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RESUMO

A cocaina (COC) é uma droga de abuso com elevadas propriedades
estimulantes e atualmente um problema de saude publica. Andlises toxicoldgicas
em matrizes alternativas como unha, cabelo, mecbnio, saliva, humor vitreo vem
ganhando espaco devido a suas vantagens em relacdo ao uso de sangue e
urina. A proposta do uso do cabelo como matriz alternativa baseia-se no fato da
mesma fornecer evidéncias retrospectivas do uso de drogas. Cada vez mais o
desenvolvimento de equipamentos e métodos analiticos mais sensiveis se faz
necessario com o surgimento dessas novas matrizes onde a droga esta presente
em menor quantidade para atender essa demanda. O objetivo do trabalho é o
desenvolvimento e validagcdo de um método rapido e sensivel para detecgao e
extragdo de cocaina e metabdlitos em amostras de cabelo utilizando a técnica
de LC-MS/MS. A validacdo foi realizada  estabelecendo a
seletividade/especificidade, linearidade, precisdo intra- e inter-ensaio, limite de
deteccéo (LOD), LOQ e efeito de matriz. O LOD foi de 0,01 ng/mL para a COC,
0,05 ng/mL para a Benzoilecgonina (BZE) e 0,001 ng/mL para o Cocaetileno
(COE) e o Limite de Quantificacao (LOQ) foi de 0,5 ng/mL para todos os analitos.
Os valores de linearidade mostraram coeficiente de correlagéo (r?) para COC,
benzoilecgonina (BZE) e cocaetileno (COE) maiores que 0,99 além de bons
resultados de precisao intra e inter-ensaio e especificidade para todos os analitos
avaliados sem interferéncia de efeito de matriz. Quando a técnica de LC-MS/MS
€ aplicada, observa-se que o0 cabelo pode ser uma amostra util para a

determinacao cronica e retrospectiva do uso de COC.

Palavras chaves: Cocaina; cabelo; validagao; toxicologia.



ABSTRACT

Cocaine (COC) is a drug of abuse with high stimulant properties and currently a
public health problem. Toxicological analysis in alternative matrices as nail, hair,
meconium, saliva, vitreous humor is becoming more popular due to their
advantages over the use of blood and urine. The proposal hair use as an
alternative matrix is based on the fact that it provide retrospective evidence of
drug use. Increasingly, the development of equipment and more sensitive
analytical methods is needed with the emergence of these new arrays where the
drug is present in smaller quantities to meet this demand. The objective is the
development and validation of a rapid and sensitive method for detecting and
extracting cocaine and metabolites in hair samples using LC-MS / MS technique.
The validation was performed establishing the selectivity / specificity, linearity,
intra- and inter-assay precision, limit of detection (LOD) and LOQ Matrix effect.
The LOD was 0.01 ng / ml for the COC, 0.05 ng / ml for Benzoylecgonine (BZE)
and 0.001 ng / mL for Cocaethylene (COE) and Limit of Quantification (LOQ) was
0.5 ng / mL for all analytes. The linearity values showed a correlation coefficient
(r2) to COC benzoylecgonine (BZE) and cocaethylene (COE) higher than 0.99
but good results intra and inter-assay precision and specificity for all analytes
evaluated without interference effect matrix. When the LC-MS / MS technique is
applied, it is observed that the hair can be a useful sample for the determination

and chronic retrospective of the COC.

Key words: Cocaine; hair; validation; toxicology.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de substancias psicoativas € antiga na histéria da
civilizagao, as primeiras experiéncias humanas ocorreram por meio do consumo
de plantas [1]. A cocaina constitui o0 mais importante alcaldide natural extraido
das folhas do arbusto Erythroxylon coca. Em sua forma purificada, esta espécie
constitui um sélido branco, cristalino, de odor aromatico, sob a forma de um sal,
o cloridrato de cocaina, o qual é soluvel em agua e, portanto, pode ser aspirado
ou dissolvido em agua para uso endovenoso. A mistura da base livre da cocaina
com bicarbonato de sédio, origina uma massa petrificada, geralmente de aspecto
marrom-amarelado, popularmente conhecida como “crack” [2]. Por possuir
potente acao estimulante acelera a atividade cerebral e outras partes do Sistema
Nervoso Central (SNC), apresentando assim, alto potencial como droga de
abuso. Era usado nas antigas civilizacbes em cerim0nias religiosas e sociais,

para inibir a fome, diminuir o cansaco e aumentar a resisténcia fisica [3].

A heroina, a cocaina (COC) e outras drogas matam cerca de 0,2
milhdes de pessoas a cada ano, destruindo as familias e trazendo miséria para
milhares de outras pessoas. As drogas ilicitas prejudicam o desenvolvimento
econodmico e social e contribui para o crime, a instabilidade, a inseguranca e a
propagacao de doengas como o HIV. O mercado global de cocaina tem se
expandido desde o final do século XIX e sé recentemente foi mostrando alguns
sinais de declinio. A produ¢cdo mundial de cocaina aumentou acentuadamente
nos anos 80 e os anos 90 e se estabilizou apenas ao longo da ultima década.
Nos ultimos anos, no entanto, as quantidades de COC disponiveis para consumo
- apobs as apreensdes feitas ao longo das rotas de trafico - parecem ter diminuido.

O consumo de COC na América do Norte, a regido com o maior
mercado de COC, diminuiu significativamente ao longo da udltima década,
embora essa aparente diminuicdo foi parcialmente compensada pelo aumento
do consumo na Europa e na América do Sul. A utilizagdo mundial de COC
manteve-se estavel em 0,3 a 0,4% da populacdo com idade entre 15 e 64 anos
(entre 13,2 e 19,5 milhdes de usuarios), mas também houve algumas mudancgas
no seu uso, com uma diminui¢ao substancial na prevaléncia de uso de cocaina
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na América do Norte e em alguns paises da América do Sul e indicacdes de

aumentos na Oceania, Asia, Africa e alguns paises da América do Sul [4].

A analise toxicologica é essencial em medicina forense, porque ajuda
a esclarecer as causas da morte, se elas estéo relacionadas a overdoses, vicios,
acidentes ou ferimentos [5]. Nos ultimos anos, a necessidade de anélises
forenses, toxicologicas e clinicas tém aumentado, e como uma consequéncia da
complexidade da amostra, a analise tornou-se cada vez mais desafiadora devido
a uma tendéncia crescente no uso de ilicito drogas e medicamentos nao-
medicinais. Suas aplica¢cdes exigem resultados rapidos e precisos que pode ser
conseguida utilizando um método de analise genérico, criada para um grande

namero de compostos alvo [6].

A cocaina (COC) é uma das causas mais frequentes de mortes
relacionadas ao consumo de droga por patologistas forenses. Os critérios de
diagnésticos para uma morte por intoxicagao aguda de COC comumente incluem
uma revisao da investigacao da policia, autépsia, identificacdo e quantificacao
da COC e seus metabolitos no sangue. Contudo, a redistribuicao post-mortem
dificulta a interpretagdo dos niveis sanguineos de COC e a analise de outros
elementos do corpo podem melhorar o diagnéstico de mortes relacionadas com
a cocaina [7].

Em casos post-mortem a escolha da amostra é muitas vezes ditada
de acordo com o caso a ser estudado, porém as amostras mais comumente
utilizadas para a analise de drogas de abuso em casos post-mortem incluem
sangue, figado e urina. No entanto, amostras como humor vitreo e cabelo tém
usos importantes em casos de rotina, enquanto, cérebro, musculo, gordura, 0sso

e derrames pleurais tem aplicagdes mais especializadas [8].

Tecidos humanos queratinizados, tais como unha e cabelo podem
sequestrar  xenobidticos e seus produtos de biotransformagéo,
independentemente da fase de exposicdo. A captacdo de xenobibticos por
queratina humana nao € um fenbmeno quimico de superficie, & parte da
distribuicdo da droga no corpo. A deposicdo e armazenamento de substancias
téxicas no cabelo pode néo ser prejudicial e pode ser considerada uma rota para

sua eliminacdo do corpo. Assim, unhas e cabelos sdo propensos a serem
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utilizadas como amostra biolégica em analises toxicoldgicas para fins forenses,
especialmente para a exposi¢ao crbnica a longo prazo, com a grande vantagem
de serem recolhidos numa forma n&o-invasiva [9]. A determinagdo de
substancias no cabelo ndo € apenas um meio de se avaliar a exposi¢ao atual,
mas também tem potencial para avaliar e reconstruir episédios passados

relevantes a saude, mesmo que a agao no organismo ja tenha cessado [10].

Para determinacao de drogas em cabelo a técnica de cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é uma ferramenta analitica
bem consolidada e a mais utilizada. No entanto, a cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas no modo sequencial (LC-MS/MS) vem ganhando
destaque cada vez mais na determinagao de diversas drogas nestas matrizes
complexas, devido a ionizacdo mais branda e sua maior sensibilidade para
compostos termoldbeis, gerando menores limites de detecgéo e quantificacao e,
além disto, outra grande vantagem é que no preparo de amostra ndo sao
necessarias etapas de derivatizacao para a realizacao destas analises [11].

1.2. Justificativa

O uso de matrizes alternativas para deteccao de substancias ilicitas
tem aumentado nos ultimos anos. A proposta do uso do cabelo como matriz
alternativa baseia-se no fato da mesma fornecer evidéncias retrospectivas do
uso de drogas. O fio de cabelo pode armazenar farmacos administrados por
meses, fornecendo informagdes sobre o uso passado de drogas que podem ter
grande relevancia judicial e/ou em processos admissionais, por exemplo. Dentre
suas principais vantagens estdo: o fato da coleta ser de facil obtencdo e nao
invasiva, a coleta pode ser monitorada dificultando adulteracdes e trocas de
amostras, além de ser facil de ser armazenado e transportado sem condi¢des
especiais devido a sua estabilidade.

A técnica de separacao por cromatografia liquida apresenta boa
sensibilidade, porém torna-se ainda mais eficiente para analises qualitativa e
quantitativa quando utilizada em conjunto com a espectrometria de massas uma
vez que fornece informagdes estruturais caracteristicas dos analitos necessarias

de forma inequivoca. O acoplamento entre estas duas técnicas da origem a uma
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ferramenta analitica versétil e de grande potencial tanto para analise qualitativa
quanto para quantitativa. A técnica de LC-MS (Cromatografia Liquida Acoplada
a Espectrometria de Massas) vem apresentando—se relevante devido as suas
vantagens em relacdo ao GC-MS (que atualmente é considerado padrdo ouro),
como a eliminagao da etapa de derivatizagao da amostra que prejudica tanto o
tempo de analise quanto a agressao ao sistema analitico, e geralmente, emprega
um preparo de amostra mais simplificado, além do tempo curto de analise.

Diante disso, € de relevante importancia o desenvolvimento de
metodologia analitica para andlise de drogas de abuso como por exemplo a
cocaina em amostras de cabelo através de um método rapido e sensivel pela
técnica de LC-MS.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar um método
analitico simples e rapido para extracdo e quantificacdo de cocaina e seus
metabdlitos (benzoilecgonina e cocaetileno) em amostras de cabelo, pela técnica
LC-MS/MS.

2.2 Objetivos Especificos

»= Desenvolvimento de técnica de descontaminacao e extracdo das
amostras de cabelo com cocaina e seus metabdlitos, comparando os métodos
existentes na literatura;

» QOtimizagao das melhores condi¢des de operacao do equipamento
para andlise de cocaina e seus metabolitos;

» Aplicagdo dos métodos padronizados em amostras reais de cabelo
provenientes do Instituto Médico Legal;

» Avaliacao e interpretacao dos resultados obtidos nas analises.



22

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1Cocaina
3.1.1 Historia

A COC é o principal alcaloide do arbusto Erythroxylum coca, também
conhecida por coca ou epadu pelos indios brasileiros [18]. E uma planta nativa
do Sri Lanka, Bolivia, Colémbia e Peru [20].

Desde a antiguidade, culturas nativas da América do Sul costumavam
mascar folhas de coca em ocasides religiosas e sociais, para inibir a fome,
diminuir o cansaco e aumentar a resisténcia fisica devido a acdo psicoativa
proporcionada pelo alcaloide contido nas folhas, a cocaina. A antiga pratica de

mascar as folhas ainda hoje € reconhecida e realizada [12, 3].

Efeitos deletérios de cocaina foram registrados pela primeira vez por
conquistadores espanhdis, que perceberam que o0s usuarios habituais se

tornaram letargicos quando privado da droga [13].

No Brasil, a cocaina era legalmente comercializada no inicio do século
XX, como parte integrante na formulagéo de remédios ou na sua forma pura. Em
1914, a cocaina passou por uma mudanc¢a de lugar do imaginario do brasileiro e
comegou a ser vista como um produto de comércio perigoso, que ameacgava a
integridade e a vida das pessoas [12]. Em 1921 o Decreto-Lei Federal n°4.292
de 06 de julho de 1921 restringe 0 uso de cocaina. Na década de 70 a cocaina
ressurge para uso recreacional e na década de 80 seu consumo torna-se
abusivo. Em 1985 a cocaina na forma de “crack” também comecga a ser
consumida no Brasil [14].

Segundo Relatoério Anual sobre drogas, na América do Sul, o
consumo e trafico de cocaina tornaram-se o mais proeminente, particularmente
no Brasil, devido a fatores, incluindo sua localizagdo geografica e uma grande
populacao urbana [4].
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3.1.2 Aspectos Sociais

Um dos problemas que mais afetam o contexto social atual € o
consumo de drogas ilicitas. Isso porque este consumo reflete ndo sé na saude,
no convivio familiar e social, como também movimenta milhées de ddlares por
ano, consistindo em um mercado financeiro ilicito ndo sé no Brasil, mas em

muitos outros paises também [2].

O consumo e dependéncia da cocaina e opiaceos continuam a ser
uma preocupacao de saude publica. A evolucao dos padrées de consumo a partir
dos anos 1980, quando a heroina foi predominante, até os primeiros anos deste
século, em que o consumo de COC tornou-se lider, reflete uma mudanca no tipo

de drogas consumidas, mas ndo nos niveis de consumo [5].

A cocaina é a segunda droga ilicita mais comumente utilizada,
empatando com os opiaceos e ficando atras da maconha [15], sendo o consumo
de cocaina a causa mais frequente de mortes relacionadas com a droga. Seu
uso esta associado com ambas as complicacdes agudas e crénicas que podem
envolver qualquer sistema, e sendo o sistema cardiovascular mais comum. O
uso indevido da cocaina tem um grande efeito em usudrios jovens e adultos com
perda de produtividade e morbidade relacionado com efeitos cardiacos e
cerebrovasculares resultante de seu uso. Muitos usuarios de cocaina tém pouco
ou nenhuma ideia dos riscos associados ao seu uso [16]. Com um custo menor
do que a cocaina na forma de cloridrato, a “pedra” de cocaina base livre (crack)
€ hoje uma das drogas em grande expansao no mercado ilicito, principalmente
entre os individuos de classes populacionais de menor poder aquisitivo, mas
expandindo-se para outras populacdes [17]. A tendéncia do usuario é sempre
aumentar a dose de uso na tentativa de sentir os efeitos mais intensos. Porém
essas quantidades maiores acabam por levar o usuario a um comportamento
violento, irritabilidade, tremores e atitudes bizarras devido ao aparecimento de
paranoia 0 que leva muitas vezes a situacbes extremas de agressividade,
eventualmente levando a alucinacdes e delirios. A esse conjunto de sintomas

da-se o nome de “psicose cocainica” [18].
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De forma geral, a possibilidade de uso abusivo de uma substancia é
aumentada pela rapidez do inicio de sua ac¢ao. Os efeitos que ocorrem logo apés
a administracdo desencadeiam uma série de eventos que levam a perda de
controle sobre o uso da substancia. Assim, os fatores que determinam a
dependéncia sdo complexos e influenciados pelas caracteristicas do individuo,
dose e frequéncia de uso. Apesar de qualquer tentativa de determinar um perfil
do usuario incorrer no risco de estigmagdo do individuo, ou mesmo em
interpretacbes errbneas, € fato que existe uma relagdo entre as drogas e a
delinquéncia, principalmente quando o farmaco de abuso constitui um
estimulante do sistema nervoso central (SNC) e apresenta alto potencial de

abuso, como € o caso da cocaina [19].

3.1.3 Aspectos Toxicologicos

A figura 1 apresenta a estrutura molecular da COC.

Figura 1: Estrutura molecular da cocaina

Ela esta disponivel em duas formas: (a) cloridrato de cocaina, um pé
branco cristalino que pode ser inalado, ingerido ou injetado e (b) "crack",
cloridrato de cocaina que foi transformado em sua forma de base livre através

de uma reagdo com aménia ou bicarbonato e que é fumado [21].

Tanto a COC na forma de sal quanto na forma base livre pode ser
adulterada com varias substancias para obtencdo da droga comercializada nas
ruas. Dentre os adulterantes mais comumente referidos encontram-se os
anestésicos locais, principalmente lidocaina, benzocaina e os estimulantes

principalmente a cafeina [22]
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O crack fumado atinge o pulmao que é intensivamente vascularizado
e com grande superficie de contato leva a uma absorgao instantanea, chegando
rapidamente ao SNC, aparecendo os efeitos mais rapidos do que por outras vias.
Os primeiros sintomas aparecem entre 10 a 15 segundos, enquanto que quando
o0 p6 é cheirado acontecem entre 10 e 15 minutos e apos injecédo de 3 a 5
minutos. Isto faz do crack uma droga poderosa do ponto de vista do usuario, pois
0 prazer ocorre instantaneamente, entretanto seus efeitos sdo mais rapidos,
durando em média 5 minutos enquanto que a administracdo nasal e injetavel
dura cerca de 45 e 20 minutos respectivamente. Esse efeito rapido faz com que
o usudrio utilize a droga com mais frequéncia levando a dependéncia mais

rapidamente do que as outras vias de consumo [18]

A COC age no sistema nervoso central estimulando a recompensa
por ligacdo aos transportadores dopaminérgicos, tal ligacdo bloqueia a
recaptacdo da dopamina (Figura 2) e aumenta a concentragdo, o tempo de
permanéncia e a intensidade de acao da substancia sobre os receptores pés-
sindpticos. [23]. Infelizmente, para o usuario, quando a cocaina é transmitida a
partir do sistema, a concentracdo de monoaminas nas sinapses cai
drasticamente. O esgotamento monoamina nos receptores pré-sinapticos em
que é referido como uma sindrome "crash", ou sentimentos de depressao e
desconforto fisico. A Unica maneira de escapar dos sentimentos "crash" € ingerir

mais cocaina. Isto continua um ciclo vicioso de dependéncia. [24]
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Figura 2. Acdo da cocaina no SNC. [23]
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A COC é rapidamente inativada in vivo pela hidrélise dos seus grupos
éster, produzindo benzoilecgonina (BZE), éster metilecgonina (EME), e ecgonina
(ECG). A COC também sofre biotransformagcao em norcocaina (NOR), e a BZE
para norbenzoilecgonina (BNE) e m-hidroxibenzoilecgonina (HBZE). Quando a
COC é fumada um produto de pirdlise € formado, o éster metilanidroecgonina
(AEME) que pode ser hidrolisado em anidroecgonina (ECGA) [25]. A COC é
frequentemente consumida em conjunto com etanol, em decorréncia disso um
homélogo da COC psicoativa, cocaetileno (COET), é formado resultante de
transesterificacao do grupo metil éster [21] .
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Figura 3: Principais vias de biotransformac¢do da cocaina administrada em
humanos. Adaptado de Da Matta Chasin (1996) [26].
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As consequéncias do uso da COC podem combinar os efeitos a curto
prazo e a longo prazo. Os efeitos na saude pelo uso a curto prazo da COC sao:
aumento do nivel de alerta; aumento da temperatura e euforia; respiracao e
pulsacao rapida; respiracao irregular; e, ritmo cardiaco irregular. A longo prazo,
pode causar complicagbes cardiovasculares (por exemplo, miocardite,
hipertensao e disseccao da aorta), perda de apetite, agitagao, insénia e muitos
outros problemas [27].

O aumento da concentracdo sinaptica da dopamina nao produz
exclusivamente sintomas de euforia ou de reforco a recompensa. Juntamente
com a noradrenalina, a dopamina ativa o sistema nervoso simpéatico, levando a
efeitos tais como vasoconstricado e aumento da frequéncia cardiaca e da pressao
arterial. A cocaina provoca sobrecarga de catecolaminas na fenda sinaptica.
Com o uso crbnico, a hipersensibilidade pds-sinaptica de seus receptores
intensifica a acdo do sistema nervoso simpatico sobre os 6rgédos por ele
inervados. [23]
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Figura 4. Efeitos da COC no organismo [23]
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3.2Matrizes bioldgicas alternativas

Cada matriz bioldégica apresenta complexidades variaveis.
Conhecimentos sobre a estabilidade dos analitos no material bioldégico sdo de
fundamental importancia para garantir a confiabilidade dos resultados analiticos,
uma vez que varias situacbes acabam por predefinir intervalos de tempo
variaveis entre a coleta do material, seu transporte até o laboratorio,
armazenagem e tempo de execucdo da analise. A instabilidade dos analitos na
matriz biol6gica e os fenébmenos de redistribuicao post-mortem sao interferentes
importantes em toxicologia forense. A escolha do material bioldégico para a
realizacdo de analises toxicoldégicas deve levar em consideracgéo,
principalmente, as caracteristicas toxicocinéticas dos agentes investigados e a
finalidade do laudo laboratorial da intoxicagdo no auxilio e/ou diagnéstico nos

casos de envolvimento médico-legal [11].

O desenvolvimento de um procedimento para a analise quantitativa
de uma matriz biologica inclui varias etapas, desde a amostragem, a preparacao
da amostra, analise cromatografica e, finalmente, analise dos resultados. [28]

Amostragem Pre tratamento Analises

Coleta e Descontaminagao Sep_a.rat;awo, Resultado
Identificacdo e

Armazenamento Extracdo =
Quantificacdo

Figura 5. Fluxograma das etapas envolvidas no desenvolvimento de um
procedimento para analise quantitativa.

A analise toxicoldgica para evidenciar o uso de drogas de abuso pode
ser realizada em diversas amostras biolégicas, como sangue, urina, suor, saliva
entre outras [1]. As matrizes bioldgicas convencionais, como urina e sangue, ja
vém sendo estudadas ha muito tempo e seu emprego ja esta bem consolidado.
Ha muito tempo, a urina, o sangue, o0 humor vitreo e as amostras de tecidos séo
consideradas uteis. A urina, por exemplo, € a matriz de escolha para se verificar
a exposicao a drogas de abuso em programas de prevencgao e controle do uso
de drogas no trabalho, e em competi¢des esportivas[11, 29, 30]. Porém, cabelos,
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unhas, saliva, suor e outras matrizes biolégicas tém sido utilizados como
amostras nao convencionais preferenciais, em alguns casos, para a analise de
drogas, ou para complementar as analises realizadas em outras amostras,
devido a seus procedimentos de coleta ndo invasivo. Além disso o0s
equipamentos analiticos tornam-se cada vez mais sensiveis e especificos,
permitindo a detec¢ao e quantificagdo de drogas em quantidades muito baixas.
A tendéncia tem sido a de usar a andlise de segmentos de cabelo para expandir
a janela temporal do uso de drogas e fornecer informagdes sobre a cronologia
de uso [26].

A Tabela 1 mostra uma comparagdo entre as principais matrizes
biolégicas utilizadas na toxicologia forense para determinacdo de drogas de

abuso.



Tabela 1. Comparagao entre as principais matrizes bioldgicas. [31] [11]
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Matriz Bioldgica Coleta Deteccao Analito Vantagens Problemas associados
Invasiva 3 horas a2 dias | Droga de origem e Técnica conhecida; método A cinética post-mortem
Sangue metabdlitos facilmente disponivel; pode modificar os
valores de corte valores encontrados
estabelecidos
Urina N&o invasiva. | 6 horas a 3 dias Concentracoes Técnica conhecida; método | Necessita de privacidade
maiores de facilmente disponivel; na hora da coleta
metabdlitos valores de corte
estabelecidos
Cabelo N&o invasiva A partir de 3 Droga de origem e Janela cronoldgica de Sem correlagdo com a
dias a anos metabdlitos deteccao; facil coleta e dose
armazenamento
Saliva N&o invasiva 1 a 24 horas Concentracdo maior | Amostras de fragdo de droga | Necessita de dispositivos
da droga de origem | livre; presenca da droga em de coletas especiais;
si amostra limitada
Suor N&o invasiva 3 horas auma | Concentragdo maior | Medida cumulativa do uso de | Necessita de dispositivos
semana da droga de origem drogas de coletas especiais
“sweat patch”; amostra
limitada
Unha N&o invasiva A partir de 3 Droga de origem e Janela cronoldgica de Quantidade de amostra
dias a meses metabdlitos deteccéo; facil coleta e escassa

armazenamento
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A partir da tabela acima pode —se concluir que o uso da anadlise das
amostras convencionais (sangue e urina) fornecem indicios do consumo recente
de drogas, porém é de grande interesse, para fins praticos, ser associados a
analise de cabelo e unha, pois apresentam maior janela de deteccéo, o que abre
a possibilidade de fazer diferentes correlacées como a ideia de uso recente da
droga quando encontrado no sangue e nao no cabelo; quando presente no
sangue e presente no cabelo pode indicar uso crénico da droga entre outros [32].

3.2.1 Cabelo como matriz bioldgica

Um fio de cabelo humano € Unico, e por vezes, 0 Unico remanescente
na cena de um crime. Em muitos casos, serve para confirmar ou excluir um
possivel suspeito. Devido ao fato do cabelo ndo se decompor como os fluidos
corporais e tecidos moles, ele tem sido utilizado pelos patologistas forenses para

determinar as circunstancias de morte [32].

O cabelo pode ser utilizado na toxicologia clinica, forense e
ocupacional. As drogas passam por difusdo passiva até as células em
crescimento na base do foliculo capilar, de forma que as substancias sao

incorporadas ao cabelo a medida que as células se alongam e envelhecem.

O cabelo é uma amostra obtida de uma forma n&o-invasiva, nao &
facilmente adulterado e pode ser armazenado e transportado, sem condi¢des
especiais, gracas a sua estabilidade [33]. Além disso, a possibilidade de se
identificar o uso da droga de forma retrospectiva e cronoldgica é considerada
sua principal vantagem. Levando em considerag¢ao que o cabelo humano cresce,
em média, de 1,0 a 1,5 cm por més, é possivel tracar um histérico de consumo
da cocaina. O periodo de deteccéao é diretamente proporcional ao comprimento
do cabelo do individuo avaliado, sendo o segmento da regido proximal a raiz
correspondente ao ultimo més de exposicdo e a extremidade do cabelo
representaria o periodo mais distante [34].

A andlise de toxicologia de cabelo post-mortem para as drogas pode
fornecer valiosas informacdes para compreender as circunstancias que

rodearam a morte e para esclarecer a causa da morte. A maior desvantagem
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associada com a analise do cabelo é o problema de contaminagédo externa.
Como o cabelo € poroso, as drogas podem ser incorporadas ndo sé de
circulagdo do sangue na ponta da raiz, mas também a partir de sebo e de suor
secregdes que revestem o cabelo, a partir do farmaco realmente a ser

depositada sobre o cabelo e de contaminagao do meio ambiente [35].

O mecanismo pelo qual a droga € depositada nesta matriz e a
estabilidade das ligacdes quimicas da droga com os sitios ligantes é um dos
fatores importantes para a interpretacdo dos resultados obtidos quando sao
analisadas amostras de cabelo. Em relagao aos possiveis sitios de ligagdo de
drogas, trés componentes da estrutura capilar podem ser considerados:
proteinas, lipideos e melanina. Em alguns estudos foi evidenciado que os
principais responsaveis pela interacdo das drogas nos cabelos sdo a melanina e
as proteinas. A quantidade de melanina presente nos cabelos € um fator
relevante na determinagdo de drogas nesta matriz, por causa das diferengas
individuais [1]. Devido a esse fato, este tipo de matriz pode sofrer influencias da
pigmentagado, ou mais especificamente o teor de melanina presente. Cabelos
com pigmentacdo apresentam uma quantidade maior da droga do que 0s
cabelos sem pigmentacdo devido a interagdo droga-melanina através de

ligacdes ibnicas [36].
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Figura 6. Mecanismo de incorporacgao da droga no cabelo.

Componentes reativos de produtos cosmeéticos capilares e condigdes
de reacao utilizadas durante a aplicacdo destes pode converter moléculas de
drogas suscetiveis aos procedimentos em outras formas quimicas ou até
degrada-las [37]. A estabilidade do analito no cabelo pode ser influenciada por
procedimentos como permanentes, tinturas, branqueadores e exposicdo a
ultravioleta. [38] Com isso, alteracbes acentuadas ao nivel estrutural e alteracdes
nas propriedades fisico-quimicas da fibra capilar ap6s ondulacdo permanente e
branqueamento resultam na diminuicdo ou perda de moléculas de droga
anteriormente constituinte da fibra [37]. De um modo geral, a concentracao de
um analito no cabelo declina 30 a 80% quando se compara o valor observado
antes com aqueles obtidos apdés esses tratamentos, sendo necessario o
conhecimento do histérico de cosméticos para deteccdo das drogas de abuso
em cabelo para ajudar na analise. [38]

Além disso a contaminagcdo externa também é um dos problemas
encontrados devendo ser realizada a lavagem das amostras de cabelo antes da
andlise por dois objetivos principais: em primeiro lugar, para remover produtos
para os cabelos, suor, sebo ou material de superficie (por exemplo, células da
pele, piolhos, fluidos corporais, etc.) que possam interferir na analise ou que
podem reduzir a recuperacao de extragdo as drogas. Em segundo lugar, para
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remover a contaminacgao potencial externo de drogas a partir do ambiente. Para
isso, varias abordagens tém sido descritas para discriminar entre a
contaminacao externa e drogas incorporadas atraves da ingestdo. Com isso é
geralmente aceito que o uso de solventes organicos ird remover apenas a

contaminacao da superficie [39].

3.2.2. Deteccao de cocaina e metabolitos em cabelo

A analise de drogas no cabelo € hoje reconhecida como uma
importante ferramenta de detec¢ao para toxicologistas. Uma vez incorporado no
cabelo a droga pode ser detectada muito depois de ter sido eliminada a partir de
amostras mais convencionais, tais como sangue e urina. Assim, foi encontrada
aplicacbes para a andlise do cabelo em programas de tratamento de drogas,
testes no local de trabalho, casos de justica penal e as disputas de custédia de
criangas e violéncia sexual promovida pelo uso de drogas (DFSA). Em muitos
desses casos, as reclamagdes sao feitas para a Policia apds qualquer droga ter
sido eliminado do sangue ou urina [41].

Enquanto que a forma mais frequente e imediata para descobrir 0 uso
agudo de COC ¢ a analise de urina, recentemente a anélise do cabelo tornou-se
um meio muito frequente para detectar o uso de COC crbnica. A andlise do
cabelo é perfeitamente adequada para este fim devido a matriz do cabelo
absorver COC e prender-se em sua estrutura. As concentracées de COC no
cabelo em diferentes distancias da raiz também podem estar relacionadas com
o tempo decorrido desde a ingestdo da droga; para este propdsito, o cabelo deve
ser cortado a partir da regiao de vértice posterior da cabecga, uma vez que esta
€ a regiao de menor variagdo na taxa de crescimento. Isto permite um
monitoramento completo e constante do uso de drogas. Na verdade, a analise
do cabelo para drogas de abuso é amplamente utilizada para testes de local de
trabalho, contextos de justica penal e para fins de diagndstico e monitoramento
em programas de reabilitagdo. Niveis de COC tipicamente encontrados no
cabelo de usuarios variam de centenas de picogramas por miligrama (ppb) a
dezenas de nanogramas por miligrama (ppm) [40].
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Embora o composto mais importante encontrado no cabelo de
usuarios de cocaina seja, na maioria dos casos, a propria cocaina nao
metabolizada, apenas as determinagbes concomitantes com seus metabolitos
fornecem informagdes necessarias para confirmagéao de consumo. Como a COC
decompbe-se espontaneamente para BZE, a presenca deste ultimo no cabelo
nao é uma prova suficiente da utilizagdo da COC, mas fornece informagdes em
sua auséncia, pois a presenga apenas de cocaina tem que levar a uma
conclusdo de contaminacao externa. Do mesmo modo, a ocorréncia Unica de
EME também nao é suficiente. Por outro lado, a presenca de COE atesta a
utilizacdo concomitante de COC e etanol, fornece uma ferramenta para
diferenciar entre a exposigao sistematica e contaminagéo externa e a existéncia
de vestigios AEME pode demonstrar que a mesma foi fumada, sendo
interessante ndo analisar somente a COC, mas também AEME, EME, COE para
confirmar o consumo de COC. Sendo assim, a AEME e COE podem ser
utilizados como marcadores de diferentes maneiras e formas de ingestdo da
COC, sendo que a monitorizagdo da AEME pode ser util para distinguir
administragdo intranasal e intravenosa [21], [41].

Como a COC decompde-se espontaneamente para BZE, a presenca
deste ultimo no cabelo ndo € uma prova suficiente da utilizagdo da COC. Do
mesmo modo, a ocorréncia Unica de EME também nao é suficiente. Por outro
lado, a presenga de COE atesta a utilizagdo concomitante de COC e etanol, e a
existéncia de vestigios AEME pode demonstrar que a mesma foi fumada, sendo
interessante nao analisar somente a COC, mas também AEME, EME, COE para
confirmar o consumo de COC. Sendo assim, a AEME e COE podem ser
utilizados como marcadores de diferentes maneiras e formas de ingestdo da
COC, sendo que a monitorizagdo da AEME pode ser util para distinguir

administragdo intranasal e intravenosa [21].

A analise de drogas no cabelo € hoje reconhecida como uma
importante ferramenta de deteccao para toxicologistas. Uma vez incorporado no
cabelo a droga pode ser detectada muito depois de ter sido eliminada a partir de
amostras mais convencionais, tais como sangue e urina. Assim, foi encontrada

aplicagdes para a analise do cabelo em programas de tratamento de drogas,
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testes no local de trabalho, casos de justica penal e as disputas de custédia de
criangas e violéncia sexual promovida pelo uso de drogas (DFSA). Em muitos
desses casos, as reclamagdes sdo feitas para a Policia ap6s qualquer droga ter
sido eliminado do sangue ou urina [42].

Os niveis da droga no cabelo sao consideravelmente mais baixos do
que os encontrados em matrizes rotineiramente testados como sangue e urina
e, como tal, apenas em conjunto com a espectrometria de massa sao
empregados para a confirmacao de drogas no cabelo. A separagao e deteccao
de substancias de interesse é conseguida utilizando métodos cromatograficos
hifenadas com espectrometria de massa, por exemplo, GC-MS e LC-MS séao
técnicas de confirmagao devem ter sensibilidade suficiente para os baixos niveis
de drogas encontradas no cabelo e sao direcionados para refletir o perfil de
drogas no cabelo. Além de que seus métodos de confirmagédo incluem a
determinacdo do farmaco original e seus metabolitos para ajudar a distinguir
entre a contaminacgao e ingestao. [39]

Em 2004, a Sociedade de Teste de Cabelo (SOHT) publicou novas
recomendacgdes para testes de cabelo em casos forenses. Adicionalmente pode
recorrer-se aos documentos de orientagdo emitido pela Sociedade de
Toxicologia Forense e Quimica da Alemanha (GTFCh) que compreendem mais
alguns detalhes especialmente relativa a validagdo de métodos em toxicolégica
forense e métodos analiticos com recomendacdes especiais para testes em
cabelo [43].

A tabela 2 ilustra os métodos encontrados na literatura para

determinacao de cocaina e metabdlitos nos ultimos anos.
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Analito Quantidade Descontaminacdo Solvente de Condicoes de Método Quantidade Referéncia
detectada extracao extracao Analitico de Amostra Bibliografica
ng/mg (mg)
CcOC 3,99 Lavagem com HCI 0,1M Overnight a 45°C GC-MS NI Vingnali et al
metanol 2012 [45]
COC NI Lavagem com Metanol Overnight a 56°C GC-MS 10 Aleksa et al
Diclorometano 2011 [46]
CcOC 4,0 Shampoo/ Cordero et al
BE 2,5 Diclorometano/ HCI 0,1M Overnight 25°C GC-MS 50 2010 [47]
EME 0,5 Isopropanol
CcOC 0,1 Metanol HCI 0,1M Overnight a 45°C CG-MS NI Stramesi et al
2008 [48]
COC 1,7 Metanol HCI 0,1M Overnight a 45°C HPLC 5 Mercolini et al
2008 [42]
COC ] )
BZE NI Eter de Petréleo / Metanol:Agua 4 horas em LC-MS 100 Hoelzle et al
EME Metanol (8:7, v/v) ultrassom a 50°C 2008 [49]
ECG
COC 0,2 Metanol Metanol 6 horas em GC-MS NI Tsanaclis e
ultrassom 25°C wicks 2007 [50]
COC 160
EME 6,4 Diclorometano/ HCI 0,1M Overnight a 60°C GC-MS 50 Cognard et al
AEME 7,3 Agua/Metanol 2005 [21]
COE 2,8

Legenda: Cocaina (COC), Benzoilecgonina (BZE), Cocaetileno (COE), Ester Metilecgonina (EME) e Ester Metilanidroecgonina

(AEME).
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4.2 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas

Nas ultimas décadas, um interesse crescente tem sido observado na
determinacdo de drogas em materiais bioldgicos alternativos, promovido
principalmente pelo desenvolvimento intensivo de técnicas altamente sensiveis e
seletivas, especialmente a cromatografia liquida (LC) e a cromatografia liquida
acoplada ao espectrémetro de massas (LC-MS) [50].

A HPLC é uma das principais técnicas utilizadas na analise de compostos
ndo volateis e/ou termicamente instaveis [51]. E uma técnica de separacdo com
finalidade qualitativa e quantitativa que apresenta boa sensibilidade e permite a
separacado de substancias quimicas, pode ser considerada um método fisico-quimico
de separacédo por conter uma fase mével e uma fase estacionaria, sendo que a
amostra a ser analisada é injetada na entrada da coluna e a fase mével é bombeada
continuamente fazendo com que os analitos da amostra migrem de forma diferencial
decorrente das interacdes intermoleculares entre a fase mével e a fase estacionaria.
No outro lado da coluna é instalado um detector que transmite para um registrador um
sinal que é interpretado em forma de cromatograma, sendo a area e a altura deste

proporcional a concentracao do analito [52].

Apesar de ser uma excelente técnica de separacao, a HPLC necessita de
uma técnica confirmatéria quando a analise for qualitativa. Dentre as varias opcoes
existentes, a espectrometria de massas € a técnica que melhor fornece as
informacdes estruturais necessarias; o acoplamento entre estas duas técnicas da
origem a uma ferramenta analitica versétil e de grande potencial na analise qualitativa
e quantitativa [46], porque juntas combinam a elevada seletividade da deteccao por
espectrometria de massa com a possibilidade de analisar diretamente amostras
aquosas e hidrofilicas, e analitos termolabeis e ndo-volateis [53].

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica de quimica analitica com
base na determinacdo da razdo massa/carga dos ions caracteristicos dos analitos
estudados. Os ions do analito pode ser fragmentado dentro do espectrémetro de
massa, que esta sob vacuo, gerando ions produtos que estdo carregados. Este
processo é conhecido como a dissociagao induzida por colisdo. A razao massa/carga
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(m/z) dos ions dos fragmentos produzidos podem entdo ser determinado numa
segunda etapa do MS, dando origem aos termos MS / MS ou espectrometria de massa
em tandem. Uma vez que os fragmentos e suas abundancias sao determinadas pela
estrutura da substancia a analisar, este padrdo de fragmentacdo e as massas dos
ions dos produtos sédo caracteristicos do analito. Ambos os ions moleculares e os
fragmentos podem ser utilizados para a identificacdo e a quantificagdo do analito. [54]

A forma mais simples de espectrometria de massas em tandem combina
dois analisadores de massas tipo quadrupolo. O primeiro quadrupolo (Q1) é utilizado
para selecionar um unico precursor de m/z, que € caracteristica de um dado analito
numa mistura. Os ions selecionados em massa passam por uma camara de colisdo
com um gas neutro, chamado gas de colisdo onde ocorre a dissociagéo induzida por
colisdo (CID), gerando assim os ions fragmentos. O terceiro quadrupolo (Q3) é usado
para monitorar os ions fragmentos e separa-los de acordo com a sua m/z. O espectro

resultante "MS / MS" consiste apenas de ions produtos do precursor selecionado. [55]
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Figura 7. Esquema de funcionamento do LC-MS/MS [56]

O surgimento de novas técnicas de ionizagdo, como a ionizagao por
Electrospray (ESI) expandiu a gama de moléculas que podem ser analisadas por
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espectrometria de massas, incluindo moléculas de alta polaridade, alta massa
molecular e grande complexidade estrutural. Esse tipo de ionizacao é conhecido pela
habilidade de transferir espécies carregadas em solucao para a fase gasosa de forma
suave, assim, muitos dos ions gerados na fase gasosa mantém exatamente a mesma
estrutura e carga das espécies em solugéo, o que € perfeito para andlise de espécies

nao volateis.

A espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS)
tornou-se uma das técnicas analiticas mais poderosas e amplamente utilizada. Dentre
as vantagens de ESI-MS incluem alta sensibilidade e seletividade, facilidade de uso e
consumo reduzido de amostra. Uma das principais caracteristicas da técnica € a
capacidade para produzir ions multiplamente carregados, dependendo das
caracteristicas da amostra, reduzindo assim a razdo m/z, de tal modo que é possivel
analisar compostos de elevada massa molecular. A segunda caracteristica importante
€ que as amostras a serem analisadas devem ser introduzidas em solugéo, o que faz
com que seja possivel o acoplamento com muitas técnicas de separagéo. Por ultimo,
ESI é uma técnica de ionizacdo suave, provocando pouca (ou nenhuma)

fragmentacao dos analitos estudados [56].

A analise de COC e metabolitos por GC/MS é bem estabelecido, porém
requer uma etapa critica de preparo de amostra, a derivatizacao do analito e seus
metabdlitos correspondentes, etapa esta que pode introduzir excessos de
derivatizantes agressivos para o sistema analitico gerando contaminagéo do sistema.
Na andlise por LC-ESI-MS, uma caracteristica importante das moléculas de interesse
€ a presenca de um grupo amina basica que oferece um sitio de protonacao o qual
apresenta uma excelente sensibilidade. Além do mais a andlise de cocaina e
metabolitos por esta técnica mostra uma grande vantagem a eliminagcédo da etapa de
derivatizacao [57].
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4.3Validacao de Métodos Analiticos

A importancia da validagdo em analise quimica tornou-se mais acentuada
a partir da constatagao da enorme variabilidade de resultado obtidos em estudos Inter
laboratoriais na década de setenta [58].

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente
de dois parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade
estatistica dos calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar
a aplicabilidade e o alcance de um método durante as operagdes de rotina de um
laboratério é estabelecendo os limites destes parametros por meio da estimativa das

figuras de mérito, numa etapa conhecida como validacao [59].

A validacdo de um método é um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Um processo de validacdo bem definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os
métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado, o que garante
informacdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra. A necessidade de se mostrar
que a qualidade das medi¢des quimicas estd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos n&o confiaveis, podem conduzir a decisdes desastrosas e a

prejuizos financeiros irreparaveis [60].

Segundo a RE n®899 de 29 de maio da ANVISA [61], a validacdo deve
garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

A Resolugéo RDC n® 27, de 17 de maio de 2012 define validagdo como a
confirmagéo por ensaio e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos
especificos para um determinado uso pretendido sao atendidos

Os seguintes parametros devem ser avaliados para validacéo:

o Seletividade/Especificidade;
e Linearidade;

e Precisdo;
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¢ Limite de quantificacao;
e Limite de Deteccéo;

o Exatidao;

o Efeito Residual;

o Efeito Matriz;

e Estabilidade das amostras.

4.3.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacao é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes
que podem interferir com a sua determinagdo em uma amostra complexa [60]. Esses
interferentes podem ser substéancias quimicamente relacionadas com o analito, entre
elas isbmeros, metabdlitos, substancias endodgenas, produtos de degradacao,

impurezas entre outros. [62]

4.3.2 Linearidade

A funcao calibracdo de um processo de medicdo quimica é a relacao
funcional entre o valor esperado para o sinal ou resposta e a quantidade de analito
[63], sendo assim, linearidade é a capacidade de um método analitico em produzir
resultados que sejam linearmente proporcionais a concentragdo do analito nas
amostras, em uma dada faixa de concentragéao [64]. Recomenda-se que a linearidade
seja determinada pela andlise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. O critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacao (r) deve ser igual a 0.99 [61].

4.3.3 Precisao

A precisao corresponde ao grau de concordancia de resultados de testes
independentes obtidos sob condi¢des estabelecidas e é expressa pela estimativa do
desvio padrdo (s) ou estimativa do desvio padrédo relativo (RSD) [62]. Para a
determinacao da precisdo deve ser realizada em no minimo, 3 corridas em 3 dias
diferentes [61].
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4.3.4 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro [60]. Assim, a exatidao esta sempre associada a valores de preciséo, entao
estes limites podem ser mais estreitos em niveis de concentragcdo elevados e mais

amplos em niveis de tragos [65].

4.3.5 Limite de Quantificacao (LQ)

O Limite de Quantificagdo é a menor concentragdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatidao e precisdo. Os critérios adotados
para o LQ, é a relacao 10:1, ou seja, pode ser calculado utilizando o método visual, a
relacao sinal-ruido. [60].

4.3.6 Limite de Deteccao (LD)

O LD é definido como sendo a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob
as condicdes experimentais estabelecidas [62]. E adotado como a concentracdo do
analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao sinal/ruido do equipamento.
[66]

4.3.7 Efeito Matriz

Este efeito ocorre quando substancias inerentes a matriz biol6gica coeluem
com os compostos de interesse, sendo alvo de especulacdo em métodos bioanaliticos
[67]. Esse estudo de seletividade objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas
pelas substancias que compdem a matriz amostral gerando, basicamente, fenémenos

de diminuicdo ou ampliacao do sinal ou resposta instrumental.

4.3.8 Estabilidade dos analitos na matriz

Para gerar resultados confiaveis e reprodutiveis, as amostras, os padrdes
e reagentes usados devem ser estaveis por um periodo razoavel. A estabilidade das
amostras e padrées é importante em termos de temperatura e tempo faz-se
necessario avaliar a estabilidade da substancia para determinar o tempo de
estocagem das amostras. Tempos longos de estocagem de amostras bioldgicas, por
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exemplo, aumentam a probabilidade de degradac&o dos compostos de interesse, com
subsequente formagcdo de metabdlitos. Conhecendo a estabilidade, as andlises

podem ser completadas antes de ocorrer a degradagéo [60].

4.3.9 Efeito Residual

Pode ser definido como um aumento de concentracdo em uma amostra,
proveniente de resquicios da amostra anterior. E avaliado com analises de amostras

brancas apés analises de amostras de alta concentra¢des do analito [68].

4.3.10 Recuperacao

A recuperagao avalia a eficiéncia do método de tratamento das amostras
bioldgicas. Este parametro € calculado comparando-se a resposta obtida para o
analito adicionado na matriz bioldgica e extraido com a resposta obtida para o analito

em amostras preparadas em solvente [67].
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4. MATERIAS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Materiais e outros reagentes

- Metanol, grau HPLC, 99,8%, (J. T. Baker®).

- Acetonitrila, grau HPLC, 99,8%, (J. T. Baker®).

- Acido férmico 98-100%, (Merk®).

- Formiato de aménio (=299,995%), (Sigma Aldrich®).
-Acetato de Etila (grau HPLC), (Tedia®).

4.1.2 Solucoes-padrao

As solucbes-padrao certificados de cocaina, cocaetileno e benzoilecgonina
e seus respectivos deuterados (cocaina-d3, benzoilecgonina-d3 e cocaetileno-d3)

foram obtidas da Cerilliant® na concentragdo de 1mg.mL"' em acetonitrila.

A partir dessas solucoes, foram preparadas solugdes de trabalho, diluidas
em acetonitrila nas concentragdes de 1 yg.mL"' de cada substancia. As solugdes
foram armazenadas a -20°C. As solugdes finais nas concentragdes dos niveis da
curva de calibragdo foram diluidas em fase mdvel na propor¢éo inicial do gradiente

proposto.

4.1.3 Equipamentos e acessorios

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia da Agilent
Technologies®, modelo 1260, acoplado a Espectrémetro de Massas hibrido QTRAP
modelo 5500, (AB Sciex®), e a aquisicdo de dados foi realizada através do software
Analyst versdo 1.6.1 e o processamento dos dados usando o programa MultiQuant
versao 1.3.1..
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- Coluna cromatografica, fase estacionaria C18, tamanho do poro 100 A,
tamanho da particula 2,6 ym, comprimento 100 mm e diametro interno de 3,00 mm,
lote n® 596153-94, fabricada pela Kinetex®.

- Pipetas de volume variavel, (Eppendorf®).

- Gases especiais para LC-MS/MS: nitrogénio 5,0.

- Balanca analitica, modelo Q-500L210C (min 1mg; max 210g) (Quimis®).
- Agitador orbital tipo Vortex (Ika®).

- Banho de ultrasom (modelo Ultrasonic Cleaner (Unique®).

-Concentrador de amostras com pressdo de nitrogénio e temperatura

ambiente (Marconi®)

-Centrifuga modelo 5418 (Eppendorf®)

4.2Métodos

4.2.1 Amostra de cabelo

As amostras de cabelo foram concedidas pela Superintendéncia da Policia
Técnico Cientifica (SPTC) da cidade de Sao Paulo, coletadas nos institutos Médico
Legal (IML) da zona oeste e sul, com aprovacao da comissao cientifica do IML e sob
autorizacao de familiar responsavel legal através de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo A).

Amostras de controle negativos foram coletadas de voluntarios doadores
sob autorizagdo através de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo B).

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP
(numero do parecer: 681.045) (ANEXO C)
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As amostras foram armazenadas em embalagem plastica, devidamente
esterilizado e identificado, e entdo foram armazenadas em freezer a -15°C até o

momento da analise.

4.2.2 Desenvolvimento do método para determinacao de cocaina e
metabdlitos em amostras de cabelo

4.2.2.1. Otimizacao das condicoes de operacao do ESI-MS

Para determinacao de cocaina e seus metabdlitos em cabelo foi utilizado o
equipamento descrito anteriormente, configurado para o monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) onde o ion precursor € selecionado a partir de sua m/z e a partir dele
obtém- se dois fragmentos caracteristicos para analise, um fragmento gerado com
maior intensidade para cada analito foi utilizado para quantificagcdo e um segundo
fragmento gerado foi utilizado para confirmacado do analito analisado, sendo assim
para cada composto em andlise foram selecionadas duas transigées. Foi utilizada
fonte de ionizacao electrospray (ESI), no modo positivo de aquisicao de ions.

Em extracbes que se destinam a ensaios cromatograficos para
quantificagéo, erros devido perda da substancia a ser analisadas podem ser
compensados pelo uso de padrao interno (Pl) com propriedades fisico-quimicas
semelhantes ao analito. Assim para funcionar como Pl deve-se manter o grupo
funcional critico, para responder de forma semelhante a todas as etapas de extracao.
[65] Com esse intuito foram utilizados padrdes internos para cada um dos analitos,
sendo estes a molécula de interesse deuterada (d3). Onde também foram avaliadas

as melhores condi¢cdes de analises para os respectivos Pl’s,

A otimizacdo dos analitos e seus respectivos fragmentos foi feito por
injecdo direta do analito no equipamento avaliando essas condi¢cées. A otimizagao
dos parametros de fragmentagcdo foi realizada a fim de selecionar as melhores
condicoes de fragmentacao e deteccao dos ions em analise por LC-MS, permitindo
assim valores de detecgdo e quantificagdo mais baixos.
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O processo de otimizagao da ionizacao e fragmentacao dos analitos e seus
respectivos fragmentos foi feito por experimentos de infusdo direta do analito no
equipamento. As condi¢des otimizadas da fonte de ionizagdo encontram-se descritas

a sequir:

a) Parametros de ionizagao

Buscando obter a maior intensidade do sinal e, consequentemente uma
melhor sensibilidade na analise, realizou-se a otimizagao dos parametros de ionizagdo
avaliando as condi¢des da fonte. Os fatores avaliados foram: fluxo de gas (15, 20, 25,
30 L.min""), temperatura da fonte (450, 500, 550, 600, 650 °C).

4.2.2.2 Otimizacao das condicoes do LC

A cromatografia foi desenvolvida numa coluna Kinetex C18 (100 mm x 3,0
mm X 2,6 um) e as fases moveis foram a solugéo A (Solugdo aquosa de 5 mM de
formiato de aménio com 0,1 % de acido formico) e a solucao B (Acetonitrila com 0,1%

de &cido férmico). As condigbes otimizadas do LC encontram-se descritas a seguir:
a) Precisao do injetor

A fim de verificar a repetibilidade dos dados obtidos, realizou-se um teste
de precisdao do injetor. Para tal, foram realizadas injecbes sequenciais de seis
amostras da mistura de padrdes contendo COC (4,81 ng mL™"), BZE (4,81 ng.mL") e

COE (4,81 ng mL") e os padrdes internos nas mesmas concentragoes.
b) Condi¢des cromatograficas

A fim de promover uma melhor separac¢do dos analitos foram avaliados os
seguintes parametros: volume de injegao (1uL, 2uL, 3uL e 5uL), e gradiente de fase

moével.

c) Efeito de memoaria (Carryover)
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Tal analise foi realizada com o intuito de avaliar a contaminacéo por efeito
de meméria entre uma andlise e outras subsequentes. Nesse sentido, realizou-se
injecbes sequenciais (4 inje¢des) do branco, padrao no Controle de Qualidade de Alta
Concentragao (CQA) e dois brancos.

4.2.2.3 Matrizes Bioldgicas — cabelo
4.2.2.3.1 Descontaminagao.

Para avaliar o processo de descontaminagdo externa das amostras de
cabelo, provenientes tanto da manipulagdo da droga pelo individuo quanto de
contaminacao ambiental, foram pesados 10 mg da amostra de cabelo obtidos através
de voluntérios, transferindo-as para tubo Eppendorf de 1,5 mL. Adicionou-se padrdes
de COC, BZE e COE acompanhadas de seus respectivos Pl, em concentracdes
conhecidas para realizar a contaminagé@o do cabelo branco. Evaporou-se o solvente
presente na amostra a temperatura ambiente e sob fluxo de nitrogénio, a partir dessa
etapa inicia-se o0 processo de descontaminacao.

Foi adicionado 1 mL de agua ultrapura no Eppendorf contendo a amostra
contaminada, agitando em vértex durante 1 minuto, essa agua de descontaminacao
foi coletada para posterior analise no equipamento. Uma segunda lavagem foi
realizada com metanol adicionando-se 1 mL de metanol agitando em vortex por 1

minuto, o metanol de lavagem foi coletado para analise subsequente.

4.2.2.3.2 Extracéo

Apbds realizagao da lavagem da amostra, a mesma foi seca novamente em
temperatura ambiente sob fluxo de nitrogénio e posteriormente submetidas ao
processo de moagem criogénica visando a pulverizacao das amostras aumentando
assim a superficie de contato entre a amostra e o0 solvente durante o procedimento de
extracao dos analitos de interesse, contribuindo assim para melhor eficiéncia do
processo. Para a realizagcdo desse processo, as amostras foram congeladas com
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nitrogénio liquido a uma temperatura de -196°C e trituradas com auxilio de um pistilo
em gral de porcelana.

Ap6s a obtengdo das amostras pulverizadas as amostras de cabelo
controle negativas foram fortificadas com 100 pL dos padrdes com concentracdes
conhecidas de COC (93,8 ng.mL"), BZE (93,8 ng.mL") e COE (93,8 ng.mL") e seus
respectivos Pl na concentracdo de 48,1 ng.mL'. Para a eliminagdo do solvente da
amostra foi submetida novamente a secagem sob fluxo de nitrogénio a temperatura

ambiente.

Foi adicionado 500 pL de acetato de etila no epperdorf contendo a amostra
contaminada, deixando—a em ultrassom por 5 minutos e em seguida centrifugada por
5 minutos a 14000 rpm e retirado o sobrenadante. O mesmo processo foi realizado

por mais duas vezes, obtendo um volume final de 1,5 mL.

Esta solugcao foi concentrada novamente em temperatura ambiente sob
fluxo de nitrogénio, e finalmente ressuspendida em 1 mL do diluente e injetada no

equipamento.

4.2.2.4. Validacao do método

O método de analise previamente otimizado foi validado estabelecendo os
valores de recuperacao, linearidade, precisao intra e interensaio, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo e estabilidade dos analitos na matriz seguindo a RDC n® 27 de
17 de maio de 2012. Todas as amostras foram adicionadas de padrdo interno
deuterado antes do procedimento de preparo de amostra.

422.4.1. Linearidade

Para realizagdo da curva de calibracdo foram feitas analises de uma
amostra branco (matriz de cabelo isenta do analito e seus metabdlitos), uma amostra

zero (matriz biolégica com adicao apenas dos padrdes internos) e amostras contendo
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os padroes dos metabdlitos e seus correspondentes padrdes internos deuterados de
acordo com as concentragdes descritas abaixo.

O estudo de linearidade foi realizado pela analise das amostras de cabelo
nas seguintes concentragdes: COC (0,5, 1,5, 3,0, 4,81 e 9,38 ng.mL"), BZE (0,5, 1,5,
3,0, 4,81 ¢ 9,38 ng.mL") e COE (0,5, 1,5, 3,0, 4,81 e 9,38 ng.mL"). As analises da
linearidade para as amostras de cabelo foram realizadas em triplicata e em trés dias
diferentes, considerando para todas as curvas o coeficiente de correlagdo maior que
0,99.

4.2.2.4.2. Limite de deteccgao e limite de quantificagéo

O LD foi definido através da analise em amostras negativas de cabelo que
serao fortificadas com solugdes de padrées em concentragdes decrescentes. Foi
considerado como LD aquele referente a menor concentragéo na qual foi possivel
obter picos integrados pelo equipamento que se diferenciaram do ruido, no minimo 3
vezes, em quatro replicatas, nas condicbes especificadas e que apresentou
coeficiente de variagédo (CV) <20% [66].

O limite de quantificacao (LQ), foi a menor concentracdo para medidas
quantitativamente precisas, determinado através da analise em amostras negativas
de cabelo fortificadas com solu¢des de padroes em concentragdes decrescentes e foi
considerado como LQ a menor concentragdo que apresentou CV £15%, na qual sera
possivel obter picos integrados pelo equipamento que se diferenciarao do ruido, no
minimo 10 vezes [66].

4.2.2.4.3. Recuperagao

Para avaliacdo da recuperacdao foram preparadas amostras controles
negativas de cabelo contendo COC, BZE e COE de forma a se obter concentragbes
do Controle de Qualidade de Baixa, Média e Alta concentragao (CQB, CQM e CQA).

A recuperacdo do método mediu a eficiéncia do processo de extracdo
comparando a resposta das amostras de controle positivo preparadas por dopagem,
submetidas ao método de extracdo proposto e em duplicata, com a resposta de
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solucdes de padrbes dos analitos, adicionadas aos extratos das amostras referéncia
negativa. Os resultados foram expressos em porcentagem, de acordo com a equacgao:

R=RAM x 100
RAP

Onde: R € a recuperagédo, RAM é a resposta do analito (padréao) adicionado
a matriz antes do processo de extragcdo e RAP é a resposta do analito (padrao)

adicionado a amostra referéncia negativa ap6s o processo de extragao.

4.2.2.4.4. Precisao intra- e inter-ensaio

A precisdo intra- e inter-ensaio foi determinada indiretamente pelo célculo
de imprecisao através da determinacao do coeficiente de variacdo do método (CV)
conforme o calculo mostrado abaixo. O estudo foi conduzido analisando amostras de
cabelo em trés dias diferentes, contendo as concentracdes do LIQ, CQB, CQM, CQA
e CQD. As analises serao realizadas em cinco replicatas para cada concentragao.

CV = Desvio Padrgo X 100
Concentragdo media experimental

4.2.2.4.5. Estabilidade dos analitos na matriz

Amostras de cabelo contendo COC, BZE e COE nas concentrac¢des de 0,5
e 7,04 ng mL', onde foram armazenadas e analisadas através do método padronizado
em trés replicatas para cada concentracao. A estabilidade dos analitos em cabelo foi
avaliada por meio da comparacgao da resposta obtida no tempo zero com a resposta
obtida apds o periodo de armazenamento de 96 horas em condi¢des de temperatura
controlada a 10°C no amostrador do equipamento.

4.2.2.4.6. Efeito de matriz

O efeito de matriz (efeito dos constituintes da matriz na resposta

cromatografica) foi avaliado preparando amostras de matrizes bioldgicas
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processadas, posteriormente adicionadas de analito e Pl, e solugdes, nas mesmas
concentragdes das amostras de 1,5 e 7,04 ng mL"' para os analitos e 4,81 ng mL"

para os Pls.

4.2.2.4.7 Exatidao

A exatidao foi determinada em uma mesma corrida analitica (exatidao
intracorrida) e em trés corridas diferentes (exatidao intercorridas), utilizando as
concentragdes do LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD.

4.2.2.4.8 Seletividade

Uma forma simples de verificar a seletividade de um método cromatografico
foi observando a presenca de picos na regiao do tempo de retencédo do analito de

interesse injetando um branco com a mesma matriz a ser analisada [56].

Sendo assim, as amostras foram analisadas em seis fontes distintas de
amostras branco avaliando as respostas de picos interferentes na regido proxima ao
tempo de retenc&o do analito que devem ser inferiores a 20% da resposta do analito
em relacao as amostras do LIQ.

Todos os calculos utilizados na validagao do método foram realizados com
o auxilio do Microsoft Excel® do programa Microsoft Office XP Professional 2007 e
software MultiQuant®1.3.1.

4.2.3 Correlacao com situagao clinica
Para comprovar a eficiéncia do método de analise validado, 0 mesmo foi

aplicado em amostras reais de periciados provenientes do Instituto Médico-Legal
(IML).
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5. RESULTADOS

5.1 Otimizacao das condicoes do equipamento

Para a fonte de ionizagdo, foi observado que os parametros que
proporcionaram um ganho significativo na intensidade do sinal estdo descritos na

tabela a sequir.

Tabela 3. Resultados obtidos para melhor ionizagdo dos analitos

Parametro Resultado
CUR (L.min-") 30
CAD (L.min") 6

NC (L.min") 5

TEM (°C) 650
GS1 (L.min") 45

As melhores condicbes de fragmentacdo dos ions monitorados foram:

voltagem do capilar de 4,5 kV sendo a energia de colisdo diferente para cada analito.

A Tabela 4 e 5 apresentam os resultados de energia de colisdo, tempo de
retencao e os ions de quantificacao e confirmacao selecionados.
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Tabela 4. Resultado da otimizacdo das condicbes de fragmentacdo para

determinacao dos analitos no LC-MS/MS. A transicdo usada para quantificacao esta

sublinhada.

Tempo de Energia de DP EP
Composto MRM Retencao Colisao (V) (V)

(min) (eV)
] 304>182 -30 75 10
Cocaina 304589 4,3 45 75 10
. _ 290>168 -30 90 10
Benzoilecgonina 290> 105 49 45 90 10
. 318> 196 -30 100 10
Cocaetileno 318282 5,4 45 100 10

Tabela 5. Resultado da otimizacdo das condicoes de fragmentacdo para

determinacao dos Pls no LC-MS/MS. A transicdo usada para quantificacdo esta

sublinhada.

Tempo de Energia de DP EP
Composto MRM Retencao Colisao (V) (V)

(min) (eV)
] 307>185 -30 95 10
Cocaina d-3 307-85 4,3 43 95 10
_ . 293>171 -32 90 10
Benzoilecgonina d-3 2935 105 4,9 45 90 10
. 321> 199 -30 100 10
Cocaetileno d-3 301585 5,4 45 100 10

A selecdo de duas transicdes sé é possivel por um analisador de massas

sequencial (LC-MS/MS) que separa os ions gerados através da sua relagdo m/z, e

através da camara de colisdo consegue fragmentar o ion precursor em transicoes de

interesse tornando os resultados mais confiaveis. O fragmento mais intenso (mais
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estavel) de cada analito foi escolhido para quantificacdo do composto e o segundo
fragmento mais intenso para confirmagcéo do mesmo.

As Figura 8, Figura 9 e Figura 10 apresentam os espectros de massas
obtidos através da infusdo direta das solugdes dos analitos no espectrometro de

massas, de onde foi possivel obter os resultados de fragmentacao.
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Figura 9. Espectro de massas obtido para solugéo de cocaetileno.



Figura 10.Espectro de massas obtido para solugéo de Benzoilecgonina
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As figuras 11, 12 e 13 apresentam as estruturas propostas das moléculas

analisadas.

Figura 11. Mecanismo proposto para fragmentagéo da cocaina

o

Chemical Formula: CysH2NO,™
Exact Mass: 304.15

Chemical Formula; C5HgN" Chemical Formula: CpH gNOy~
Exact Mass: 82.07 Exact Mass: 182.12
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Chemical Formula; C5HgN" Chemical Formula: Cp H | gNO,™
Exact Mass: §2.07 Exact Mass: 196.13

Figura 12. Mecanismo proposto para fragmentagédo do cacaetileno
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Chemical Formula: CjgHapoNOy™
Exact Mass: 290.14
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Chemical Formula; C;H;0"
Exact Mass: 105.03

Chemical Formula: CoH, ,JNO,~
Exact Mass: 168.10

Figura 13. Mecanismo proposto para fragmentagédo da benzoilecgonina
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E as Figuras 14, Figura 15 e Figura 16 apresentam os espectros dos
padrdes internos deuterados utilizados (COC-d3, BZE-d3 e COE-d3).
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Figura 14. Espectro de massas obtido para solugdo de cocaina-d3
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Figura 15. Espectro de massas obtido para solu¢do de cocaetileno-d3.
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Figura 16. Espectro de massas obtido para solu¢do de benzoilecgonina-d3.

Definidos os parametros no espectrémetro de massa, procedeu-se a

otimizacao das condicdes de separacao cromatografica.

De acordo com as caracteristicas dos analitos e os dados encontrados na
literatura a cromatografia desenvolvida optando-se por uma coluna Kinetex C18 (100
mm x 3,0 mm x 2,6 um). Depois de testes de diferentes fases méveis as escolhidas
foram a solucédo A (Solucao aquosa de 5 mM de formiato de aménio com 0,1 % de
acido férmico), pois a adi¢cao do formiato de aménio a agua ajudou na cromatografia
tamponando o meio e o acido férmico ajudou na ionizacdo dos analitos, gerando
melhor sinal e a solucao B (Acetonitrila com 0,1% de acido férmico) por gerar um

cromatograma mais limpo. A Tabela 6 mostra as condicdes cromatograficas utilizadas.
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Tabela 6. Condi¢cdes do sistema cromatografico

Parametros Condicoes cromatograficas
Coluna Kinetex® 2,6 pum C18 100 A (100 mm x 3.0 mm)
Fase Movel A: (5mM de formiato de amoénio + 0,1% é&cido
formico) B: (Acetonitrila + 0,1% Acido férmico)
Eluicéo Gradiente
Vazao 0,45 mL min -
Volume de Injecao 5uL

Feito a escolha da fase movel foram testados alguns gradientes, sendo o
que esta mostrado na Tabela 7 o escolhido por proporcionar boa separagéo dos picos
com resolugdo necessaria e um tempo de corrida curto com tempo de lavagem e

condicionamento da coluna.

Tabela 7. Proporcdo para o gradiente de fase moével utilizado no método de

determinacao de cocaina e metabdlitos em cabelo.

Tempo Concentracao A (%) Concentragao B (%)
0,0 90 10
4,0 30 70
41 5 95
5,0 5 95
5,2 90 10
9 90 10

As amostras foram diluidas e ressuspendidas em uma mistura FMA:FMB
na proporcao 95:5. A escolha foi feita apds varios testes de proporcdo dessas
solugdes, sendo a BZE o composto mais problematico, sofrendo interacdo com maior
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quantidade de ACN e apresentando alargamento de pico conforme ao cromatogramas
mostrados na Figura 17.

Figura 17. Cromatograma obtido de uma mistura contendo os padrbes de
benzoilecgonina, cocaina e cocaetileno e padrées internos em FMA: FMB 70:30 a

partir do método otimizado.

A Figura 18 apresenta o cromatograma obtido de acordo com as condi¢des
cromatograficas descritas nas Tabela 6 e 7 no modo de ionizagao positivo de uma
solugcdo da mistura de padrdées de COC, BZE e COE e seus respectivos padrdes
internos nas concentragdes de 4,81 ng.mL"'. O tempo total da analise foi de 9 minutos,
incluindo lavagem e estabilizacao da coluna. Apés otimizagcao de todos os parametros
descritos acima, observou-se um ganho significativo de intensidade do sinal, bem
como obteve-se melhores picos mais definidos, e bem resolvidos o que resultou em
aumento da sensibilidade do método e consequentemente a obtencao de menores LD
e LQ.
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Figura 18. Cromatograma obtido de uma mistura contendo os padrées de

benzoilecgonina, cocaina e cocaetileno e padrdes internos a partir do método

otimizado.

Para avaliacao do efeito residual e contaminagéo cruzada foram realizadas

injecdes da mistura de padrdes na maior concentracdo seguidas de injecées do

branco em triplicata. O método nao apresentou efeito de meméria, como observado

na figura 19.
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Figura 19. Cromatogramas obtidos da injecao da sequéncia: a) Branco, b) Mistura de

padrao de benzoilecgonina, cocaina e cocaetileno, c) Branco e d) Branco.



65

A precisdo do injetor também foi avaliada com o intuito de verificar a
repetibilidade das injecées. Para o teste foi injetado uma mistura de padrées dos
analitos e padrdes internos dos mesmos em sextuplicata nas concentragdes de 4,81
ng mL" para os padroes e 4,81 ng mL" para os Pl. Foram observados desvios padrdes
(CV) menores que 2% (sendo de 1,70 % para COC, 1,38 % para BZE e 1,32 % para
COE) conforme mostra a tabela 8.

Tabela 8. Areas obtidas para as replicatas das injecdes de padrdes de COC, BZE e
COE.

Cocaina Benzoilecgonina Cocaetileno
R1 2,882.108 1,902.10° 2,884.108
R2 2,907.108 1,947.10° 2,975.108
R3 2,907.10°6 1,975.10° 2,900.108
R4 2,976.108 1,943.10° 2,951.108
R5 2,823.108 1,943.10° 2,974.108
R6 2,902.10°6 1,975.10° 2,958.108
DPR (%) 1,70 1,38 1,32
5.2Extracao

Apés o processo de descontaminagdo da amostra a 4gua da primeira lavagem
realizada conseguiu extrair com eficiéncia todos os analitos, ou seja, a agua
demonstrou-se eficaz para retirar toda a contaminagdo externa além de outros
residuos polares presentes na superficie do cabelo. A tabela 9 mostra os resultados
obtidos para a primeira etapa da descontaminacao.
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Tabela 9. Valores obtidos para recuperacao dos analitos na matriz apds o processo

de descontaminagao nas amostras previamente contaminadas.

COC (%) BZE (%) COE (%)
Amostra 01 94,33 98,02 96,61
Amostra 02 93,97 96,45 94,91
Amostra 03 95,11 94.01 95,46
Média 94,47 97,23 95,66
DPR (%) 0,62 1,14 0,91

O uso do metanol subsequente apenas reforga a descontaminagéo, ficando
em contato com o cabelo por um curto periodo de tempo e com isso restringe a
possibilidade de inicio da extracao dos analitos na matriz antes do periodo desejado.
O metanol utilizado na sequencia nao mostrou concentragdes significantes do analito,
nao sendo possivel a quantificagdo de recuperacao no final dessa etapa, porém seu
uso faz-se necessario por contribuir para uma amostra mais limpa e
consequentemente cromatogramas também mais limpo quando aplicado em casos

post-mortem.

A Figura 20 mostra um fluxograma do processo de extracao.
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Figura 20. Fluxograma do processo de extracdo de cocaina e seus metabolitos no

cabelo

Depois do processo de extracao descrito as amostras fortificadas com a

mistura dos padrbes foram analisadas e quantificadas. A Tabela 10 mostra a

recuperacao do processo de extragao.

Tabela 10. Recuperacao dos analitos apds o processo de extracao nas amostras de

cabelos fortificadas.

COC (%) BZE (%) COE (%)
Amostra 01 98,11 99,22 96,05
Amostra 02 96,22 98,46 97,18
Amostra 03 99,30 96,52 99,89
Média 97,87 98,01 97,70
DPR (%) 1,55 1,39 1,97
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As recuperacoOes obtidas na tabela 10 acima para os analitos mostra que o
método utilizado na extracao foi eficaz na retirada dos mesmos da matriz. Além disso
0 método proposto possui um tempo de preparo reduzido quando comparado com a
outros métodos de extragdo presentes na literatura como mostra a Tabela 11. Esta

vantagem torna o método adequado para implementar-se em analise de rotina.

Tabela 11. Comparagdo de tempo de andlise entre os métodos encontrados na
literatura e o método desenvolvido no presente trabalho para a extragdo de cocaina e
seus metabolitos em cabelo.

Referéncia Tempo estimado de Tempo de analise por
extracao corrida cromatografica
Vingnali et al 2012 12 horas NI
Aleksa et al 2011 12 horas 30 minutos
Cordero et al 2010 12 horas NI
Stramesi et al 2008 12 horas 20 minutos
Mercolini et al 2008 12 horas 8 minutos
Hoelzle et al 2008 4 horas 8,5 minutos
Tsanaclis e wicks 2007 24-48 horas NI
Cognard et al 2005 12 horas 20 minutos
Método desenvolvido 1,5 horas 9 minutos
5.3Validacao

Todos os ensaios foram realizados de acordo com a RDC n? 27, de 17 de
maio de 2012.

5.3.1. Linearidade
As curvas de calibracdes foram analisadas através de injecdes de amostras

branco (contendo apenas a matriz), amostra zero (matriz adicionada de Pl) e 6 pontos
de calibracdes.
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As curvas foram construidas fortificando amostras de cabelo com a mistura
dos padrdes e seus respectivos PI's nas concentragdes 0,5, 1,5, 3,0, 4,81, 7,04 e
9,38ng mL" para os analitos e 4,81ng mL-" para os PI's. O método mostrou-se linear
para a faixa de concentragdes estudada. Na Tabela 12 estdo representados os
resultados obtidos para a calibragdo dos analitos (COC, BZE e COE) no equipamento
de LC-MS e nas Figura 22, Figura 23 e Figura 24, encontram-se suas respectivas
curvas de calibragéo.

Tabela 12. Resultados obtidos para calibracdo dos analitos de COC, BZE e COE no
sistema de LC-MS/MS.

Analito Curva analitica na matriz de cabelo
Dia 01 y=02225x-0,1853
BZE r’=0,9906 / r=0,9994
Dia 02 y=02329x-0,2103
r’=0,99064/ r=0,9996
Dia 03 y=02297x-0,2001
r’=0,9926 / r=0,9988
Dia 01 y=00446x-0,0082
COC r’=0,9963 / r=0,9981
Dia 02 y=00453x-0,0082
r’=0,9964 / r=0,9982
Dia 03 y=00446x-0,0099
r’=0,9928 / r=0,9964
Dia 01 y=0,1826x-0,0092
COE r’=0,9996 / r=0,9997
Dia 02 y=0,1832x-0,0094
r’=0,9995 / r=0,9997
Dia 03 y=0,1831x-0,0094

r?=0,9979 / r=0,9989
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Através dos resultados obtidos para a construcao das curvas analiticas

representadas acima, pode-se observar valores de coeficiente de correlagdo (r)

maiores de 0,99, estando de acordo com os valores preconizados pela ANVISA, a

qual recomenda que o valor de r seja maior ou igual a 0,99. O grafico da anélise de

residuos a fim de avaliar a adequagéo do modelo esta representado na Figura 25.
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A partir dos graficos obtidos pode-se dizer que o método apresentou

relativa aleatoriedade nos pontos ao longo da faixa de trabalho estudada.

Aplicando-se o teste de Cochran (C), determinou-se o C calculado e
comparou-se com C tabelado. O valor obtido para o C calculado foi menor que o
tabelado comprovando-se uma condicdao de homocedasticidade, indicando que a
precisdo das medidas é independente do valor da concentragdo e que a regressao

linear € o modelo matematico adequado.
5.3.2 Limite de Quantificacao e Limite de Deteccao
A partir da otimizacdo do método é possivel obter limites de deteccao e

quantificacdo mais baixos. Para o método proposto os valores de LQ e LD obtidos

estao mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados de LOD e LOQ, obtidos para cocaina, benzoilecgonina e

cocaetileno ap6s o desenvolvimento e otimizagdo do método analitico.

Analito LQ (ng.mL") LD (ng.mL™")
COC 0,5 0,01
BZE 0,5 0,05
COE 0,5 0,001

5.3.3 Efeito Matriz

A avaliagéo do efeito matriz foi realizada através da fortificacdo da matriz
com os analitos na concentragdo de 1,5 e 7,04 ng.mL' em sextuplicata de preparo. O
resultado obtido para a matriz foi comparado com o resultado obtido com os analitos
em solugao diluente. Ao final da analise pode-se observar valores de CV < 15%, ou
seja, nenhuma substancia presente na matriz esta interferindo na analise pelo método

validado.

A Tabela 14 mostra os valores encontrados para o teste.



Tabela 14. Resultados obtidos para o teste de efeito de matriz para cocaina,

benzoilecgonina e cocaetileno em cabelo.

Analito
CcOoC BZE COE
Média FMN 1,01 0,99 0,98
Desvio Padrao 0,04 0,03 0,03
CV (%) 3,4 3,7 2,8

*FMN: Fator de matriz normalizado

FMN = Resposta do analito em matriz/Besposta do Pl em matriz

Resposta do analito em solugao/Resposta do Pl em solugéo

5.3.4 Seletividade
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O teste de seletividade foi analisado através de inje¢cdes de 6 amostras

branco obtidas de fontes distintas. Nao foram observados picos de interferentes

préximo aos tempos de retencao dos analitos e nem dos seus padrdes internos como

mostrado na Figura 25.
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5.3.5 Estabilidade de longa duracao dos analitos em matriz

Para o estudo da estabilidade de longa duracdo dos analitos na matriz de
cabelo adotou-se a analise no periodo de 120 horas em condi¢des de armazenamento
no amostrador do equipamento onde ficam as amostras a serem injetadas com
temperatura controlada de 10°C, e a analise foi feita através da comparacédo da
amostra recém fortificada com a concentracao calculada apds o tempo pré-definido
da mesma amostra.

De acordo com a RDC 27, a estabilidade é demonstrada quando nédo se
observa desvio superior a 15% da média das concentracbes obtidas, portanto, de
acordo com os resultados obtidos, os analitos em estudo, mostraram-se estaveis

frente as condicdes analisadas como mostrado nas Tabelas 15, 16 e 17.

Tabela 15. Estabilidade da benzoilecgonina na matriz de cabelo por um periodo de
120 horas.

Amostra Recém  Amostra apos

fortificada 120 horas
Média 1,546 1,523
CQB (ng/mL)
BZE DPR (%) 1,54 0,27
CV (%) 1,05
Média 6,932 6,77
CQB DPR(%) 0,16 0,30

CV (%) 1,67
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Tabela 16. Estabilidade da cocaina na matriz de cabelo por um periodo de 120 horas.

Amostra Amostra apo6s
Recém 120 horas
fortificada
Média (ng/mL) 1,550 1,545
CcQB DPR (%) 1,54 0,27
COC CV (%) 0,24
Média 6,948 6,892
CQB DPR(%) 0,22 1,45
CV (%) 0,57

Tabela 17. Estabilidade do cocaetileno na matriz de cabelo por um periodo de 120

horas.
Amostra Recém  Amostra apos
fortificada 120 horas
Média 1,521 1,45
CQB (ng/mL)
COE DPR (%) 3,04 1,07
CV (%) 3,17
Média 7,51 7,34
CQB DPR(%) 0,21 0,79
CV (%) 1,64

5.3.6 Precisao inter e intra-ensaio

Os resultados de precisédo intra e inter-ensaio foram determinados pelo
célculo de imprecisao do desvio padrao relativo (RSD %), onde foram feitas analises
de amostras de cabelo fortificadas com 4 (quatro) niveis de concentragédo diferentes
dos analitos. Os resultados foram expressos em CV (%), ndo se admitindo valores
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superiores a 15%, exceto para a menor concentragéo avaliada (0,5 ng.mL"), para a
qual se admite valores menores ou iguais a 20%.

Foram obtidos CV < 15% para todos os analitos, para todos os niveis de
concentragdo estudados. Todos os valores obtidos apresentam-se dentro desse
intervalo e, portanto, 0 método esta de acordo com os parametros exigidos pela RDC
27.

Os resultados obtidos para o teste de precisdo do método estédo
apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados obtidos para os ensaios de precisdao do método de deteccao

de cocaina e seus metabdlitos em cabelo.

Parametro Valores
CcOoC
C1 C2 Cc2 C4
Precisao intra-ensaio (CV%) 2,15 2,62 2,08 2,60
Precisao inter-ensaio (CV%) 3,69 1,94 3,92 2,04
BZE
C1 C2 Cc2 C4
Precisao intra-ensaio (CV%) 3,21 2,62 3,25 1,20
Precisao inter-ensaio (CV%) 5,61 5,11 2,53 1,81
COE
C1 C2 Cc2 C4
Precisao intra-ensaio (CV%) 0,50 1,47 2,13 1,77
Precisao inter-ensaio (CV%) 3,55 3,28 2,01 2,98

5.3.7 Aplicacao do método validado em amostras reais

A fim de comprovar a eficiéncia do método desenvolvido e validado, o
mesmo foi aplicado em amostras reais de cabelo provenientes do Instituto Médico
Legal — IML de Séao Paulo. O método foi aplicado para um total de 5 amostras e todas
as amostras de cabelo foram adicionadas do padrao interno deuterado.
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Nas Figuras 26 e 27 estao representados exemplos dos cromatogramas
obtidos referentes as amostras de cabelo analisadas. Dentre as amostras analisadas,
a COC e BZE foram detectadas em 2 amostras analisadas (a-b). O COE foi detectado

em apenas uma das amostras analisadas.
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Figura 26. Amostra de cabelo onde nao foi detectada a presenca de COC e

metabolitos.
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Figura 27. Cromatogramas das amostras reais positivas de cabelo provenientes do
Instituto Médico-Legal.

Na Tabela 19 estdo representadas as concentragdes (ng.mg') obtidas na
analise das amostras de unhas provenientes do IML.

Tabela 19. Concentragdes (ng.mg') encontradas nas amostras de cabelo analisadas.
Amostra COC (ng.mg™) BZE (ng.mg) COE (ng.mg™)
A 0,896 0,476 <LQ
B 1,996 0,2114 N.D.

< LOQ: valores encontrados abaixo do limite de quantificacao do método (0,50ng/mg)
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6. DISCUSSAO

Embora o consumo de cocaina vem apresentando-se estavel ainda ha um
namero grande de pessoas que sao vitimas da mesma, devido a isso, tem -se
observado interesse no desenvolvimento de novas técnicas mais rapidas e sensiveis
para deteccdo de drogas de abuso, além de novas matrizes alternativas para a
deteccao das mesmas.

Entre as principais vantagens do cabelo encontram-se a sua boa
estabilidade, sendo facilmente armazenado, tempo longo de deteccéao apresentando
também a possibilidade de estabelecer o uso de forma cronolégica de acordo com a
parte analisada além de que a coleta de amostra é obtida de forma nao invasiva.
Entretanto algumas desvantagens também devem ser consideradas como a facilidade
de contaminacao externa, por isso a importancia de realizar uma descontaminacao
minuciosa se necessario com o0 uso de solventes organicos, como por exemplo
metanol, tomando o devido cuidado para remover apenas 0s contaminantes da

superficie.

E normal que a COC e seus metabdlitos sejam incorporados na matriz
queratinizada em quantidades relativamente pequenas, no entanto a técnica de LC-
MS/MS mostra-se mais sensivel quando comparada a outras técnicas mais
comumente utilizadas atualmente, possibilitando deteccdes baixas da droga de abuso
na matriz utilizada e com isso maior confiabilidade dos resultados das analises.

O método otimizado e validado proposto por este trabalho permite a
separacao e a identificagao dos compostos em um tempo menor que 10 minutos ponto
positivo quando comparado com os outros métodos ja descritos na literatura e uma
vantagem quando a analise for realizada em grande escala ha além da reducdo do
tempo de analise com resultados mais rapidos como também reducéo no consumo de
solventes. Acetonitrila e gua com adi¢ao de aditivos volateis tais como &cido férmico
e formiato de aménio utilizando um sistema de separacdo em gradiente foram os
solventes escolhidos como fases méveis, pois permitiram uma satisfatéria separacao
dos analitos com resolucédo esperada entre os picos. A acidificacdo da fase movel foi
necessaria porque proporcionou a melhora na protonacdo do grupo amina dos
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analitos alvos, favorecendo a ionizacdo no modo positivo e com isso uma intensidade
de sinal maior. Apos a otimizacao do método proposto, houve uma nitida melhora dos
picos cromatograficos, bem como ganho da intensidade do sinal o que possibilita obter
um meétodo com maior sensibilidade, e consequentemente detectar compostos de
baixas concentracdes. O método de extracao também foi muito mais rapido do que os
publicados na literatura, gastando em média uma hora para a realizacdo de toda a
etapa de extragao. A utilizagdo de agua como solvente principal de lavagem conseguiu
retirar toda a droga incorporada na superficie do cabelo deixando posteriormente a
amostra foi deixada em metanol por um curto intervalo de tempo e com isso

diminuindo riscos de extragcdo no momento da descontaminacédo da amostra.

ApGs ajuste todos os parametros, foi possivel obter picos definidos e um
ganho de intensidade do sinal significativamente maior, o0 que acarretou em um
método mais sensivel e, consequentemente, na obtencado de menores valores de LD
e LQ.

A etapa de validacao realizada mostrou que o método é rapido e eficaz na
identificagédo e determinagao de cocaina e metabdlitos em amostras de cabelo. Todos
0s parametros validados para os analitos COC, BZE e COE mostraram-se dentro do
proposto pela legislacéo, a linearidade com r? maior que 0,99 conclui que modelo de
regressao linear apresenta-se adequado para as determinacdes analiticas em estudo.
Além do mais, foram obtidos bons resultados de precisao intra- e inter-ensaio, o
método mostrou-se especifico para os analitos em estudo e nédo foi observado

nenhum efeito de matriz.
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7. CONCLUSAO

O cabelo vem sendo utilizado atualmente como terceira matriz de escolha
na detecgdo de cocaina devido a todos os beneficios apresentados com isso a
importancia de desenvolvimentos de novos métodos para analise que permite cada

vez mais resultados rapidos e confiaveis.

A analise no método desenvolvido e validado permitiram obtencao na
reducao do tempo de andlise instrumental e no tempo de preparo da amostra quando
comparado com outros métodos descritos na literatura. A analise de cabelo através
do método por LC-MS/MS utilizando acetato de etila como solvente extrator, mostrou
ser rapido, eficiente e aumentou significativamente os valores de LOD da cocaina e
metabdlitos. As condicdes cromatograficas utilizadas permitiram a separacao e
identificacdo dos compostos em um tempo menor que 10 minutos o que acaba sendo
vantajoso quando se trata em analises rapidas e consequentemente reduzido

consumo de solventes.

O método mostrou-se rapido, eficiente e seletivo para quantificagdo de
COC e seus metabdlitos em cabelos sendo viavel para fins de documentar o uso
retrospectivo e/ou cronico a cocaina para os mais diversos fins de aplicagdo. Podendo
ser aplicado em varias ocasides como no ambiente de trabalho, clinico, forense,
epidemioldgico, esporte entre outros.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

Grupos de cadaveres

Titulo do projeto N® cadastro

PERFIL TOXICOLOGICO POST-MORTEM DE UNHAS E
CABELOS: UMA FERRAMENTA METABOLOMICA NA
INVESTIGACAO CRIMINAL

AUTORIZACAO DE COLETA DE AMOSTRA POR MEMBRO FAMILIAR

O nosso OBJETIVO ¢ avaliar a presenca de substancias como maconha,
cocaina e anfetaminas nas matrizes de unhas e cabelo de cadaveres a fim de

desenvolver novos métodos de deteccao dessas substancias.

Sendo assim, essa pesquisa constitui uma importante ferramenta cientifica na
elucidacdo da causa mortis conjunta a area da patologia clinica, com énfase na

toxicologia forense, devido a sua alta estabilidade em relacao ao periodo post-mortem.

COMO FAREMOS ISSO?

-Utilizaremos amostra de unha ou cabelo, por meio de autorizagdo do
responsavel legal do falecido, para verificacdo da presenca/auséncia de drogas.

-Destaca-se que a coleta nao é invasiva e é relativamente facil, tornando-a
um importante objeto de estudo, perante isso, venho através desse solicitar a
utilizacado do termo de consentimento livre esclarecido, pois, mesmo que a amostra

requerida para o projeto seja denotada como amostra de descarte, trata-se de vidas
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que devem ser respeitadas, por isso, compulsoéria a peticdo de autorizacdo dos

familiares para o seu uso.

ATENCAO

-A autorizacdo da coleta de amostra para participacao neste estudo é totalmente

voluntaria e a identidade do cadaver sera mantida em sigilo.

-Todas as informacdes de identificacdo pessoal coletadas serao mantidas de forma
confidencial.

-O nome do participante ndo sera vinculado aos resultados desse estudo quando os
mesmos forem publicados, porque os dados serdao avaliados e divulgados de forma

coletiva.

-As informagdes sobre presenca de substancias na unha e cabelo serdo acessadas
por um cddigo de identificagdo impessoal e utilizadas apenas pelo grupo de
pesquisadores deste projeto.

RISCOS E BENEFICIOS: Nao ha riscos previstos, bem como nao havera beneficios
diretos ao cadaver

RESSARCIMENTO: Nao havera ressarcimento.

PARA DEMAIS INFORMACOES vocé podera entrar em contato com a Dra. Nelci

Fenalti Hoehr pelo telefone 19- 3521-9455 ou com seus alunos Julio César Santos

Junior, Carla Giane Loss e Ana Paula Borgo pelos telefones 19-994238260, 19-
982146928, 19-983034391, respectivamente (em horario comercial) ou através dos e-

mails: juliocsj@fcm.unicamp.br, carlagiane@gmail.com, e apborgo@gmail.com.
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Endereco Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, Bairro Barao Geraldo, campinas-SP.
CEP 13083881. Faculdade de Ciéncias Médicas - Departamento de Patologia Clinica,
UNICAMP.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) recebe reclamacdes e denlincias sobre os
aspectos éticos deste estudo pelo telefone 19-35218936 ou pelo e-mail
cep@fcm.unicamp.br

Endereco Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126. Bairro Bardo Geraldo, Campinas-SP.
CEP 13.083-887

Declaro, ter lido e discutido o conteudo do presente Termo de Consentimento e
concordo em autorizar a coleta de amostra para esse estudo de forma livre e

esclarecida. Também declaro ter recebido copia deste termo.

]

Assinatura do responsavel legal Data
]

Assinatura do responsavel pela coleta Data

Campinas, de de
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

Grupo VIVO

Titulo do projeto N® cadastro

PERFIL TOXICOLOGICO POST-MORTEM DE UNHAS E
CABELOS: UMA FERRAMENTA METABOLOMICA NA
INVESTIGACAO CRIMINAL

VOCE esta sendo CONVIDADO a participar de uma pesquisa desenvolvida pela
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Os pesquisadores responsaveis sao
a Dra. Nelci Fenalti Héehr junto com seus alunos Julio César Santos Junior, Carla
Giane Loss e Ana Paula Borgo.

O nosso OBJETIVO ¢ avaliar a presenca de substancias como maconha, cocaina e
anfetaminas nas unhas e cabelo de pessoas, a fim de desenvolver novas técnicas

analiticas para detectar drogas nesses materiais.

COMO FAREMOS ISSO?
- Utilizaremos amostras de unhas ou cabelo fornecidas pelo voluntario, onde

auxiliaremos na coleta do material, para verificar a presenca de drogas.

A SUA PARTICIPACAO CONSISTIRA EM:

1) Doar amostras de unhas e/ou cabelo;

2) Responder algumas perguntas, através de uma entrevista, sobre sua idade e
histérico de uso de drogas nos ultimos meses.
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- O TEMPO necessério para realizar a coleta e responder as perguntas é de
aproximadamente dez (10) minutos.

- ATENCAO:

A sua participagdo neste estudo € totalmente voluntaria e sua identidade sera

mantida em sigilo.

Algumas perguntas poderdo lhe gerar um certo desconforto, por isso mesmo que
tenha concordado em participar desta pesquisa, vocé podera desistir a qualquer

momento, sem ter que dar qualquer justificativa ou explicacao.

RISCOS E BENEFICIOS: N&o h4 riscos previstos, bem como nao havera beneficios

diretos ao participante.
RESSARCIMENTO: Nao havera ressarcimento ao participante.

Todas as informacdes de identificacdo pessoal coletadas serdo mantidas de forma
confidencial.

O seu nome nao sera vinculado aos resultados desse estudo quando os mesmos

forem publicados, porque os dados seréo avaliados e divulgados de forma coletiva.

As informagdes sobre presenca de substéncias de unha e cabelo serdo acessadas
por um cbdigo de identificacdo impessoal e utilizadas apenas pelo grupo de
pesquisadores deste projeto.

Sinta-se a vontade para esclarecer quaisquer duvidas antes de decidir sobre a sua

participacao no estudo.

PARA DEMAIS INFORMAGCOES vocé podera entrar em contato com a Dra. Nelci
Fenalti Hoehr pelo telefone 19- 3521-9455 ou com seus alunos Julio César Santos

Junior, Carla Giane Loss e Ana Paula Borgo pelos telefones 19-99423826, 19-
982146928 e 19-983034391 respectivamente (em horario comercial) ou através dos

e-mails: juliocsj@fcm.unicamp.br e carlagiane@gmail.com, apborgo@gmail.com.
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Endereco Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, Bairro Bardo Geraldo, campinas-
SP. CEP 13083881. Faculdade de Ciéncias Médicas - Departamento de Patologia
Clinica, UNICAMP.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) recebe reclamacdes e denlncias sobre os
aspectos éticos deste estudo pelo telefone 19-35218936 ou pelo e-mail
cep@fcm.unicamp.br

Endereco Rua Tessélia Vieira de Camargo, 126. Bairro Bardao Geraldo, Campinas-SP.
CEP 13.083-887

Declaro, ter lido e discutido o conteudo do presente Termo de Consentimento e
concordo em participar desse estudo de forma livre e esclarecida. Também declaro

ter recebido cépia deste termo.

]
Assinatura do participante Data

]
Assinatura do familiar responséavel legal Data

]
Nome do responsavel pela coleta Data

Campinas, de de




ANEXO C
FACULDADE DE CIENCIAS

MEDICAS - UNICAMP w"ln
(CAMPUS CAMPINAS)
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PERFIL TOXICOLOGICO POST-MORTEM DE UNHAS E CABELOS: UMA
FERRAMENTA METABOLOMICA NA INVESTIGAGAD CRIMINAL

Pesquisador: JULIO CESAR SANTOS JUNIOR

Area Tematica:

Versdo: §

CAAE: 17753813.3.0000.5404

Instituig o Proponente: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNIC AMP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 681,045
Data da Relatoria: 19/05/2014

Apresentagdo do Projeto:

O estudo prevé a utilizagido da unha e ¢ cabelo, materais bicldgicos de facil cbtencac, na avaliagio do perfil
toxicolégico envolvido em investigagbes criminais Pretende-se realizar a caracterizagdo de compostos em
misturas complexas através da V-ESI-MS e MS Fingerprinting (injecéo direta), Outra estratégia a ser
empregada serd o uso de polimeros molecularmente

impressos (MIPs), que pessuem materais polimericos sinteticos com sitios especificos, que facilitam o
reconhecimento e a captagdc do analito em amostras complexas com economia de tempo e de custo.
Assim, o presente frabalho visa o desenvolvimento de metodologias analiticas para analise de compostos
anfetaminicos, canabinoides e opidceos, empregando o uso dos MIPs como método de preparo refinado de
amostra que serdo auxiliares para a utilizagdo da técnica de (V-EASI-MS) para a identificacdo dos
compostos presentes tantc na unha quanto no cabelo. O estabelecimento de novas metodologias na area
de toxicologia forense permitira o aprimoramento no desenvolvimento cientifico na formagao de
pesquisadores e tambem de profissionais em area de grande relevancia e forte demanda em Ciéncia e
Tecnologia no Erasil.

Objetivo da Pesquisa;
Definir os teores de drogas de abuso (compostos anfetaminicos, canabindides e opidceos)

Endereco: Rua Tessdla Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barfo Gemkdo CEP: 13.083-887
UF: 5P Munikciple: CAMPINAS
Telefone: (10)3521-8036 Fax: (19)3521-T187 E-mall: cepffom. unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP w«p
(CAMPUS CAMPINAS)

Conimuinido do Parecer: 881.045

presentes na unha e cabelo de cadaveres putrefeitos e ndo putrefeitos utilizando V-EASI-MS.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos; Como se trata apenas de amostra de unha e cabelo de descarte, ou seja, ndo envolve o paciente
diretamente, ndo apresenta riscos tampouco beneficios aos participantes da pesquisa ou seus
representantes legais.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto criginal e relevante, com proposta de aplicagio da técnica de espectrometria de massa V-EASI-MS
a detecgio de droga adigio em cadaveres, cujos resultados serfio comparados a um grupo de intemados
em enfermaria com histérico comprovado de drogas de abuso.

Critéric de Inclusio:

Para o grupo Cadaveres: cadaveres putrefeitos ou nao putrefeitos, de causa mortis desconhecida, ou seja,
cadaveres encontrades em locais suspeitas (rios, terrenos, etc.); cadaveres cuja morte se deu par
envelvimento em situagbes delituosas suspeitas (assassinato, homicidio, etc.), onde & importante a
realizagao de exames toxicolégicos.

Para o grupo vivo: Pacientes internados na enfermaria psiquiatrica com histérico

de uso de drogas de abuse, onde & importante fazer o exame toxicoldgico.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram apresentados o projeto original, o formularic gerado pela Plataforma Brasil, Folha de Rosto
devidamente assinada e ¢ TCLE que estdo condizentes com as premissas da Resolugao 466-2012,
CNS,MS. O TCLE apresenta todos os elementos necessarios, tendo sido adequadamente ajustado as
recomendagdes realizadas. Riscos e beneficios, assim com a metodologia como um todo estio satisfatarios
as exigencias éticas do siterna CEP-CONEP.

Ha carta de anuéncia do estudo, emitida pela comisséo cientifica do Instituto Medico legal- IML.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgtes:
Aprovado em reunido de colegiado, em 27-05-2014.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Mao
Enderego: Rua Tessilia Vieirade Camargo, 126
Bairro: Bardo Gemldo CEP: 13.083-887
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefone: (1935218935 Fax: (18)3521-7187 E-mail: cep@fcm unicamp.br
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Continuscio do Parecer: 681,045

Consideragbes Finais a critério do CEP:

- Se o TCLE tiver mais de uma pagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, e o
pesquisador responsavel deverdo rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas assinaturas na
tltima pagina do referido termo (Carta Circular n® 003/2011/CONER/CNS),

- Cabe ao pesquisador desenvolver a pesquisa confoerme delineada ne profocole aprovado, elaborar e
apresentar os relatdrios parciais e final, bem como encaminhar os resultados para publicagdo com os
devidos creditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do projete (Resolugao
466/2012 CNS/MS). Os relatorios deverdo ser enviados atraves da Plataforma Brasil- icone Notificagio.

- Eventuais modificaches ou emendas ao protocolo deverdo ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada (com destaque) e suas justificativas. As
modificagdes deverdo ter parecer de aprovagio deste CEP antes de serem implementadas.

CAMPINAS, 10 de Junho de 2014

Assinado por:

Fatima Aparecida Bottcher Luiz
(Coordenador)
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