes publica e privada de ensino nas 27 capitais brasileiras, o qual indica o
alcool (42,4%) e o tabaco (9,6%), respectivamente como os psicotropicos mais
consumidos. Entretanto, excetuando estes, 25,5% dos estudantes entrevistados,
relataram ja ter ao menos experimentado drogas. Os inalantes (solventes) foram
0s psicotropicos mais citados (5,2%), seguidos pela maconha (3,7%), pelos
medicamentos ansioliticos (2,6%), cocaina (1,8%) e pelos anfetaminicos (1,7%),
conforme demonstrado na tabela 1 abaixo.’



Tabela 1: Uso de diferentes drogas psicotrépicas entre 50.890 estudantes de ensino
fundamental (1) e médio das redes publica e privada das 27 capitais brasileiras, de
acordo com os tipos de uso.®

Tipos de Uso %5

Tipo de Droga

Vida® Ano™ Més@ Frequente® Pesado®
Maconha 55 3,7 2,0 0,3 0,4
Cocaina 2,5 1,8 1.0 0,2 0,2
Crack 0,6 0,4 0.3 0,0 0,1
Anfetaminicos 2,2 1,7 0,9 0,1 0,3
Solventes/Inalantes 8,7 5,2 2.2 0,2 0,3
Ansioliticos 5.3 2,6 1.3 0,1 0,1
Anticolinérgicos 0,5 0,4 0,2 0,0 0,0
Analgésicos Opiaceos 0,6 - - - =
Esteroides/Anabolizantes 1,4 -
Opio/Heroina 0,3 »
LSD 1,0 -
Extase 1,3 -
Metanfetamina 0:8 =
Ketamina 0,2 B
Benflogin® 0,4 B
Energético com Alcool 154 L . = -
Qualquer Droga® 25 5 10,6 55 0,8 1,1
Tabaco 16,9 9,6 55 0,7 1,5
Alcool 60,5 42,4 21,1 2.7 1,6

Nota: Rede publica engloba as escolas municipais, estaduais e federais.

(1) A partir do 6° ano.

(2) Excluindo alcool e tabaco.

(3) Maconha, cocaina, crack, anfetaminas, solventes, ansioliticos, anticolinérgicos, analgésicos
opiaceos, esterdides/anabolizantes, 6pio/heroina, LSD, éxtase,

metanfetamina, ketamina, benflogin®, energético com alcool.

(4) Maconha, cocaina, crack, anfetaminas, solventes, ansioliticos, anticolinérgicos.

(5) Dados ponderados e expressos em porcentagem.

Mediante os argumentos acima, faz-se necessario a utilizacdo de métodos
mais rapidos de deteccao de drogas, de facil manuseio, aplicacao e instalacdo. Na
literatura, no periodo de 2009 a 2012, foram descritos estudos analiticos com um
grande nimero de drogas, no humor vitreo, através dos mais diversos métodos.*®

As técnicas que estdo sendo propostas (FT-ICR-MS e V-EASI-MS) possuem
vantagens, em relagéo as descritas na Tabela 2 (abaixo), como a ndo preparagao
da amostra, como por exemplo, o uso de cartuchos de extracdo em fase sdélida
(SPE) e, além disso, a retirada do artificio de precipitacdo da parte protéica com o
uso de solventes organicos (MeOH, ACN) e o uso do processo de extracdo tanto
por interagdo liquido-liquido (ELL), quanto assistida por micro-ondas. Fora isso,
despensa a necessidade de derivatizacao quimica dos compostos de interesse e 0
processo de separacao cromatografica utilizado respectivamente nos métodos por
CG e HPLC. As variantes anteriormente descritas, no tocante ao procedimento de
preparo de amostra, sdo desvantagens desses procedimentos analiticos, em
relacdo ao novo método proposto. Este pretende fornecer respostas rapidas, ser
de facil aplicacao em relacao aos métodos disponiveis, contribuindo para a criagao
de estratégias analiticas que minimizem o esforco técnico-cientifico na elucidacao
da causa mortis.



Tabela 2. Determinacéo de drogas de abuso em amostra biolégica (de 2009 a 2012).*°

Tipo de Preparacdao de Modo de

Analitos ~
amostra amostra deteccao
Anfetaminas, metadona, 2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina,
ELL (pH 8
morfina, codeina, 6-acetilmorfina, dihidrocodeina, benzodiazepinicos, = Humor Vitreo (PH8) GC-MS (El)

d P Pentafluoropropil
grupo da cocaina.

SPE (Screen de
morfina, 6-acetilmorfina, codeina. Humor Vitreo limpeza ZSDAU020)  GC-MS (El)
BSTFA + 1% TCMS

morfina, 6-acetilmorfina, codeina. Humor Vitreo TFA GC-MS (El)

. . . . . . GC-MS (El

A’-tetrahidrocanabinol, benzoilecgonina, hidrocodona, codeina, Cozart DDS801 ED
. . . . ) Humor Vitreo ) HPLC-
morfina, 6-acetilmorfina, anfetamina, metanfetamina. Teste Kits MS/MS

morfina, codeina, 6-acetilmorfina, benzoilecgonina, cocaina,

X SPE (cartuchos
cocaetileno, Humor Vitreo HPLC-PDA
Oasis® HLB)

2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina, metadona.
MAE (extracao

cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, morfina, 6-acetilmorfina, assistida por
metadona, Humor Vitreo micro-ondas) HPLC-DAD
2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina, codeina. SPE (cartuchos
Oasis® HLB)
Extracao por pipeta
codeina, morfina, 6-acetilmorfina. Humor Vitreo descartavel (DPX) / GC-NPD
MSTFA
cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, morfina, codeina, 6- GC-MS/MS
. . Humor Vitreo SPE
acetilmorfina. (lon Trap)
cocaina, morfina, 6-acetiimorfina, anfetamina, ecstasy, LSD, 2- HPLC-TOF-
. . . L Humor Vitreo SPE
etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina. MS

Nesse sentido, este trabalho visa contribuir para o estudo dos teores de
drogas de abuso, através da andlise do humor vitreo utilizando metodologias mais
recentes, a FT-ICR-MS e a V-EASI-MS.

Como este estudo prevé a analise de material de cadaveres do IML, que
usualmente se referem a moradores de rua e criminosos (corpos ainda nao
sepultados), supbe-se encontrar 0s compostos mencionados em teores
significativos. Os resultados auxiliardo a Policia Civil com informacbes para os
prontuarios dos mesmos. Hoje, essas analises vém sendo feitas nos laboratérios
do IML, porém por métodos demorados e pouco precisos, devido aos parcos
recursos disponiveis.

Face ao exposto e considerando a importancia dos exames periciais, contudo
no auxilio aos toxicologistas forenses, as amostras biolégicas nao-convencionais
(também chamadas de alternativas), em relacdo aos tradicionais urinas, sangue
ou aos seus derivados (soro e plasma), vem sendo utilizadas com sucesso para
verificagdo da exposicdo de xenobidticos, onde cada matriz bioldgica possui



peculiaridades, vantagens e desvantagens; e o conhecimento sobre a estabilidade
dos analitos no material bioldégico é de fundamental importancia nas anadlises
toxicoldgicas, uma vez que varias situacbes acabam por inserirem intervalos de
tempo variaveis entre a coleta do material, seu transporte até o laboratério e o
momento da andlise. Dentre isso, o humor vitreo encontra-se isolado em um
compartimento relativamente protegido de contaminacdo externa, invasao de
microorganismos e traumatismos em geral, constituindo-se como uma amostra
privilegiada.’

Por isso, o uso de compostos anfetaminicos, canabindides e cocaina
(separado ou conjunto), sendo esses, possuidores de efeitos diversos sobre o
SNC, torna-se importantissima tanto a sua detecgcédo quanto a sua confirmagéo na
delegacao da causa mortis.®

Com isso, nas analises forenses de corpos politraumatizados, carbonizados
ou em decomposicdo, onde a inexisténcia de amostra fativel para a coleta
(sangue, urina, soro, plasma), decorrente tanto dos fenémenos putrefativos,
quanto de fatores oriundos de outrem, faz-se impreterivelmente o uso da Unica
matriz resistente, ali presente, ou seja, 0 humor vitreo.”

Mediante discriminado anteriormente, este trabalho visa o desenvolvimento
de novas técnicas analiticas aplicadas a drogas de abuso presentes em humor
vitreo.

1.1 Humor vitreo

O humor vitreo que é uma matriz disponivel apenas nas analises post-
mortem, desempenha um papel importante ajudando a resolver muitas questbes
na examinagao. Devido a isso, deve ser recolhido em todos os casos, sempre que
possivel, incluindo estes em que nenhuma autépsia é realizada.”*°

Trata-se de um fluido aquoso, gelatinoso (seroso), transparente e incolor,
contendo pouca proteina; portanto, qualquer xenobidtico ou metabdlito presente,
muitas vezes podem ser extraidos como se estivessem em solugdo tampao.
Encerrado nas telas do corpo vitreo nos quatro quintos posteriores do bulbo do
olho, posterior a lente (cadmara postrema ou vitrea, ou segmento posterior);
mantido coeso por uma delicada rede de fibrilas, cuja sua viscosidade
relativamente alta é devida a presenca do acido hialurénico e colageno. Além de
transmitir luz, mantém a retina no lugar e sustenta a lente """ (imagem em zoom
da figura 1).



Humor Vitreo

Figura 1 — Close up de um olho humano, destaque para o humor vitreo
(zoom). Adaptado.'

Constitui matriz sumamente simples e estavel em termos analiticos quando
comparados a urina e ao sangue, ou aos seus derivados (soro e plasma). Seu uso
€ indicado na andlise de varios xenobibticos de interesse forense (ricina,
fenciclidina, canabindides, morfina, barbitlricos, antidepressivos ftriciclicos,
benzodiazepinicos, anfetaminicos (MDA, MDMA), digoxina).” % 13- 1518

A passagem de xenobibticos para o humor vitreo, da-se por difusdo simples
através da barreira lipidica entre esse fluido e o sangue, limitada apenas pela
lipossolubilidade destes no pH fisiologico. De modo geral, farmacos com pequena
taxa de ligacao a proteinas plasmaticas e com lipossolubilidade adequada para
atravessar barreiras biolégicas, mas que ainda se apresentam hidrossoluveis,
podem difundir prontamente da corrente sanguinea para o humor vitreo.”

Possui denotado valor para a analise post-mortem de glicose, uréia,
creatinina, lactato, &cido urico e compostos nitrogenados, bem como, sédio,
potassio, calcio, cloreto, magnésio, fosfato e litio. A medicdo destes analitos é
importante para documentar tipos de diabetes (diabetes melito), grau de
hidratagao, equilibrio eletrolitico e o estado da funcéo renal.'"'2 1922

Por conter alta quantidade de agua (90-98%), propicia a troca de
determinadas substancias com o sangue, circunstancia que permite uma boa
correlagao entre os niveis que se podem encontrar simultaneamente nos fluidos
de um determinado xenobiético, em um dado momento.”

Utiliza-se também do humor vitreo como amostra primoriente para determinar
a estimativa do tempo de morte; recentemente, constitui fonte potencial de
extracdo de DNA 20232

O humor vitreo tem sido utilizado por muitos anos como amostra preferida
para confirmacao post-mortem da ingestao de alcool (“alcool vitreo”), sendo que, a
formacgao de etanol post-mortem nao ocorre de forma significativa no humor vitreo;
porque ele permanece estéril durante um periodo de dias apdés a morte (até os



estagios mais avancados de decomposicdo), mesmo na presenca de
concentracdes elevadas de glicose: isso provavelmente resulta da relativa falta de
esterases no olho (que hidrolisam certas drogas e seus metabdlitos), em
comparagao com o sangue. Sé no caso de putrefacdo muito grave, em que o olho
seca e pouco liquido esta disponivel, € visto um ligeiro aumento na concentracao
de etanol, mas é rara a extensao desse efeito, se alguma vez, acima de 20 mg
100 mL™". Por esta razdo, o humor vitreo é particularmente Util para a estimativa de
etanol em corpos em decomposicao, politraumatizados e carbonizados; e pode
proporcionar uma oportunidade Unica de estabelecer uma concentracao de etanol
ante-mortem em corpos embalsamados.’® 10 16. 19.26-36

Em face da sua qualidade, e por encontrar-se bem protegido de
contaminantes na intimidade do globo ocular, recorre-se ao humor vitreo para a
analise metaboldmica de diferentes doencas oculares.?®*%’

As amostras devem ser coletadas em cada olho separadamente,
acrescentando conservante quimico inibidor enzimatico fluoreto de sodio (NaF) de
1-2% (p/v), que impede a formagdo adicional de etanol. O ion fluoreto é
aparentemente eficaz em inibir a atividade de varios tipos de enzimas, como a
enolase um componente da via glicolitica, e € importante para a acdo de
leveduras, fungos e muitos microorganismos responsaveis pela fermentagdo.?*3®

Em analises toxicologicas post-mortem, esse fluido bioldgico oferece uma
série de vantagens, como facilidade de obtencado; preservacédo devido a posi¢ao
anatémica (por estar contido em um compartimento periférico, ha uma demora
tanto na absorcao de drogas e alcool dentro desse liquido, por conseguinte, um
atraso no processo de excre¢do).”'®

A principal desvantagem do humor vitreo é relativamente seu pequeno
volume, cerca de 3 mL em cada olho, outrossim, ha pouca informacéo relativa na
literatura sobre a concentracao esperada ap6s doses terapéuticas para a maioria
das drogas.'®

1.2 Compostos anfetaminicos

A anfetamina (anf) e seus derivados sdo aminas aromaticas
(fenilalquilaminas), compostos organicos com apreciavel basicidade.®*® Sua
estrutura permite substituicbes no anel aromatico, nos carbonos alfa e beta e no
grupo amino terminal originando muitos derivados.*

Em relacao a toxicocinética dos compostos anfetaminicos, de um modo geral,
podemos considerar:



a) absorcao: pelo trato gastrintestinal, efeitos em 30 min ap6s administracéo
de 10 a 15 mg, concentracdo plasmatica maxima de 1-2 h, absorcao
completa de 4-6 h.%

b) distribuicdo: cérebro, rins, pulmdes, figado, liga-se 16-20% as proteinas
plasmaticas. O restante fica na forma livre com alta afinidade tecidual
atingindo elevadas concentragées no SNC e no liquor.*
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Figura 2 — Rota metabdlica da anfetamina e metanfetamina.*®

c) metabolismo e excrecdo: sofrem hidroxilacdo do anel aromatico, levando
a formacdo de p-OH-derivados que sdo excretados inalterados na urina ou
conjugados com acido glicurdnico.

d) também podem sofrer B-hidroxilacdo da cadeia lateral, N-desalquilagao,
com formagédo de amina primaria e desaminagao oxidativa com formacao de
fenilacetona e acido benzoico, o qual é conjugado com glicina (formando
acido hipurico) ou com &cido glicurdnico (Figura 2).%°

A excrecao depende de varios fatores entre eles volume de urina, fatores
individuais e pH urinario. Os produtos hidroxilados sédo normalmente excretados
conjugados com sulfato, sendo que 50% sao eliminados na forma inalterada.®

1.3Canabinodides

A Cannabis é a droga ilicita mais cultivada, traficada e consumida em todo o
mundo. Com isso, a sua identificacdo botanica é imprescindivel; mas, devido as
caracteristicas intrinsecas de sua folha (presenca de folhetos separados e gumes
serrilhados), bem como, tricomas (estruturas contentoras/secretoras de resina)
glandulares e nao-glandulares cistoliticas, essa funcao torna-se razoavelmente

facil 404



Até hoje foram identificados 489 compostos naturais da Cannabis sativa L.,
sendo que 70 sao fitocanabindides pertencentes a diferentes tipos ou subgrupos.
Dentre todos os fitocanabindides contidos na Cannabis sativa L., o A°>-THC é,
reconhecidamente, o principal composto quimico com efeito psicoativo; mas,
existem outros fitocanabindides psicoativos, como o A3-THC e o canabinol (CBN).
Porém, como sédo encontrados em pequenas concentracées ou sao bem menos
potentes, ndo interferem nos efeitos da Cannabis.*'™*?

Os principais produtos de biotransformacdo sdo o0s compostos
monoidratados, especialmente o 11-hidroxi(OH)-A%-THC e o 8-beta-hidroxi(OH)-
AS-THC. S&o compostos ativos, sendo que o primeiro exibe atividade e disposicao
similar ao A®-THC. Posteriormente, o 11-OH-A%-THC é oxidado a &cido 11-nor-9-
carboxi-A%-THC, também conhecido como THC-COOH, que é um composto
inativo. Esse produto de biotransformacgédo € conjugado com acido glicurénico e
excretado em quantidades significativas na urina (Figura 3). A taxa de eliminacao
do THC na urina pode variar de trés a sete dias, em usuarios ocasionais, e até 60
dias em usuarios cronicos.**?

Os canabindides possuem moderada redistribuicdo post-mortem (PMR),
sendo que os mais comumente encontrados sdo: A*>-THC, 11-hidroxi-A%-THC (11-
OH-A®-THC) e 11-nor-9—carboxi-A®>-THC (THCCOOH).*

H3C-o__
(CH2)4CH3 He” O (CH2)4CH3

L9
11-hidroxi-A%-THC 11-Nor-9-carboxi-A*-THC

—— “ E—— Conjugagao

(CH2)4CH3 (CH2)4CH3

8-hidroxi-A°-THC 8,11-Dihidroxi-A°®-

Figura 3 — Principais vias de biotransformagdo do A*-THC.*?

1.4 Cocaina

A cocaina é uma das drogas ilicitas mais utilizadas, portanto, constituindo um
importante problema de salde publica. Ela é largamente disponivel e existe
formas relativamente baratas de cocaina, tais como a base livre, conhecida como
“crack”.**** A cocaina é um poderoso estimulante que se liga aos transportadores
de dopamina, noradrenalina e serotonina, acelerando a atividade do sistema



nervoso central.*> O metabolismo de cocaina prossegue por trés principais vias
iniciais de transformagdes metabdlicas: clivagem do éster benzoilico para dar o
éster metilico de ecgonina; clivagem do diéster metilico para dar benzoilecgonina
(bze) e a N-desmetilacdo oxidativa para dar norcocaina. Na presenca de etanol,
esterases hepaticas catalisam a transesterificacdo da cocaina para formar o
metabolito farmacologicamente ativo cocaetileno (ce, figura 4).4¢*’

O ce serve como um marcador metabélico chave para o uso concomitante de

etanol e cocaina ante e post-mortem.
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/ COOCH,CH3
COOH HN
N
ROH RO
|
Ecgonine Norcocaethylene

Figura 4 - Metabolismo da cocaina. O cocaetileno esta destacado.*
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste projeto é o desenvolvimento de novas técnicas
analiticas para a analise de drogas presentes no humor vitreo que permitam
avaliar o seu uso em cadaveres do IML de Sao Paulo, utilizando como “corpo de
prova” as drogas de abuso, presentes na quase totalidade dos individuos
encontrados naquela Instituicdo. Eventualmente, esse método podera ser
estendido a outros compostos, no caso da auséncia de drogas de abuso, que
forem julgados adequados a essa avaliacéo.

Os métodos que serdo utilizados na definicao das drogas de abuso (acima
relacionadas), presentes no humor vitreo de cadaveres, serdo a FT-ICR-MS e a V-
EASI-MS sem o auxilio de qualquer técnica refinada de preparo de amostra, como
os polimeros molecularmente impressos (MIPs).

2.2 objetivos especificos

1) Desenvolver metodologia analitica para andlise de drogas de abuso
presentes em humor vitreo, empregando o uso de técnicas modernas de
espectrometria de massas, no caso, a fonte de ionizagdo venture easy ambient
sonic-spray (V-EASI);

2) Desenvolver metodologia analitica para analise de drogas de abuso
presentes em humor vitreo, empregando o uso de técnicas modernas de
espectrometria de massas, no caso, a espectrometria de massas de ressonancia
ciclotrobnica de ions por transformada de Fourier (FT-ICR-MS) acoplada a
ionizagao por eletrospray (ESI).

11
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3 CAPITULO 1
3.1 Objetivos

Desenvolver metodologia analitica para anélise de drogas de abuso
presentes em humor vitreo, empregando o uso de técnicas modernas de
espectrometria de massas, no caso, a fonte de ionizacdo venture easy ambient
sonic-spray (V-EASI).

3.1.1 Espectrometria de massas acoplada ao venture easy ambient sonic-
spray (V-EASI-MS).

O venture easy ambient sonic-spray (V-EASI) que foi originado da técnica de
EASI (easy ambient sonic-spray ionization), € uma nova fonte de ionizacao, de
facil aplicagao e instalacdo, nao requer fluxo de eluente e os demais fatores
utiizados nas fontes comerciais. Por se tratar de uma ionizacdo ambiente,
apresenta espectros de massas mais suaves e limpos, apenas com as
informacdes necessarias para as andlises. A fonte de ionizagdo V-EASI, funciona
de tal maneira, que através do efeito venture de succéo da amostra através de um
capilar de silica fundido, sendo, portanto, a amostra levada até o fluxo de ar.
Assim o spray com a amostra é formado em microgotas em desequilibrio de
carga, que secam e levam os ions para fase gasosa, esses ions sdo levados para
dentro do espectrémetro de massas (Figura 5).*2
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Figura 5 - Esquema do funcionamento do V-EASI.*®
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3.2 Parte experimental

3.2.1 Material bioldgico (matriz humor vitreo)

As amostras de humor vitreo serdo fornecidos pela Superintendéncia da
Policia Técnico-Cientifica (SPTC) da cidade de Sao Paulo, coletados nos Institutos
Médico-Legais (IMLs) da zona oeste e sul. Este material sera coletado mediante
0s seguintes critérios de:

» Inclusdo: cadaveres putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é
importante fazer o exame toxicolégico para excluir a intoxicacdo; bem
como, cadaveres nao putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é
importante fazer o exame toxicolégico.

» exclusdo: cadaveres putrefeitos/cadaveres nao putrefeitos de causa mortis
conhecida.

» grupo controle: o grupo controle sera composto de cadaveres cuja causa
mortis foi natural.

O material biolégico sera coletado através da utilizacdo de puncdo com um
trocarte com 0,51 mm de calibre externo, com bisel trifacetado e mandril metalico
com calibre externo de 0,42 mm. O acesso ideal € a bissetriz dos angulos dos
quadrantes superiores do olho, com auxilio de afastadores de palpebras, fugindo
assim dos tecidos mais vascularizados, como o canto externo do olho. Todo o
material retirado deve ser separado e identificado referente as amostras do olho
esquerdo; bem como, do direito; conjunto a isso, deve ser acondicionado em tubos
Vacutainer® da marca BD (REF 368521), de dimensbées 13x75 mm com
capacidade para 4 mL, contendo 6,0 mg do conservante quimico fluoreto de sédio
(NaF) e 12,0 mg de EDTA dissédico (Na;EDTA). (Protocolos Eticos de Aprovacido
(ANEXOS I, Il 1l e IV)).

Em relacdo a cadeia de custddia, o material biolégico seguira os seguintes
passos: o material coletado pelo técnico de necropsia do IML - Sr. Pedro Carlos
Mollo Filho sob coordenacao do médico legista responsavel Sr. Ruggero Bernardo
Felice Guidugli sera lacrado e recebera uma numeragdo com registro em livro
préprio, que ficard no necrotério. Estabeleceu-se como parametro de quantidade
necessaria de material, num total de 250 amostras. O material sera encaminhado
ao laboratério de LesbGes Oxidativas sobre a coordenacdo da Prof? Dra. Nelci
Fenalti Hoehr, onde sera recebido pelo pesquisador Sr. Julio César Santos Junior
registrado e armazenado em freezer adequado a - 80 °C, cujo acesso é restrito a
Prof? Dra. Nelci Fenalti Hoehr e ao pesquisador Sr. Julio César Santos Junior; os
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exames serao realizados pelo pesquisador Sr. Julio César Santos Junior e o0s
resultados constardo de um laudo que sera encaminhado ao IML para ser
anexado no laudo definitivo no prazo maximo de 60 dias para contribuir para a
elucidacdo da causa da morte (causa mortis); os residuos serdo armazenados
durante 6 meses, caso haja necessidade de contra prova, antes de serem
dispensados.

3.2.2 Screnning de drogas de abuso
3.2.2.1 Preparacao de amostra

As amostras de humor vitreo analisadas (casos) foram classificadas em 3
amostras-caso A1 (1 dia de periodo post-mortem), A2 (3 dias de periodo post-
mortem) e A3 (7 dias de periodo post-mortem) coletadas entre Junho e Setembro
de 2012 (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil das amostras de humor vitreo e periodo post-mortem
|dentificacdo das  Periodo post-

amostras mortem
A1 2093 — R/NDB 1 DIA
2323 - L/DB

A2 269/12 - R/DB 3 DIAS
278/12 - L/DB

A3 248/12 - R/DB 7 DIAS
R — direito / L — esquerdo olho, DB — corpos em decomposi¢éo,
NDB — corpos em ndo-decomposicédo, e amostras-caso A1, A2 e AS.

As amostras de humor vitreo (100 pL) foram dissolvidas em 1 mL de metanol.
100 pL de humor vitreos (diluido 10x) foram fortificadas com 50 pL de solucdes de
cocaina (coc), benzoilecgonina (bze), cocaetileno (ce), A®-THC, THC-COOH,
anfetamina (anf) e metanfetamina (manf) de 100 ng mL™" ambas diluidas em 1 mL
de metanol com 0.1% &cido férmico (solugdes controle).

3.2.2.2 Espectrometria de massas:

Para as anélises no modo ibnico positivo, as amostras foram colocadas em
um vial ambar de 2000 pL de capacidade, e 20 pL min™ foram injetados mediante
o0 uso de um capilar de silica e uma agulha. As m/z da bze, coc, ce, A°>-THC, THC-
COOH, anf e manf ambos protonados foram entdo monitoradas por V-EASI -MS
em um espectrometro de massas IT (ion trap) modelo HCT 3D (Bruker, Billerica,
Massachusetts) acoplado a uma fonte de ionizacao por easy ambient sonic-spray
(EASI). As drogas de abuso foram identificadas pela comparacao com o espectro
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de massas dos compostos padrbées (solugbes controle). A Tabela 4 resume as
principais condigdes usadas.

Tabela 4. Condicbes operacionais e parametros usados na determinacao
usando V-EASI-MS

Parametros
Gas nebulizador (N2) (L min™) 3.5
Fluxo de gas de secagem (L min™) 5
Temperature de secagem (°C) 300

3.3 Resultados e discussao

Via V-EASI(+)-MS, os perfis das amostras de humor vitreo intactas foram
obtidos. As Figuras 6, 7, 8, 9 e 10 mostram espectros caracteristicos para
amostras de humores vitreos livres de drogas de abuso. Os perfis variaram muito
devido a diferente composicao bioquimica em diferentes periodos post-mortem.

As figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17 ilustram bem, o V-EASI(+)-MS do
humor vitreos fortificados com 100 ng mL' de benzoilecgonina, cocaina,
cocaetileno, A®-THC, THC-COOH, anfetamina e metanfetamina permitindo a
adequada caracterizacao destas sete moléculas no fluido em corpos em estado de
decomposicdo e em corpos ndao decompostos devido a deteccdo das formas
protonadas de m/z 290, 304, 318, 315, 345, 136 e 150, respectivamente. Nota-se
a analise de massa com precisdao, bem como, que os padroes de fragmentacéao
caracteristicos foram determinados por experimentos MS/MS.

Esses sete metabdlitos estavam também bem ionizados por EASI(+), 0 que
portanto, facilita a sua deteccdo no meio de moléculas presentes em humor
vitreos tanto de corpos ndo-decompostos quanto em decomposicao. Os efeitos de
matriz também foram minimizados devido ao efeito de diluicdo aplicado as
amostras em questdo. Felizmente, para as amostras-caso de humor vitreos,
benzoilecgonina, cocaina e anfetamina para as amostras 248/12, 278/12 e 269/12
puderam ser bem caracterizados mesmo depois do periodo post-mortem de 7 dias
e 3 dias respectivamente.
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Figura 6 Perfil da amostra de humor vitreo 2093 (full scan) por V-EASI-MS.
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Figura 7 Perfil da amostra de humor vitreo 278/12 (full scan) por V-EASI-MS.
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Figura 8 Perfil da amostra de humor vitreo 248/12 (full scan) por V-EASI-MS.
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Figura 9 Perfil da amostra de humor vitreo 269/12 (full scan) por V-EASI-MS.
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Figura 10 Perfil da amostra de humor vitreo 2323 (full scan) por V-EASI-MS.
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Figura 11 Fragmentagbes da benzoilecgonina por V-EASI-MS.
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Figura 14 Fragmentacdes do A®-THC por V-EASI-MS.
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Figura 16 Fragmentagdes da anfetamina por V-EASI-MS.
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Figura 17 Fragmentagdes da metanfetamina por V-EASI-MS.
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Tabela 5. Drogas de abuso encontradas no humor vitreo

Amostras Metabolitos fons de
detectados confirmacéao

HV248/12 - b8 bze 290,168
HV278/12 - pB coc 304,182
HV2323 - pB ce 318,196
HV2093 - NDB A°-THC 315, 254
HV2093 - NDB THC-COOH 345, 254
HV269/12 - bB anf 136,119
HV2093 - DB manf 150,119

DB — corpos em decomposicao, NDB — corpos nao-decompostos.

Por conseguinte, o humor vitreo é realmente a matriz para investigacoes
forenses e toxicolégicas devido a contaminacdo reduzida e traumatismos, e
também devido a sua estabilidade analitica e esterilidade para um grande numero
de dias apdés a morte. Por conter pouca proteina, os constituintes podem ser
extraidos como se estivessem numa solugdo tampdo. O humor vitreo constitui
também uma excelente amostra para a determinacéo de xenobidticos em corpos
politraumatizados, carbonizados ou em decomposi¢ao envolvidos na causa mortis.

Os fragmentos mais abundantes nas Figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17 sé@o
normalmente usados nas transicées (290>168, 304>182, 318>196, 315>254,
345>254, 136>119, 150>119, respectivamente) normalmente selecionadas para
confirmacdo e quantificagdo de bze, coc, ce, A>-THC, THC-COOH, anf e manf
usando o modo MRM em andélises HPLC-MS/MS.

3.4 Conclusao

No presente trabalho, a cocaina e seus metabolitos (figuras 11, 12 e 13),
canabindides (Figuras 14 e 15) e anfetaminas (Figuras 16 e 17) foram detectados
no humor vitreo post-mortem (Tabela 5) analisado. Mediante o fato da fonte de
ionizacao V-EASI, ser de facil aplicacdo e instalagdo, ndo requerendo fluxo de
eluente e os demais fatores utilizados nas fontes comerciais, essa se faz de
extrema importancia e simplicidade analitica para a anélise de drogas de abuso na
matriz humor vitreo tanto em corpos em decomposi¢cao quanto em corpos nao-
decompostos. Assim, o humor vitreo por encontrar-se isolado em um
compartimento relativamente protegido de contaminacdo externa, invasao de
microorganismos e traumatismos em geral, bem como, por sua
simplicidade/estabilidade analitica e esterilidade durante um longo periodo apds a
morte, constitui-se como uma excelente amostra para analises toxicolégicas em
corpos politraumatizados, carbonizados ou em decomposi¢cdo. Finalmente, o
método proposto, baseado no screnning por V-EASI-MS mostrou ser satisfatério
na verificagdo post-mortem. Constitui, portanto, uma importante ferramenta de
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"fingerprinting" em analises toxicolégicas post-mortem, 0 que € essencial para a
rotina tanto da toxicologia quanto da patologia forense.
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4 CAPITULO 2
4.1 Objetivos

Desenvolver metodologia analitica para anélise de drogas de abuso
presentes em humor vitreo, empregando o uso de técnicas modernas de
espectrometria de massas, no caso, a espectrometria de massas de ressonancia
ciclotrobnica de ions por transformada de Fourier (FT-ICR-MS) acoplada a
ionizagao por eletrospray (ESI).

4.1.1 lonizacao por Eletrospray (ESI)

A técnica electrospray (ESI) foi inicialmente desenvolvida por M.Dole em
1968 e aplicada por J.B.Fenn para analise de moléculas pequenas e de proteinas.
A fonte ESI transfere para a fase gasosa moléculas polares de diversos tamanhos
e que frequentemente sdo termicamente instaveis, permitindo a analise por
espectrometria de massas de biomoléculas, tais como proteinas. Fato antes
impossivel por técnicas classicas como ionizagao por elétrons (El), onde somente
moléculas volateis e termoestaveis poderiam ser ionizadas. Além disso, El € muito
energético, pois fragmenta as moléculas de tal maneira que o ion molecular pode
nao ser visualizado no espectro e a identificagdo do composto quimico fica
comprometida. O método ESI possui uma ionizacao branda, sendo capaz de
ionizar moléculas até 600 Da na sua forma monocarregada, sem fragmentacéo,
possibilitando a visualizagao de ions individuais em misturas complexas.***°

Por trabalhar com moléculas em solucédo e ser compativel com os solventes
mais frequentemente utilizados em HPLC com fase reversa (dgua, metanol e
acetonitrila), a fonte ESI pode ser usada como interface entre métodos de
separacado por HPLC e de identificacdo dos compostos por espectrometria de
massas (MS) ou sequencial (MS/MS"). Para facilitar a protonagao de sitios basicos
ou a desprotonacgao de sitios acidos, € comum adicionar um agente modificador a
solucdo. Para analisar as moléculas [M] basicas sdo adicionados 0,1 a 0,2% de
acido férmico a solucdo o que permitira a protonacao mais rapida e eficiente do
composto. Neste caso, ocorrera a formacao de ions [M+H]" e sua andlise é feita
em modo positivo. Para as moléculas acidas adiciona-se 0,1 a 0,2% de solugéo de
hidréxido de amoénio a solucdo para facilitar a desprotonacdo da molécula,
formando ions [M-H] com a andlise sendo realizada no modo negativo.
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A Figura 18 apresenta um desenho simplificado de uma fonte de ESI. A
solucao proveniente de uma bomba seringa ou um sistema de HPLC numa vazao
de 1-15 uL min™ é inserida no capilar em cuja extremidade é aplicada uma alta
voltagem que podera ser positiva quando a protonacédo (ionizacdo no modo
positivo) for requerida ou uma voltagem negativa quando a desprotonacao
(ionizacdo no modo negativo) for desejada. O gas nitrogénio, mais empregado
como gas nebulizador, é aquecido para facilitar ainda mais a volatilizacao. Dois
mecanismos sao propostos para a transferéncia dos ions do interior das goticulas
para a fase gasosa: (1) a “evaporacao” dos ions a partir da superficie das
goticulas e (2) a subdivisdo progressiva das goticulas com evaporagdo do
solvente, sendo que na pratica é provavel que ocorram ambos os mecanismos. Ou
seja, a transferéncia ocorre através da divisdo e evaporacado das gotas contendo
um excesso de cargas (positivas ou negativas dependendo do modo de aquisi¢éao)
e 0s ions sao transferidos para a fase gasosa e atraidos para dentro do
espectrOmetro de massas através de um gradiente de potenciais. Uma contra
corrente de gas nitrogénio € aplicada para evitar a formagédo de agregados de ions
(clusters) e também para evitar a entrada de moléculas neutras para o interior do
espectrometro de massas.”’

4.1.1.1 Espectrometria de massas de ressonancia ciclotrénica de ions por
transformada de Fourier (FT-ICR-MS).

A Espectrometria de massas de ressonancia ciclotrbnica de ions por
transformada de Fourier (FT-ICR-MS) tem como base o principio da ressonancia
ciclotrénica de ions, na qual um ion inserido em um campo magnético se move em
uma orbita circular de freqtiéncia ciclotrénica (figura 19), sendo caracteristica ou
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seletiva a sua m/z. Os ions sdo excitados para uma érbita de maior raio, usando
um pulso de campo elétrico de radiofrequéncia, onde sua imagem de carga €
detectada em uma placa receptora de sinal no dominio do tempo. A transformacao
de Fourier do sinal no dominio de tempo resulta em um sinal no dominio de
frequéncia, que é convertido em um espectro de massas com base na relagéo
inversa entre a frequéncia ciclotrénica e a m/z.*

Figura 19 — Representacao esquematica de uma cela analisadora FT-ICR
cilindrica.>®

Conforme isso, a FT-ICR-MS produz ultra-alta resolugcdo e exatidao em
analises de massas e seus valores de m/z exatos levam a exata composicao
molecular. Portanto, os equipamentos encontram erros abaixo de 1 ppm (partes-
por-milhdo) em condigbes operacionais normais, e a avaliagdo da férmula
molecular normalmente é inequivoca. Quando a ionizagao por eletrospray (ESI) é
usada espécies moleculares suaves sdo formadas reduzindo a complexidade do
espectro e produzindo informagdo composicional livre de fragmentos em misturas
complexas. A FT-ICR-MS pode ser visto, portanto como um espectrometro de
férmula molecular.>*>°

Sabendo a composicao molecular de cada constituinte, seu indice de ligagao
dupla equivalente (DBE) e niimero de carbonos (Cn) podem ser determinados.>*

Misturas complexas tais como extrato de produto natural prépolis,®® café,>’
whisky®® e petréleo® podem ser portanto classificados.
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4.2 Parte experimental
4.2.1 Material biolégico (matriz humor vitreo)

As amostras de humor vitreo serdo fornecidos pela Superintendéncia da
Policia Técnico-Cientifica (SPTC) da cidade de Sao Paulo, coletados nos Institutos
Médico-Legais (IMLs) da zona oeste e sul. Este material sera coletado mediante
0s seguintes critérios de:

» Inclusdo: cadaveres putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é
importante fazer o exame toxicolégico para excluir a intoxicagdo; bem
como, cadaveres nao putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é
importante fazer o exame toxicoldgico.

» exclusao: cadaveres putrefeitos/cadaveres nao putrefeitos de causa mortis
conhecida.

» grupo controle: o grupo controle sera composto de cadaveres cuja causa
mortis foi natural.

O material bioldgico sera coletado através da utilizacdo de pungdo com um
trocarte com 0,51 mm de calibre externo, com bisel trifacetado e mandril metélico
com calibre externo de 0,42 mm. O acesso ideal € a bissetriz dos angulos dos
quadrantes superiores do olho, com auxilio de afastadores de palpebras, fugindo
assim dos tecidos mais vascularizados, como o canto externo do olho. Todo o
material retirado deve ser separado e identificado referente as amostras do olho
esquerdo; bem como, do direito; conjunto a isso, deve ser acondicionado em tubos
Vacutainer® da marca BD (REF 368521), de dimensdes 13x75 mm com
capacidade para 4 mL, contendo 6,0 mg do conservante quimico fluoreto de sédio
(NaF) e 12,0 mg de EDTA dissédico (NazEDTA). (Protocolos Eticos de Aprovacédo
(ANEXOS I, 11, lll e IV)).

Em relacdo a cadeia de custddia, o material biolégico seguira os seguintes
passos: o material coletado pelo técnico de necropsia do IML - Sr. Pedro Carlos
Mollo Filho sob coordenacao do médico legista responsavel Sr. Ruggero Bernardo
Felice Guidugli sera lacrado e recebera uma numeragao com registro em livro
proprio, que ficara no necrotério. Estabeleceu-se como parametro de quantidade
necessdaria de material, num total de 250 amostras. O material sera encaminhado
ao laboratério de Lesbes Oxidativas sobre a coordenagdo da Prof? Dra. Nelci
Fenalti Héehr, onde sera recebido pelo pesquisador Sr. Julio César Santos Junior
registrado e armazenado em freezer adequado a - 80 °C, cujo acesso é restrito a
Prof? Dra. Nelci Fenalti Héehr e ao pesquisador Sr. Julio César Santos Junior; os
exames serao realizados pelo pesquisador Sr. Julio César Santos Junior e os
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resultados constardo de um laudo que serda encaminhado ao IML para ser
anexado no laudo definitivo no prazo maximo de 60 dias para contribuir para a
elucidacdo da causa da morte (causa mortis); os residuos serdo armazenados
durante 6 meses, caso haja necessidade de contra prova, antes de serem
dispensados.

4.2.2 Analise metabolomica de cocaina
4.2.2.1 Preparacao de amostra

As amostras de humor vitreo analisadas (ambos controles e casos) foram
classificadas em grupo controle de corpos em decomposicido (DBCG) e 2
amostras-caso A1 (3 dias de periodo post-mortem), A2 (7 dias de periodo post-
mortem) coletadas entre Junho e Setembro de 2012 (Tabela 6).

Tabela 6. Perfil das amostras de humor vitreo e periodo post-mortem
|dentificagdo das Periodo Identificagdo das Periodo
amostras post-mortem amostras post-mortem
269/12 — L/DB
A1 278/12-R/DB 3 DIAS
2223 — R/DB 278/12 - L/DB
DBCG 2223 -L/DB 3 DIAS 248/12 — R/DB
2227 — R/DB AD 248/12 - L/DB
2227 — L/DB 256/12 — R/DB
256/12 — L/DB

R — direito / L — esquerdo olho, DB — corpos em decomposic¢ao,
DBCG — grupo controle de corpos em decomposi¢do, e amostras-caso A1 e A2.

7 DIAS

As amostras de humor vitreo (10 pL) foram dissolvidas em 1 mL de
metanol. 100 uL de humor vitreos (diluido 100x) foram fortificadas com 50 uL de
solucdes de cocaina e cocaetileno de 100 ng mL" ambas diluidas em 1 mL de
metanol com 0.1% &cido férmico (DBCG).

4.2.2.2 Espectrometria de massas

Para as anélises no modo ibnico positivo, as amostras foram colocadas em
um compartimento para 96 amostras (200 puL de volume total em cada container),
e 10 pL foi injetado mediante o uso do sistema robotico Advion TriVersa
NanoMate®®® A m/z da cocaina protonada e seu metabdlito foram entdo
monitoradas por FT-ICR-MS em um espectrobmetro de massas LTQ-FT Ultra
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(Thermo Scientific, Bremen, Germany) acoplado a uma fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI). A Tabela 7 resume as principais condi¢cdes usadas.

Tabela 7. Condicbes operacionais e parametros usados na determinacao usando

FT-ICR-MS
Pardmetros
Fonte de ionizagao ESI
Modo ibénico +
Volume de injecéo (pL) 10
Pressao do Gas (psi) 0,45

Voltagem do Capilar (kV) 1,85
Temperatura do Capilar (°C) 280

4.3 Resultados e discussao

Via ESI(+) FT-ICR-MS, os perfis das amostras de humor vitreo intactas
foram obtidos. As Figuras 20, 21, 22, 23 e 24 mostram espectros caracteristicos
para amostras de humores vitreos. Tais perfis foram considerados similares para
as amostras de mesmo periodo, mas variaram muito devido a diferente
composicao bioquimica em diferentes periodos post-mortem. Essa variacao tem
sua origem muito provavelmente no estado fisiolégico do doador, que é
influenciado, por exemplo, pelo: estado clinico (sistema imune, doengas clinicas
pregressas e fatores genéticos), estado nutricional, género e idade.

28



453.17
100

393.08
301.14
§ 467.10
2
§ 833.90
1134.27 1208.29
1059.25 [ 128231
985.24 1357.33
58.76 911.22 1431.35
276.99 1505.37
184.09 1579.39 1961.76
l“ J 1653.41 1853.26
0 T | G RN
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Figura 20 — Perfil tipico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vitreo 248/12
para o periodo de 7 dias post-mortem.
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Figura 21 — Perfil tipico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vitreo 256/12.
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Figura 22 — Perfil tipico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vitreo 2223 para
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o periodo de 3 dias post-mortem.

As Figuras 25 e 26 ilustram bem, o ESI(+) FT-ICR-MS de humor vitreos
fortificados com tao pouco como 100 ng mL™" de cocaina e cocaetileno permitindo
a adequada caracterizagdo destas duas moléculas no fluido em decomposigcédo
devido a deteccao das formas protonadas de m/z 304 e 318. Nota-se a andlise de
massa com alta precisdo (A) bem como, que os padrdes de fragmentacéo
caracteristicos foram determinados por experimentos MS/MS (B) e MS® (C).
Esses dois metabdlitos estavam também bem ionizados por ESI(+), o que,
portanto, facilita a sua deteccdo no meio de moléculas presentes em humor
vitreos em decomposicao.

Os efeitos de matriz também foram minimizados devido a altissima
resolucdo e precisdao da andlise FT-ICR-MS que funciona como um método
eficiente de separacdo com base em diferentes valores de m/z, mesmo para
moléculas isobaricas (com a mesma massa nominal). Felizmente, para as
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amostras de humor vitreo do “mundo real” (Figuras 27 e 28), cocaina para as
amostras 269 e 278 e cocaetileno para as amostras 248 e 256 puderam ser bem
caracterizadas mesmo depois do periodo post-mortem de 3 dias e 7 dias,

respectlvamente.
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304 e (C) MS® do ion fragmento 182.
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Tabela 8. Resultado da analise metabol6mica para cocaina e cocaetileno por FT-

ICR-MS
Amostras Férmula Massa Massa Erro Férmula Massa Massa Erro
[M-H]* Teorica  Experimental  (ppm) [M-HT Teorica  Experimental  (ppm)
248/12 — 304,15440 0,214 318,16997 -
R/DB 0,047
24812 - 304,15451 0,575 31817005 (04
256/12 — 304,15449 0,510 318,16989 -
R/DB 0,299
256112 - 304,15453 0,641 318,17003 () 144
269/12 — 304,15446 0,411 318,17016
L/D8 Cocaina Cocaetileno 0.5%0
278/12 - 4,154 304,15449 0,510 18,17012 318,17020
R/DB C17H22N104 304,15433 C1gH24N104 318,170 0,676
278/12 — 304,15439 0,181 318,17015 0518
L/DB ,
2223 — 304,15451 0,575 318,17010
R/IDB 0,361
26%38— 304,15439 0,181 318,17019 0.644
2F21/2D78_ 304,15452 0,608 318,17019 0,644
25/%78_ 304,15440 0,214 318,17013 0,456

E sabido que em sangue ou em solucdes aquosas em geral, incluindo,
portanto o humor vitreo, a cocaina (coc) € rapidamente degradada. In vivo,
cocaina é rapidamente inativada pela agao de esterases hepaticas e colinesterase
plasmatica (PChE) para formar ecgonina metiléster (EME) ou por hidrélise
espontdnea a benzoilecgonina (bze). Ambos os metabdlitos sdo ainda mais
hidrolisados para ecgonina (ECG). Na presenca de etanol, a cocaina também é
convertida em cocaetileno (ce) por uma reacao de transesterificacdo no figado,
sendo adicionalmente transformada em norcocaetileno (Norce) e éster etilico de
ecgonina (EEE) (Figura 4). A presenca de etanol também aumenta a desmetilacao
da cocaina para o metabdlito ativo norcocaina (Ncoc).* Além disso, a cocaina é
constantemente degradada em amostras de sangue, plasma ou humor vitreo néo-
estabilizadas até o tempo de andlise. Portanto, o metabdlito bze é considerado
como o analito alvo mais viavel na investigacdo de casos forenses utilizando
amostras de humor vitreo com a suspeita de abuso prévio de cocaina.*

Mas se a bze estiver ausente nas amostras de humor vitreo testadas,
somente a cocaina e cocaetileno poderiam ser detectados. Parece que a cocaina
€ muito mais preservada em humor vitreo em comparagao com plasma e urina.

O humor vitreo € realmente a matriz para investigacdes forenses e
toxicologicas devido a contaminagéo reduzida e traumatismos, e também devido a
sua estabilidade analitica e esterilidade para um grande numero de dias apos a
morte. Por conter pouca proteina, os constituintes podem ser extraidos muitas
vezes como se estivessem numa solugdo tampao. O humor vitreo constitui
também uma excelente amostra para a determinacao de xenobibticos em corpos
politraumatizados, carbonizados ou em decomposi¢ao envolvidos na causa mortis.

Para uma deteccdo inequivoca da cocaina, MS/MS e MS® sdo de fato
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benéficos. A Figura 25 mostra que os ions fragmentos de m/z 182 ([M+H-
PhCO-H]" e m/z 82 (CsHgN") sdo mais abundantes e caracteristicos na MS/MS da
cocaina protonada, enquanto que o ion de m/z 182 mostra um padrédo rico de
fragmentacdo.®' Para o cocaetileno, a Figura 26 mostra que o ion fragmento de
m/z 196 (C1oH1sNO3") e m/z 150 (CgH12NO*) sdo mais abundantes no MS/MS de
suas moléculas protonadas,®® considerando que o MS® da fon fragmento de m/z
196 também é diversificado e muito caracteristico.

Os fragmentos mais abundantes nas Figuras 25 e 26 sao normalmente usados
nas transicdes (304>182 / 304>82 e 318>196 / 318>150, respectivamente)
normalmente selecionadas para identificagdo, confirmagdo e quantificagdo de
cocaina e cocaetileno usando o modo MRM em analises HPLC-MS/MS.

Como mostra a Tabela 3, os dois principais metabdlitos resultantes de uso
de cocaina (cocaina e cocaetileno) puderam ser inequivocamente identificados
com alta resolucdo e exatidao via analise direta ESI(+) FT-ICR-MS(/MS) de
amostras de humor vitreo. Os erros encontrados nos valores m/z experimentais
em comparacao com o0s valores tedricos, em ambos os metabdlitos foram
inferiores a 1 ppm, demonstrando a viabilidade analitica do método sugerido.

4.4 Conclusao

Embora os perfis das amostras de humor vitreos como revelado pela
monitorizagdo por ESI(+) MS, mostraram uma grande variabilidade na sua
composicao (bio)quimica em funcdo do periodo post-mortem, devido as intensas
atividades dos fendbmenos putrefativos, que também promovem a degradacéao do
metabdlito, ainda a cocaina e cocaetileno puderam ser tanto identificados e
confirmados com precisdo em amostras fortificadas, bem como, humor vitreos
reais coletados de corpos em decomposi¢cdo com diferentes tempos post-mortem
via analise ESI(+)FT-MS direta, rapida e livre de separacéo.

A ultra-alta resolucdo e precisdo da andlise MS, eliminou interferéncias
isobaricas e permitiu a deteccao inequivoca desses metabdlitos, que também foi
corroborado por scans MS/MS e MS°®.

A andlise metabolémica por ESI(+)FT-ICR-MS através da andlise direta de
humor vitreos provou, portanto, fornecer uma ferramenta confiavel nas
investigacOes forenses e toxicoldégicas na pesquisa de drogas de abuso, como
demonstrado aqui para cocaina e além do uso de cocaina e alcool. Ao todo, a
metabolémica post-mortem de humor vitreos via FT-ICR-MS parece fornecer uma
ferramenta rapida, segura e bastante abrangente em toxicologia post-mortem e
patologia forense.
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6 ANEXOS

6.1 ANEXO | - APROVAGCAO CEP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 03/08/11
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 1270/2010 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0998.0.146.000-10

1 - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “NOVAS TECNICAS ANALITICAS APLICADAS A DROGAS DE ABUSO
PRESENTES EM HUMOR VITREO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Jtlio César Santos Junior

INSTITUICAO: Hospital das Clinicass/UNICAMP

APRESENTACAO AQ CEP: 09/12/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 03/08/12 (O formulério encontra-se no sire acima).

II - OBJETIVOS

Desenvolvimento de novas técnicas analiticas para anélise de drogas presentes no humor
vitreo.

III - SUMARIO

A quantificag¢do de drogas em matrizes biologicas, pressupde o prévio desenvolvimento e
validagdo de método analitico. O humor vitreo se caracteriza como uma matriz nfio convencional
(em oposi¢do a plasma, urina), para o qual infere-se (a partir da exposigfo do autor) que nio
existem métodos validados. Por outro lado a utilizag@o desta matriz ¢ de grande importincia em
toxicologia forense, por se encontrar "isolado em um compartimento relativamente protegido de
contaminagdo externa, invasdo de microorganismos e traumatismos em geral..". Para o
desenvolvimento de metodologias especificas é necessario a obteng¢do da matriz biologica alvo
do desenvolvimento analitico. O material sera fornecido pela Superintendéncia da Policia
Técnico-Cientifica das cidades de Sdo Paulo e Campinas, de cadaveres de causa mortis
desconhecida, onde seja importante fazer o exame toxicoldgico para excluir casos de intoxicagio

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.

Apos respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP.
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apo6s

acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br

45



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

restri¢des o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagfio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apods analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO.

Homologado na I Reunido Ordinaria d0f~CEP/FC7I\/I, em 18 de janeiro de 2011.
% TW,{'J} .
Prof. Dr. Car[oﬂ?Edugrdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Itica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessélia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
o
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6.2 ANEXO Il - APROVAGAO GERAL IML/SPTC/SP

SECRETARIA DA SEGURANCA PUBLICA
INSTITUTO MEDICO LEGAL '

COMISSAO CIENTIFICA DO INSTITUTO MEDICO LEGAL
(Resultado emitido pela Comisséo Cientifica e CEP)

Projeto n°:

Titulo da Pesquisa: NOVAS TECNICAS ANALITICAS APLICADAS A
DROGAS DE ABUSO PRESENTES EM HUMOR ViTREO.

Pesquisador Responséavel: JULIO CESAR SANTOS JUNIOR
F A
Consideragoes do Relator: ﬂf»( le.do .

Data e Assinatura do Relator:

/

£ |
059 144 /-/ e 171 e ke e ol
- T . Dra . Marta
Aprovagao pela Comissao Cientifica do IML. Asssssora dg Traoatho
Parecer: © ¥ (onvuoo L
Data da sessdo: &> /QS/J L Sess&o: 000/05/10
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6.3 ANEXO Il - APROVACAO LOCAL DE COLETA 1 IML/SPTC/SP

SECRETARIA DA SEGURANCA PUBLICA
SUPERINTENDENCIA DA POLICIA TECNICO-CIENTIFICA

INSTITUTO MEDICO LEGAL ‘

inarineen médicn-legel

OF. DTD -IML n°. 687/2012.
RSC - NDT.

S&o Paulo, 13 de junho de 2012.

Informo que o projeto do aluno Julio César Santos Junior,
foi aprovado por esta Comissdo e sera realizado no Necrotério do IML
Oeste, devido a sua particularidade, sendo monitorado diretamente pelo
Dr. Ruggero Bernardo Felice Guidugli.

Solicitamos o acolhimento do pesquisador, juntamente com o
Dr. Ruggero Bernardo Felice Guidugli, para a realizagéo deste projeto
em conjunto com a UNICAMP.

Atenciosamente,

> 7 / ( /
/h Bl 5 o) r/'i""’“«“l:’.- o L/..‘JI =
e
DR. ENRICO FERREIRA MARTINS ANDRADE
Médico Legista
Assessor Técnico Cientifico — DTD-IML

A Tlma
Dra. Flavia Amado Bassanezi
Chefe da EPML - Qeste
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6.4 ANEXO IV - APROVACAO LOCAL DE COLETA 2 IML/SPTC/SP

SECRETARIA DA SE(}URANQA PUBLICA
SUPERINTENDENCIA DA POLICIA TECNICO-CIENTIFICA

INSTITUTO MEDICO LEGAL .

instituto médico-legal

OF. DTD -IML n°. 736/2012.
RSC - ¢pe

Sdo Paulo, 02 de julho de 2012.

Informo que o projeto do aluno Julio César Santos Junior, foi
aprovado por esta Comissdo e sera realizado no Necrotério do IML
Sul, devido a sua particularidade, sendo monitorado diretamente pelo
Dr. Ruggero Bernardo Felice Guidugli.

Solicitamos o acolhimento do pesquisador, juntamente com o
Dr. Ruggero Bernardo Felice Guidugli, para a realizacdo deste
projeto em conjunto com a UNICAMP.

Atenciosamente,

B J Ly

DR. ENRICO FERREIRA MARTINS ANDRADE
Médico Legista
Assessor Técnico Cientifico — DTD-IML

A llma.
Dr". Elza Maria Dias Laporte
Chefe da EPML — Sul

Cc: Dr. Ruggero Bernardo Felice Guidugli

Cc: Julio César Santos Junior.

Rua Moncorvo Filho, 410 - 3° andar - Butanta - Capital -SP - CEP: 05507-060 & (011)3031-5063.
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6.5 ANEXO V - TCLE IML/SPTC/SP

SECRETARIA DA SEGURANGA PUBLICA
SUPERINTENDENCIA DA POLICIA TECNICO-CIENTIFICA
INSTITUTO MEDICO LEGAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSAVEL

B A oy = e [ B = Vel 1= o = O
Documento de Identidade N2 .........ooorrieeee e Sexo: (M ()F
Data de Nascimento......... | S

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa: Novas técnicas analiticas aplicadas a drogas de abuso
presentes em humor vitreo (Projeto n? 09/11) — Aprovado pela Comisséo Cientifica do IML em
03/05/2011.
2. Pesquisador: Julio César Santos Junior
Cargo/Fungéo: Pesquisador Responsavel/Executante  Inscrigdo Gonselho Regional n?
Departamento: Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM)
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

Sem Risco (X) Risco Minimo ( ) Risco Médio ( )

Risco Baixo ( ) Risco Maior ( )
(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do
estudo. Nos projetos com coleta de sangue, incluir detalhadamente, como observacao as
possiveis reagdes decorrentes desse procedimento.)

4. Duragdo da Pesquisa: 24 meses

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

Secéo Lavratura de Laudos
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, n® 600 — Cerq. César — CEP: 05403-000 - SP/SP - Fone: 3088-7732

Impresso em 27/04/2012
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SECRETARIA DA SEGURANCA PUBLICA
SUPERINTENDENCIA DA POLICIA TECNICO-CIENTIFICA
INSTITUTO MEDICO LEGAL

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa: 2. Procedimentos que serdo utilizados e propositos;
incluindo a identificagdo dos procedimentos que sao experimentais. 3. Desconfortos e riscos
esperados; 4. Beneficios que poderdo ser obtidos; 5. Procedimentos alternativos que possam
ser vantajosos para o individuo.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. Da indenizagao por parte do Patrocinador por eventuais danos a salude decorrentes da
pesquisa.

V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

VI- OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.,

Séo Paulo, de de (
Assinatura do sujeito de pesquisa Assinaturlei_dfb pesquisador
ou responsavel legal (carimbo| ou nome legivel)

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO DO TERMO DE CONSENTIMENTO
POS-INFORMACAO

1. Este termo contera o registro das informagdes que o pesquisador fornecera ao sujeito da
pesquisa, em linguagem clara e acessivel, evitando-se de vocabulos técnicos nao
compativeis com o grau de conhecimento do interlocutor.

2. A avaliagdao do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer
possibilidade de intervengao e de dano a integridade fisica do sujeito da pesquisa.

3. O formulario podera ser em letra de forma legivel, datilografia ou meios eletrénicos.

4. Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou
seu representante legal e outra devera ser juntada ao prontuario do paciente.

Secao Lavratura de Laudos
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, n® 600 — Cerg. César — CEP: 05403-000 - SP/SP - Fone: 3088-7732

Impresso em 27/04/2012
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SECRETARIA DA SEGURANCA PUBLICA
SUPERINTENDENCIA DA POLICIA TECNICO-CIENTIFICA
INSTITUTO MEDICO LEGAL

5. A via do Termo de Consentimento Pés-Informagdo submetida a analise do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) devera ser idéntica aquela que serd fornecida ao sujeito da

pesquisa
Secao Lavratura de Laudos
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, n® 600 — Cerq. César— CEF: 05403-000 - SF/SP - Fone: 3088-7732
Impresso em 27/04/2012
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