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RESUMO

O consumo da cocaina (COC) segue aumentando no Brasil, tornando-se
maior a preocupacao da area de seguranca publica. Neste contexto, a
toxicologia forense utiliza cada vez mais as amostras ndo convencionais
como o cabelo (CB), que apresenta vantagens como longa janela de
deteccdo e viabilidade de coleta em cadaveres com estagio avancado de
decomposicdo. Assim, este estudo propde desenvolvimento, validacéo e
aplicacdo de uma metodologia para quantificagio de COC e
benzoilecgonina (BE) em amostras de CB, empregando a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com Detector de Arranjo de Diodos
(DAD). O preparo da amostra iniciou com as etapas de lavagem e
fragmentacdo, avaliando o emprego de agente emulsificador e
pulverizacéo, respectivamente. Na digestdo do CB avaliou-se 4 solugdes:
metanol, HCI 0,1 M, solucdo metandlica de HCI 0,1 M e metanol com
HCI 0,1 M. Todas foram mantidas a 45 °C por 16 horas. O sobrenadante
foi submetido a Extragdo em Fase Sélida (EFS). Nesta avaliou-se o pH
da amostra e do tampao utilizado, assim como o eluente. Considerando a
CLAE foram avaliados o tipo e proporcao dos solventes, modo de eluigdo
e fluxo da fase mével (FM). A validagdo contemplou: linearidade, limite
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo, recuperacao,
especificidade/seletividade e efeito memoria. O método foi aplicado em
22 amostras de CB de casos atendidos no Instituto Geral de Pericias de
Santa Catarina (IGP/SC). Como resultado, para a lavagem foi utilizado
tween 80 0,1 % e diclorometano em banho de ultrassom. A fragmentacao
foi realizada com tesoura seguida de pulverizagdo com gral e pistilo. A
melhor solucédo digestora foi a mistura de metanol com HCI 0,1 M. Para
a EFS utilizou-se pH 6 para amostra e tampdo, e o solvente de escolha foi
hidroxido de ambnio 5% em metanol. Para a CLAE, obteve-se:
acetonitrila:acetato de aménio 10 mM (FM) com eluicdo em modo
gradiente na proporg¢do 13:87 a 80:20 em 13 min; fluxo de 0,6 mL/min.
Quanto a validagdo, o método foi linear na faixa de trabalho selecionada.
Os LD e LQ em ng/mg de CB obtidos para BE e COC foram: 0,28; 0,27
e 0,95; 0,91. Para a precisdo obtiveram-se coeficientes de variagdo (CVs)
médios de 11,68 % (BE) e 7,41 % (COC). As exatidGes médias foram de
94,8 (BE) e 97,63 (COC), e as recuperagdes médias, 85,63 (BE) e 80,36
(COC). Na especificidade/seletividade nenhum dos 15 compostos
avaliados apresentou tempo de retencdo (TR) semelhante aos da COC e
BE, no entanto, amostras com tinta preta apresentaram interferéncia que
inviabilizou a anélise. No efeito meméria observou-se contaminacdo a



partir de 50 pg/mL eliminada com altera¢des na lavagem do amostrador
automatico. Das 22 amostras reais, em 7 nao foi detectado nenhum dos
analitos de interesse em uma delas apenas COC e em outra apenas BE.
Nas 13 restantes foram detectadas BE e COC, variando as concentracdes
de 2,33 a2 123,03 pg/mg de BE e 2,17 a 127,05 png/mg de COC. Diante do
exposto pode-se inferir que o desenvolvimento das etapas pré-analiticas
e analiticas foram importantes para o método proposto e validado,
tornando-o passivel de implementacdo na rotina de um laboratério
forense. O trabalho ainda proporcionou a criagcdo de um Procedimento
Operacional Padrdo (POP), a ser disponibilizado ao IGP/SC. Ao analisar
as amostras de CB de casos reais observou-se as duas principais
vantagens desta amostra, sua longa janela de deteccéo e a viabilidade de
coleta e analise quando as amostras convencionais ndo estdo disponiveis.
Esses achados, ja conhecidos da comunidade cientifica, reforcam a
importancia da utilizacdo de tais amostras como alternativa na toxicologia
forense.

Palavras Chave: Cocaina, Benzoilecgonina, Cabelo, Toxicologia
Forense, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Procedimento
Operacional Padréo.



ABSTRACT

The cocaine (COC) use continues to increase in Brazil. This becoming a
concern in public security area. In this context, forensic toxicology
increasingly uses unconventional samples such as hair. Those in contrast
to the most usual samples, have advantages. An example is the long
detection window and their viability even in cadavers in an advanced
stage of decomposition. Thus, the present work proposes the
development, validation, and application of a methodology for
quantification of COC and benzoylecgonine (BE), in hair samples, using
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) with Diodes Array
Detector (DAD). Sample preparation started with washing and
fragmentation stages. In these was evaluating the variables, emulsifying
agent use and sample pulverization, respectively. For hair digestion, 4
solutions were analyzed: methanol, 0.1 M HCI, 0.1 M HCI methanolic
solution and methanol with 0.1 M HCI. All were kept at 45 °C for 16
hours. After, the liquid phase was subjected to Solid Phase Extraction
(SPE) and the pH of the sample and the buffer used, as well as the eluent,
were evaluated. Considering the HPLC, the type and proportion of the
solvents, elution mode and mobile phase (MP) flow were evaluated. The
validation included: linearity, limit of detection (LD) and quantification
(LQ), precision, accuracy, recovery, specificity/selectivity and carryover.
The method was applied to 22 hair samples from victims of cases attended
at the Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina (IGP/SC). As result,
for washing step was using tween 80 0.1 % and dichloromethane in an
ultrasonic bath. The fragmentation was performed with scissors followed
by pulverization with pestle and mortar. The best digestion solution was
the methanol mixture with 0.1 M HCI. For SPE the pH chosen for sample
and buffer was 6 and elution solvent was 5 % ammonium hydroxide in
methanol. For HPLC, the MP was acetonitrilezammonium acetate (10
mM). The elution mode was a gradient starting with 13:87 to 80:20 in 13
min; flow rate of 0.6 mL/min. About validation, the method was linear in
the working range. The LD and LQ in ng/mg of hair obtained for BE and
COC were: 0.28; 0.27 and 0.95; 0.91, respectively. For precision, the
relative standard deviation (RSD) of 11.68 % (BE) and 7.41 % (COC)
were obtained. The accuracy were 94.8 (BE) and 97.63 (COC), and mean
recoveries were 85.63 (BE) and 80.36 (COC). In the
specificity/selectivity, none of the 15 compounds evaluated had retention
time (RT) similar to those of COC and BE. However, dyed samples
presented interference that made analysis impossible. In carryover,



contamination after analysis of a 50 pg/mL concentration was observed.
That was eliminated with changes in automatic sampler parameters. For
the 22 real samples analyzed, in 7 no COC or BE was detected, in one of
them only COC and in another just BE. In the remaining 13, BE and COC
were detected, and the concentrations range was 2.33 to 123.03 pg/mg of
hair (BE) and 2.17 to 127.05 pug/mg of hair (COC). All things considered,
it can be inferred that the development of pre-analytical and analytical
steps was important for the validated method, that can be implemented in
the routine of a forensic laboratory. The work also provided a standard
operating procedure, that is available to the IGP/SC. About samples from
IGP/SC at its headquarters in Joinville was observed the two main
advantages of the unconventional samples. First, their long detection
window and second, the analysis viability at times when most usual
samples are not available. These findings, already known by the scientific
community, reinforce the importance of using such samples as an
alternative to forensic toxicology.

Keywords: Cocaine, Benzoylecgonine, Hair, Forensic Toxicology, High
Performance Liquid Chromatography, Standard Operating Procedure.
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1. INTRODUCAO
1.1. COCAINA

A cocaina (COC) é um alcaloide natural, extraido da planta
Erythroxylon coca (figura 1), isolado pela primeira vez em 1859, pelo
quimico alemdo Albert Niemann. Dentre os alcaloides encontrados na
planta (cafeina, nicotina, morfina, COC, riboflavina e tiamina), a COC foi
encontrada em maior concentracdo, cerca de 80% (FERREIRA,;
MARTINI, 2001).

Historicamente o primeiro vestigio encontrado data de 2100 A.C.
na regido sudoeste do Equador. O uso desta planta era comum na cultura
Sul-Americana e estava associada a eventos sociais e religiosos (KARCH,
1989; PLOWMAN, 1985 apud BOTELHO, 2011).

Figura 1- Arbusto jovem de Erythroxylon coca.

Fonte: Brunker (2012).

A partir de 1884 o efeito de anestesia local da COC foi descrito e
seu uso para fins medicinais foi difundido por Sigmund Freud, que neste
mesmo ano chegou a escrever um livro intitulado Uber coca (sobre a
coca), onde descreve e recomenda os diversos usos terapéuticos da coca.
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A COC na forma de cloridrato, sintetizada em laborat6rio pela primeira
vez por Willstatt em 1902, também era recomendada para depresséo,
tuberculose, problemas gastricos, asma e ainda para o tratamento da
dependéncia de morfina e éalcool. Freud utilizou o fA&rmaco que dizia ser
uma droga milagrosa, para tratar dois de seus amigos, ndo demorando
muito tempo para perceber seus efeitos toxicos. Apenas quatro anos
depois da publicaggo de seu livro, Freud se “retratou” declarando que a
COC possuia diversos inconvenientes e um potencial de dependéncia
(FERREIRA; MARTINI, 2001; BOTELHO, 2011).

Diante das observacdes dos efeitos nocivos da COC, viu-se a
necessidade da proibi¢do do uso desta droga. Os Estados Unidos foi o
primeiro pais a fazer isso, com a Harrison Act em 1914, uma lei, que
tornou ilegal a distribuicdo e o uso, além de regulamentar a producao e
revenda de COC, assim como as taxas envolvidas nestes processos. No
Brasil, a proibigdo do uso dessa droga surgiu em 1921 com o Decreto-lei
4.292 de 06 de julho de 1921, que estabeleceu a puni¢éo para venda e uso,
assim como o procedimento para internacdo compulséria e voluntaria
para 0 tratamento da dependéncia (FERREIRA; MARTINI, 2001;
BAHLS; BAHLS, 2002).

Com a proibigdo e a “propaganda negativa” feita com relagdo aos
efeitos nocivos da COC, o uso da mesma reduziu consideravelmente.
Porém, a partir da década de 80, o consumo voltado para fins recreativos
ressurgiu. Estudo feito nos anos de 1987, 1989, 1993, 1997 e 2004 pelo
Centro Brasileiro de Informag6es sobre Drogas Psicotrépicas (CEBRID)
do Departamento de Psicobiologia da Escola Paulista de Medicina,
mostrou o aumento de quatro vezes no consumo de COC nos quatro anos
do estudo, passando de 0,5 para 2% da populagdo avaliada (CEBRID,
2010; LEITE, 1999 apud BAHLS; BAHLS, 2002).

Segundo o Departamento de Drogas e Crimes das Nagdes Unidas
(UNODC - do inglés United Nations Office on Drugs and Crime, 2015),
0 uso da COC estd em constante aumento no Brasil, sendo uma
preocupacdo para a salde publica. Esta droga também ganha destaque no
estudo de Pericolo (2016), realizado na regido norte de Santa Catarina.
Este traz os dados referentes aos atendimentos de mortes violentas
atendidos pelo Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina (IGP/SC) da
sua sede em Joinville (cidade localizada ao norte do Estado). Tal estudo
conclui que de 2013 a 2015 a substancia mais detectada nas analises
toxicoldgicas foi a COC.
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A COC pode ser usada por diferentes vias de administracdo, sendo
as mais comuns: intranasal (IN), intravenosa (IV), e pulmonar, através do
fumo da pedra de crack. Os usudrios desta droga fazem uso em busca dos
efeitos sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), sendo estes: euforia,
agitacdo, desinibigéo para se comunicar, e estado de alerta com relagéo as
sensacgdes de visdo, audicdo e tato. Pode ser observado ainda diminuigéo
temporaria da necessidade de alimento e sono (REGO JUNIOR, 2010).
Tais efeitos sdo decorrentes da inibicdo da recaptacdo das monoaminas
(noradrenalina, serotonina e dopamina) pelos neurbnios pré-sinapticos,
permitindo que esses neurotransmissores permanecam mais tempo na
fenda sindptica, aumentando consequentemente a atividade desses trés
sistemas (LOPER, 1989).

Outro sistema bastante afetado pela COC é o cardiovascular. Esta
droga o atinge de diferentes maneiras, seja por acdo no sistema nervoso
simpético (inibi¢do da recaptacdo da noradrenalina), nos cardiomidcitos,
nos vasos, no endotélio, ou no sistema plaquetario. Em casos mais graves
pode ocorrer infarto, arritmias e parada cardiaca, causando a morte do
usuario (para revisdo ver STANKOWSKI; KLONERB; REZKALLA,
2015).

Além de ser uma preocupagdo para a salde publica, a COC
também é uma preocupacdo crescente do ramo de seguranga publica.
Sabe-se que o0 uso de COC esta fortemente associado com violéncia e
morte violenta. No Brasil ha varios estudos que mostram esta relacdo, que
se da pelos efeitos da droga, seja no comportamento humano (agitacéo,
irritabilidade e ansiedade, que gera um comportamento ativo pela busca
da droga, envolvendo neste caso o trafico), ou no organismo, com 0s
efeitos cardiovasculares que podem levar a parada cardiaca e morte
(BEATO FILHO etal., 2001 apud TOLEDO, 2003).

Com relacéo a sua cinética, em estudo realizado por Cone (1995),
observou-se um pico plasmatico de 5 min, para a droga fumada ou
injetada (IV), e de cerca de 50 min para o uso IN. Ainda neste estudo
obteve-se as concentragdes plasmaticas maximas que variaram de 98-349
ng/mL para IV (dose administrada de 25 mg), 154-345 ng/mL para droga
fumada (dose administrada de 42 mg) e 40-88 ng/mL para a via IN (dose
administrada de 32 mg).

A COC apresenta uma extensa distribuicdo extravascular, tendo
um volume de distribui¢&o no estado de equilibrio (Vss) de 1,6 a 2,7 L/kg.
Ela se liga extensamente as proteinas plasmaticas, cerca de 91% quando
em baixas concentracfes. A distribui¢do ocorre de forma rapida, sendo
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gue 0s 0rgaos que recebem a maior concentracdo sdo cérebro, bago, rim
e pulmao, seguido de sangue, coracdo e musculos (KARCH, 1998).

Nos seres humanos, a principal reacdo de biotransformacdo da
COC ¢ de hidrolise das ligacdes ésteres, promovida por colinesterases
plasmaticas e hepaticas. Os dois principais produtos de biotransformacéo
sd0 o éster de metilecgonina (EME) e a benzoilecgonina (BE), que podem
representar até 90% da biotransformagéo da COC. O EME é formado por
acdo das colinesterases, enquanto a BE é formado por desmetilacdo, que
pode ocorrer espontaneamente no pH fisiolégico. A BE pode ainda sofrer
N-desmetilagdo produzindo benzoylnorecgonina. Outras reagfes podem
ocorrer com esses dois produtos majoritarios, sendo eles transformados
em ecgonina (KARCH, 1998; FERIGOLO; SIGNOR, 2007).

Outro produto formado, porém, em menor quantidade, € a
norcocaina que ganha destaque por ser o Unico produto de
biotransformacdo biologicamente ativo, formando-se através da N-
desmetilacdo pelo sistema oxidase de funcdo mista hepatica (KARCH,
1998; FEROGOLO; SIGNOR, 2007).

H4& outro produto formado somente quando a COC ¢
coadministrada com etanol, denominado de cocaetileno. Este é formado
no figado por transesterificacdo, e possui um carater lipofilico,
possibilitando-o atravessar a barreira hemato-encefalica e contribuir para
os efeitos no SNC produzidos pela COC. Por outro lado, quando essa é
utilizada na forma de crack, administracdo por via pulmonar, um produto
de pirdlise, éster metilanidroecgonina (AEME), é formado, indicando
desta forma, a exposicdo a COC fumada (KARCH, 1998). Estudos
evidenciam que a AEME, além de apresentar um maior potencial de
adiccdo por meio de modulacdo colinérgica, 0 que poderia por sua vez
justificar o maior potencial de abuso do crack, apresenta maior
neurotoxicidade do que a COC, quando avaliado cultura celular primaria
de hipocampo (GARCIA, 2009, 2014). Um esquema com 0s produtos de
biotransformacdo da COC esté representado na figura 2.



21

Figura 2 - Produtos de biotransformag&o da COC.
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A meia-vida de eliminacdo média é relatada como sendo 244 min
apos a administracdo 1V, 272 minutos apds o uso da droga fumada e 299
minutos apds a administragdo IN, ou seja, variando de 4 a 5 horas
aproximadamente (KARCH, 1998).

1.2. CABELO

Segundo a Sociedade de Andlises em Cabelo (SoHT - do inglés
Society of Hair Testing), o cabelo (CB) é considerado uma boa opcéo
como amostra biolégica, pois é um tecido forte, estavel, menos afetado
por adulterantes ou por curtos periodos de abstinéncia. Tem a vantagem
sobre matrizes tradicionais, como sangue e urina, podendo confirmar a
exposicdo de longo prazo a drogas, ou seja, a um periodo de semanas a
meses, dependendo do comprimento do CB coletado (BOUMBA,;
ZIAVROU; VOUGIOUKLAKIS, 2006). Outras vantagens incluem o
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fato da coleta ndo ser invasiva e da amostra ndo precisar de refrigeracao
para armazenagem.

Quanto a sua estrutura, 0 CB encontra-se dividido em duas partes:
a haste capilar, que se projeta para fora da superficie da pele, e o foliculo
piloso, que se encontra sob a superficie, apresentando uma dilatacdo
terminal denominada por bulbo piloso. Ambas sdo constituidas por
colunas de células epiteliais queratinizadas dispostas, de dentro para fora,
em camadas concéntricas: a medula, o cortex (camada com células que
contém melanina e bastante queratinizadas) e a cuticula, a qual confere
resisténcia fisica e quimica ao CB (CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2008
apud GORDO, 2013; PRAGST; BALIKOVA, 2006 apud GORDO,
2013).

Com relacdo a sua formagdo, o CB provém do foliculo piloso
situado entre 3 a 5 milimetros da superficie da pele. O bulbo piloso,
extremidade do foliculo piloso, ¢ um local de sintese celular e encontra-
se em contato com os capilares sanguineos através da papila dérmica. Ao
redor da papila dérmica ha o centro germinativo formado por células da
matriz (queratinécitos), presentes na membrana basal (figura 3)
(PRAGST; BALIKOVA, 2006 apud GORDO, 2013).

Durante a fase de crescimento ativo do CB, as células da matriz
proliferam-se e diferenciam-se para formar as trés camadas internas
(medula, cortex e cuticula). Estas, antes de serem expulsas para a
superficie do couro cabeludo pelo bulbo piloso através de rapidas divisdes
mitdticas, encontram-se revestidas ainda pela bainha reticular interna,
externa, membrana vitrea e bainha fibrosa (PRAGST; BALIKOVA, 2006
apud GORDO, 2013).
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Figura 3 - Estrutura do CB.
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Com relagéo a constituicdo quimica do CB fazem parte: proteinas
(65 — 95 %), &4gua (15 — 35 %), lipidios (1 — 9 %) e minerais (< 1 %). A
proteina mais abundante é a queratina, a qual € muito rica em cisteina,
aminoacido que contém enxofre, o que confere ao fio resisténcia
(BARROSO et al., 2011 apud GORDO, 2013).

As anélises em amostras de CB iniciaram-se pelos metais, sendo o
primeiro estudo realizado por Hoppe em 1858, buscando detectar arsénio
em CB de cadaveres exumados 11 anos ap6s a morte (LIMA; DA SILVA,
2007; POTSCH et al., 1997 apud GORDO, 2013).

As metodologias analiticas empregadas foram sendo aprimoradas
até que em 1979, Baumgartner publicou o primeiro estudo no qual a
morfina foi detectada pela técnica de Radioimunoensaio (RIA). Neste
mesmo estudo observou-se pela primeira vez que a concentragdo dos
xenobidticos variava ao longo da haste do CB, permitindo a avaliacdo da
exposi¢do do individuo em determinados periodos de tempo. Um ano
depois, em 1980, Klug prop6s a utilizacdo de métodos cromatograficos
para detec¢do de opioides nesta matriz biolégica (BAUMGARTNER et
al., 1979; BALIKOVA, 2005; PRAGS; BALIKOVA, 2006 apud
GORDO, 2013).
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Atualmente as analises toxicol6gicas em amostras de CB ja estdo
bem estabelecidas como analises complementares, tendo aplicabilidade
tanto na toxicologia clinica como forense. Esta amostra tem se mostrado
uma 6tima alternativa em diversos casos forenses, de forma que sua coleta
ja é feita de forma rotineira durante as investigacdes criminais em
diversos paises (COOPER; KRONSTRAND; KINTZ, 2012).

As utilidades das analises nesta amostra alternativa sdo inimeras,
como em casos post mortem, em que o caddver encontra-se em estagio
avancado de decomposicdo, e as amostras convencionais ndo se
encontram disponiveis; em casos de abuso sexual, onde as vitimas, muitas
vezes por vergonha, demoram a denunciar o caso, situagdo na qual a
ampla janela de detec¢do torna-se indispensavel; ou em casos onde ha
suspeita de maus cuidados com criangas, por se tratar de uma amostra ndo
invasiva (COOPER; KRONSTRAND; KINTZ, 2012).

Nessas duas Ultimas situacdes, uma propriedade do CB é muito
conveniente. Sabe-se que a taxa de crescimento deste é de
aproximadamente 1cm/més, isso proporciona a possibilidade de criar um
historico do uso da droga, segmentando o fio em parte menores, de
aproximadamente 1cm, a partir da por¢do mais perto do couro cabeludo.
Com relacdo aos casos com suspeita de abuso infantil, ressalta-se que se
deve tomar cuidado na interpretacdo dos resultados, pois 0 uso de droga
pela méae durante a gestacdo passa para 0 bebé e pode ser incorporada no
CB do mesmo ainda durante a gestagdo (COOPER; KRONSTRAND;
KINTZ, 2012).

Acredita-se que a incorporagdo da droga nesta matriz ocorra por
difusdo passiva, passando da corrente sanguinea para as células
germinativas do foliculo piloso e em seguida para o interior da haste do
CB durante a queratogénese. Isso ocorre mais facilmente com drogas
lipofilicas e com carater basico, como a COC, pois atravessam facilmente
as paredes dos vasos, ligando-se as células do CB (queratinécitos) que
possuem caracteristicas &cidas. Essa ligacdo faz com que seja dificultada
a redistribuicdo da droga, acumulando-se no CB (CLAUWAERT et al.,
2000; BALIKOVA, 2005, DRUMMER, 2004). Outra proteina
importante na constituicdo do CB que apresenta caracteristicas acidas é a
melanina. A sua concentracdo varia de acordo com a coloragédo do CB.
Essas informacdes sdo importantes quando se considera a andlise de
drogas nesta matriz bioldgica (SLOMINSKI et al., 2005;
CHATTERTON, 2015).
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Apesar das inlmeras vantagens desta amostra, uma das restricdes
muito comentada é o fato da deteccdo de drogas ser possivel somente
depois de algumas semanas do uso, quando se analisa somente a haste do
cabelo cortado rente ao couro cabeludo. Com rela¢do a COC é possivel
detectar 2/3 da sua concentragdo total somente depois de transcorrido
duas semanas ap6s 0 uso. Em casos em que ha suspeita de morte por
overdose em um cadaver onde ndo ha mais a possibilidade de coletar
amostras de urina, sangue ou visceras, a analise do CB, ndo
proporcionaria um resultado que poderia responder a essa questdo
(HARRISON; FU, 2014). Porém, para contornar essa restri¢do, alguns
trabalhos vém mostrando a possibilidade de analisar a raiz do CB. 1sso
diminuiria o tempo para o aparecimento da droga nesta amostra
(NAKAHARA et al., 1997).

1.3. METODOLOGIAS UTILIZADAS NA
TOXICOLOGIA FORENSE

1.3.1. Preparo de amostras

Para a realizacdo das analises toxicoldgicas de matrizes bioldgicas
faz-se necessario um preparo dessa matriz, anterior as analises
instrumentais. Isto implica dentre outros fatores, na seletividade para o
analito de interesse (MALAFATTI; MARTINS, 2009).

Para amostras queratinizadas, como o CB, é realizada a digestdo
da matriz organica. Essa técnica objetiva, dentre outros quesitos: degradar
a matriz organica e como consequéncia liberar o analito no meio;
solubilizar a matéria organica degradada no meio; e separar oS
interferentes e contaminantes do analito de interesse (MALAFATTI,
MARTINS, 2009). Acrescenta-se que, para alcancar uma boa degradagéo
e solubilizagdo da matriz orgénica, deve haver uma fragmentagdo ou
pulverizacdo da amostra e homogeneizacdo em um meio adequado
(FAVRETTO et al., 2011).

Muitos autores trazem esta etapa como sendo uma extragdo do
composto de interesse da matriz sélida, pois, muitas vezes a digestdo €
parcial, ou seja, 0 CB ndo é completamente degradado (PANTALEAO,
2012). Para o CB séo aplicados basicamente quatro tipos de digestao, as
quais seguem:

R/

<> Digestdo acida ou com tampdes — Utiliza desde
solucdes levemente acidas como HCI 0,1 M ou tampdes, como
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fosfato, com pH de 6 a 7. Como vantagem, traz um extrato mais
limpo que o obtido com a digestdo metandlica, além de ser
considerado eficiente para compostos basicos (UNODC, 2014).

R/

<> Digestdo com metanol — Possui a vantagem de
extrair da matriz praticamente todos os tipos de compostos
(neutros, hidrofilicos e moderadamente lipofilicos). E
considerado ainda um procedimento relativamente suave, ndo
afetando compostos que possam sofrer hidrélise. Como
desvantagem traz o fato de por ser capaz de extrair diferentes
compostos, acaba por fornecer ao extrato, mais interferentes.
Ainda, a capacidade de extrair da matriz compostos ionizados
€ menor que com outros solventes (UNODC, 2014).

7

<> Digestdo com metanol em meio acido — Quando
a digestdo metandlica é feita juntamente com acidos, trabalhos
demostram que a extragdo se torna mais eficiente para diversas
drogas (HAN et al., 2005; LEE et al., 2011).

0,

<> Digestdo basica — Geralmente emprega-se uma
solucdo de NaOH 1 M. Possui como vantagem a digestéo total
da matriz. Porém ndo se torna aplicavel para compostos que
sofrem hidrélise basica (NAKAHARA, 1999; MUSSHOFF;
MADEA, 2007; KINTZ, 2011 apud PANTALEAO, 2012;
UNODC, 2014).

7

X3 Digestdo enzimatica — As enzimas mais
utilizadas sdo a pronase e proteinase K, cujo mecanismo de
atuacdo esta na hidrdlise das proteinas através da quebra das
ligagdes de dissulfureto. A utilizagdo de enzimas para a
digestdo do CB traz como vantagem a degradacdo completa da
matriz, e como principal desvantagem, seu alto custo (PRAGS;
BALIKOVA, 2006 apud GORDO, 2013).

Na sequéncia, ap6s a digestdo da matriz queratinizada, faz-se
necessaria a extragdo dos compostos de interesse da solugdo digestora, 0
separando de outros compostos presentes na mesma, consequentemente.

Neste sentido, aplica-se uma etapa de extracdo conhecida também
como clean-up. Esta tem por objetivo, concentrar o composto de
interesse, além de separa-lo dos interferentes presentes na amostra, muito
utilizada em amostras complexas (JARDIM, 2010). Dentre os tipos de
extracdo utilizados, a Extracdo em Fase Solida (EFS), desenvolvida nos
anos 70, tornou-se bastante empregada por ter um menor consumo de
solvente orgéanico, ndo formar emulsbes (situacdo na qual pode haver
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perda do analito), facilidade de automacdo, altos porcentuais de
recuperacdo e capacidade de aumentar seletivamente a concentragdo do
analito (HERNANDEZ-BORGES et al., 2007).

A EFS tem como principio a separa¢do do composto de interesse
de uma amostra no estado liquido através da retencdo deste em um
sorvente sélido e sua subsequente recuperacao por meio de eluicdo com
uma mistura de solventes. Esta técnica foi desenvolvida para ser uma
alternativa a Extracdo Liquido-Liquido (ELL) por ser heterogénea, ou
seja, composta por duas fases: solida (sorvente) e liquida (mistura de
solventes chamada de eluente) (WELLS, 2000).

Neste sentido, a EFS assemelha-se muito com a cromatografia
liquida, isso por utilizarem 0s mesmos materiais adsorventes, tendo por
consequéncia 0s mesmos mecanismos de separacdo: adsor¢do, parti¢do
(fase normal ou reversa), troca ibnica e exclusdo (JARDIM, 2010;
PANTALEAO, 2012). Acrescenta-se que nestes, as intera¢des envolvidas
sdo de ordem quimica e fisica, destacando-se as ligacdes de hidrogénio,
interacdes dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, dipolo induzido-dipolo
induzido e interac@es ibnicas (LANCAS, 2004 apud JARDIM, 2010).

O procedimento empregado para a EFS envolve basicamente
quatro etapas. S&o elas: condicionamento do sorvente; aplicacdo da
amostra, momento em que o0 composto de interesse ird interagir na fase
solida; limpeza do sorvente, importante para retirar os interferentes que
ficaram retidos, também conhecida como lavagem; eluicdo do analito,
momento onde o composto sera retirado da fase sdlida por uma fase
liguida (LANCAS, 2004 apud JARDIM, 2010). Um esquema do
funcionamento da EFS (figura 4), assim como uma ilustracdo do aparato
(figura 5) sdo apresentados a seguir.



Figura 4 - Esquema de funcionamento da EFS.
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Figura 5 - Sistema a véacuo para a EFS.

Fonte: Teknokroma (2017).
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1.3.2. Técnicas analiticas

As principais técnicas de andlise toxicol6gica utilizadas
atualmente incluem desde métodos ndo instrumentais, como os testes
colorimétricos, considerados mais simples e de facil realizagdo, até outros
mais sofisticados, como é o caso dos imunoensaios e das diversas técnicas
cromatogréaficas, como a Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a
Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) (CUNHA et al., 2001 apud AIELLO, 2011; OSSELTON, 2004
apud AIELLO, 2011).

Na toxicologia forense, na maioria das vezes nao é possivel obter
dados do caso (sintomas), como na toxicologia clinica, desta forma torna-
se necessario iniciar a pesquisa dos analitos mais comuns de serem
encontrados, através de uma etapa de triagem. Esta etapa tem por objetivo
a deteccdo de uma quantidade grande de analitos com boa sensibilidade.
Um exemplo de método empregado na fase de triagem é o imunoensaio,
pois é pratico e fornece um resultado relativamente rapido. Porém, apesar
de apresentarem boa sensibilidade, ndo sdo considerados muito
especificos, podendo haver falsos positivos (CORREA; TEIXEIRA,
2016). Desta forma, empregam-se testes com maior especificidade para
uma etapa confirmatéria, como as técnicas cromatograficas
(SWGDRUG, 2016).

A importancia dos testes confirmatorios esta na seguranca analitica
do resultado. Com o propdsito de evitar falsos positivos e falsos
negativos, foi criado em 1997 um grupo de varios cientistas forenses
denominados de Grupo de Trabalho Cientifico para Analise de Drogas
Apreendidas (SWGDRUG - do inglés Scientific Working Group for the
Analysis of Seized Drugs), que em 2016 lancou a 72 versdo do manual de
recomendacfes para as analises de drogas. Neste manual, 0o grupo
classifica as técnicas empregadas em trés categorias, como é possivel
observar no quadro 1, e recomenda que para um resultado ser confidvel,
as amostras devem passar, por pelo menos duas técnicas, sendo uma
obrigatoriamente da categoria A, ou trés técnicas, sendo duas delas,
obrigatoriamente da categoria B.
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Quadro 1 - Classificagdo das técnicas analiticas segundo o SWGDRUG.

CATEGORIA A CATEGORIA B CATEGORIA C
Espect ia Eletroforese Capilar
spectroscopia de i
Infravermelho Cromatografia em Fase Teste de cor
Gasosa
Espectroscopia de Cromatografia de fons Espectroscopia de
Massas Cromatografia Liquida Fluorescéncia

Espectroscopiade | Teste de Microcristalizagao

RMN . = Imunoensaio
Identificadores farmacéuticos

Difractometria de Cromatografia em Camada
raios-X Delgada
Exames macro e
microscopicos especificos
para Cannabis

Fonte: Adaptado de SWGDRUG (2016).

Ponto de Fusao

Espectroscopia
Raman

Espectroscopia
Ultravioleta

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A CLAE tornou-se uma ferramenta analitica indispensavel nas
analises toxicologicas forenses. Muitos laboratdrios criminais empregam
esta técnica no processo de obtencdo de evidéncias criminais. Esta
consiste na particdo dos componentes de uma mistura (analitos) entre a
Fase Movel (FM) e a Fase Estacionaria (FE). Na cromatografia liquida a
FE é constituida de particulas sélidas empacotadas em uma coluna, a qual
é atravessada pela FM. O tipo de técnica utilizada esta relacionado com o
mecanismo de separacdo, que pode ser: particdo ou cromatografia
liquido-liquido; adsor¢éo ou cromatografia liquido-sélido; troca ibnica ou
cromatografia de ions; cromatografia por exclusdo; cromatografia por
afinidade; e por fim cromatografia quiral (SKOOG et al., 2006).

Dentre os tipos de CLAE, o mais utilizado é a cromatografia por
particdo, na qual a FE é um segundo liquido imiscivel com o da FM. Esta
pode ser subdividida em liquido-liquido e liquida com fase ligada. A
distingdo entre as duas é feita pela forma com que a FE (neste caso um
liquido) é imobilizada nas particulas de suporte do recheio. Para a
primeira, o liquido é imobilizado por adsor¢do fisica, enquanto que para
a segunda é retido por meio de ligagfes quimicas. A cromatografia de
particdo com fase ligada predomina devido a sua maior estabilidade
(SKOOG et al., 2006).
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Ainda dentro da cromatografia por particdo ha outra divisao feita
de acordo com a polaridade relativa da FE e da FM, sdo elas:
cromatografia de fase normal e de fase reversa. Os primeiros trabalhos
realizados basearam-se em FEs altamente polares como o trietileno glicol
ou &gua e um solvente relativamente ndo-polar, como o hexano ou o éter
i-propilico como FM. Por razdes historicas, esse tipo de cromatografia é
atualmente chamado de fase normal. Ja para a fase reversa, 0 oposto
ocorre, tendo-se FEs apolares (geralmente hidrocarbonetos) e usando-se
solventes mais polares (como &gua, metanol, acetonitrila (ACN) ou
tetraidrofurano) (SKOOG et al., 2006).

Atualmente estima-se que mais de trés quartos de todas as
separacdes feitas por CLAE séo realizadas em fase reversa com recheios
com fase ligada contendo octil (Cs) ou octadecil (Cis) siloxano. Com o
uso dessas preparagdes, 0s grupos hidrocarbonetos de cadeia longa
encontram-se alinhados de forma paralela uns aos outros e perpendicular
a superficie da particula, gerando uma superficie ndo-polar que se
assemelha a uma escova (SKOOG et al., 2006).

Com relacdo aos equipamentos utilizados na CLAE, estes sdo
compostos por: um reservatério de solventes, onde sdo armazenados
solventes utilizados como FM; um misturador de solventes, onde ha a
mistura dos solventes, nas propor¢des necessarias para 0 método; uma
bomba, que possibilita a eluicdo da FM pela FE em um fluxo
determinado; um injetor, onde sera injetada a amostra a ser analisada; uma
coluna onde se encontra a FE, muitas vezes é precedida pela pré-coluna
(com funcdo de proteger a coluna de pressbes altas e sujeiras); um
detector, que possibilita a conversao do sinal gerado para um eletrénico,
e por fim, um sistema de analise de dados. Um esquema com os principais
componentes de um equipamento de CLAE pode ser visualizado na figura
6 (SIGMA ALDRICH, 2017).
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Figura 6 - Esquema de um equipamento de CLAE com sistema quaternério.
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Fonte: Adaptado de Sigma Aldrich (2017).

Ainda com relagdo ao equipamento de CLAE, os detectores do tipo
espectrofotométricos sdo bastante conhecidos e amplamente utilizados. O
funcionamento destes baseia-se na absorbancia de luz por parte da
amostra ao passar através dela qualquer radiacdo eletromagnética.
Existem basicamente dois tipos de detectores de luz ultravioleta: o
fotométrico e o espectrofotdmetro (arranjos de iodo) (CEFET- QUIMICA
RJ, 2000).

O segundo, ao contrario do primeiro, permite a andlise de
comprimentos de onda variaveis. Resumidamente, consiste em uma série
de fotodiodos posicionados lado a lado em um cristal de silicio. Isso
permite que cada comprimento de onda difratado atinja um ponto deste
arranjo, ou seja, um detector. Desta forma, torna-se possivel a
determinacdo da absorbancia em todos os comprimentos de modo
simultdneo, sendo essa uma de suas vantagens (MARKUS, 2014;
CEFET- QUIMICA RJ, 2000).
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1.4. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo é um processo de avaliacdo que estima a eficiéncia de
um método analitico. Seu objetivo consiste em demonstrar que este
método é adequado para o seu propoésito e deve ser considerada quando
se desenvolve uma nova metodologia, efetua-se adaptagdes em
metodologia ja validada, inclui-se novas técnicas ou utiliza-se diferentes
equipamentos. A validacdo visa ainda garantir a qualidade metrol6gica
dos resultados analiticos, conferindo a eles confiabilidade para a tomada
de decisbes (BRITO et al., 2003; WALSH, 1999; MAPA, 2011).

Para a realizacdo da validagdo analitica sdo analisados diversos
pardmetros, como limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ),
linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade, entre outros. A estimativa
destes parametros pode variar de acordo com a técnica analitica
empregada, ou com o protocolo de validagdo a ser seguido (MAPA,
2011).

A necessidade de validar um método analitico ja era conhecida
guando, na década de 90 a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC - do inglés International Union of Pure and Applied
Chemistry), publicou um guia de calibracdo em Quimica Analitica, com
a intencdo de padronizar o procedimento de validagdo de um método
analitico. Nesta mesma década, as agéncias regulatorias, dos Estados
Unidos, Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos (FDA - do
inglés Food and Drug Administration), do Japdo, Ministério da Saude, do
Trabalho e do Bem Estar (MHLW- do inglés Ministry of Health, Labour
and Welfare) e da Europa, Agencia Europeia de Medicina (EMEA - do
inglés European Medicine Agency), passaram a organizar a Conferéncia
Internacional sobre Harmonizacdo (ICH - do inglés International
Conference on Harmonisation), com o intuito de estabelecer padr&es para
0s procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Neste
contexto, a ICH elaborou um guia sobre validacdo de métodos que tem
sido utilizado em diversas &reas além da farmacéutica (RIBEIRO et al.,
2008).

No Brasil, ha dois 6rgdos que regulamentam a validacdo analitica,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (IMETRO)
(RIBEIRO et al., 2008).

Brito (2003) descreve que muitos dos artigos sobre validacéo
analitica sdo das areas biologicas, farmacéuticas e quimicas. Acrescenta
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gue, mesmo diante de guias e protocolo, para validacdo de métodos
analiticos, os artigos abordam os critérios de validagdo de acordo com
suas areas especificas, ndo necessariamente seguindo com rigor 0s
referidos guias e protocolos, enfatizando a exatiddo, a precisdo e 0s LD e
LQ.

No ambito das analises forenses ha alguns documentos
internacionais que auxiliam no processo de validagdo. Um desses
documentos foi elaborado pela UNODC, o Guidance for the Validation
of Analytical Methodology and Calibration of Equipment used for Testing
of llicit Drugs in Seized Materials and Biological Specimens, publicado
pelas Nagbes Unidas, em 2009. Este guia detalha os testes que sdo
considerados importantes para a validacdo de um método analitico, para
cada técnica utilizada. O segundo documento é o Standard Practices for
Method Validation in Forensic Toxicology, publicado em 2013 pelo
SWGTOX e traz informagdes detalhadas dos procedimentos analiticos
necessarios para validacdo de um método em andlises forenses como,
precisdo, curva de calibracdo, efeito memdria, estudos de interferéncias,
LDeLQ.

Estes guias de validagdo voltados para a toxicologia forense sdo
importantes e de grande relevancia, pois a pesquisa voltada para o campo
forense vem crescendo cada vez mais no Brasil, trabalhando para ampliar
a gama de drogas a serem detectadas, o tipo de amostra a ser analisada,
assim como a melhora na sensibilidade dos métodos de deteccéo.

1.5. ASPECTOS GERAIS

No cenario de drogas de abuso, uma que ganha destaque no campo
forense é a COC, pois 0 nimero de usuarios desta droga vem aumentando
tanto no Brasil como no mundo. Este aumento reflete uma preocupacao
para area de seguranca publica, uma vez que esta droga tem forte relacdo
com a violéncia (BEATO FILHO et al., 2001 apud TOLEDO, 2003).
Muitas das mortes violentas investigadas estdo associadas com o achado
de COC nas amostras biolégicas do cadaver (PERICOLO, 2016).

A area nas ciéncias forenses que trabalha com a deteccdo de drogas
em amostras bioldgicas, como a COC, é a toxicologia forense.
Atualmente, esta vem concentrando sua atencdo cada vez mais para
matrizes ndo convencionais. Um exemplo é o CB, um tecido resistente,
guimica e fisicamente, e com uma ampla janela de deteccdo. Devido a
essas caracteristicas sua andlise torna-se importante no campo forense,
principalmente em casos post-mortem, quando o cadaver é encontrado em
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estagio avancado de decomposicdo, tornando-se dificil a obtencdo das
amostras convencionais (COOPER; KRONSTRAND; KINTZ, 2012).

O CB é uma amostra biolégica complexa em sua composicao,
fazendo-se necessario um procedimento pré-analitico de preparo, que
tornard essa amostra mais compativel com equipamentos como
cromatdgrafos (MALAFATTI; MARTINS, 2009; MOREAU;
SIQUEIRA, 2016). Apb6s o tratamento prévio, utiliza-se técnicas
analiticas para detecgdo ou quantificacdo do analito de interesse. Dentre
estas estd a CLAE que possibilita o desenvolvimento de um método
bastante seletivo e sensivel, pelas inimeras possibilidades de combinagéo
dos solventes extratores (CEFET- QUIMICA RJ, 2000).

Diante da complexidade da matriz CB e dos procedimentos para
analise que devem a ela ser empregados, o desenvolvimento analitico de
um método, envolvendo tanto procedimento pré-analiticos como
analiticos, assim como sua devida validacdo sdo fundamentais para a
construcao de uma ferramenta analitica forense eficaz.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver, validar e aplicar uma metodologia para quantificagdo
de COC e seu produto de biotransformacéo, BE, em amostras de CB por
CLAE acoplada ao Detector de Arranjos de Diodos (DAD).
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver procedimentos para o preparo da amostra CB,
etapa pré-analitica;

o Desenvolver metodologia para quantificacdo de COC e BE por
CLAE-DAD, etapa analitica;

e Validar a metodologia previamente desenvolvida para a
quantificacdo de COC e BE, em CB por CLAE-DAD;

¢ Realizar a quantificacdo de COC e BE em amostras de CB de
vitimas de morte violenta procedentes de casos atendidos no
IGP/SC em sua sede de Joinville.
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3. MATERIAL E METODO
3.1 MATERIAIS
3.1.1. Solucgbes padréo e reagentes

Utilizou-se os padrbes de COC, cafeina, nicotina e o gama-
hidroxibutirato (GHB - do inglés Gama Hydroxy Butyrate) da Cerilliant
Corporation® (Texas, USA), BE gentilmente cedido pela Policia Federal
(Brasil) e articaina proveniente da empresa Nova DFL® (Rio de Janeiro,
Brasil), esta Gltima usada como padréo interno (PI). Utilizou-se ainda os
seguintes padrdes: lidocaina da Hipolabor® (Minas Gerais, Brasil),
propofol e tramadol da Astrazaneca® (Sdo Paulo, Brasil), midazolam,
diazepam e morfina da Cristalia® (Sdo Paulo, Brasil), quetamina,
anfepramona e teofilina da Aché® (Sdo Paulo, Brasil) e por fim,
haloperidol, metadona e prometazina da Boehringer Ingelheim® (Séo
Paulo, Brasil). Os reagentes e sais utilizados foram: metanol LiChrosolv®
da Merck® (Darmstadt, Alemanha); ACN da Tedia® (Fairfield, EUA);
hidréxido de aménia da Exodo Cientifica® (Sdo Paulo, Brasil); 4cido
cloridrico supra puro, &cido férmico 98 % P.A., hidréxido de sodio,
fosfato de potassio dibasico e diclorometano P.A. foram todos adquiridos
da Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil); fosfato de potassio monobasico e 4cido
acético glacial UV/HPLC obtidos da Dinamica® (Sdo Paulo, Brasil);
acetato de amonio procedente da Sigma Aldrich® (Missouri, EUA) e
por fim, tween 80 da Splabor® (Séo Paulo, Brasil).

Os padrdes de COC e BE, na concentragdo de 1 mg/mL, e de
articaina, na concentracéo de 4 %, foram todos diluidos em ACN para a
preparacdo das solucBes estoque. Para os analitos de interesse foram
preparadas duas solugdes mistas nas concentragdes de 50 pg/mL e 5
pg/mL e para o P.I. 50 pg/mL. Estas foram mantidas em microtubos de
polipropileno a -20 °C, e diluidas até a concentragdo desejada
imediatamente antes ao uso. As solugdes de tampéo fosfato, assim como
as demais solucdes utilizadas neste trabalho foram preparadas com agua
ultrapura, grau do tipo 1 (resistividade: > 18 MQ).

Acrescenta-se que a escolha da articaina como Pl baseou-se no
trabalho de Fernandez e colaboradores (2003). Ainda, esta é um
anestésico utilizado na odontologia e ndo sendo comumente encontrado
como adulterante da droga COC (PAWLIK et al., 2015).


https://www.google.com.br/search?biw=1440&bih=799&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjs-Z69wpPNAhXPCD4KHXT7CXEQmxMIiAEoATAP
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3.1.3. Instrumental

Na execucao deste trabalho foi utilizado Cromatégrafo Liquido de
Alta Eficiéncia, modelo FinniganSurveyor da empresa Thermo
SCIENTIFIC® (Massachusetts, EUA), contendo bomba quaternaria
(Surveyor LC Pump Plus), amostrador  automatico
(SurveyorAutosampler Plus) e detector de arranjos de diodos
(Surveyor PDA Plus Detector). Para 0s experimentos pré-
analiticos como preparo de amostra e extra¢do dos analitos de
interesse foram utilizados: banho ultrassom da Unique® (Sdo
Paulo, Brasil); estufa da empresa Binder® (Baden-Wiirttemberg,
Alemanhd); centrifuga da Datamed® (S&o Paulo, Brasil); sistema de
Extracdo em Fase Soélida, Visiprep™, Sigma Aldrich®
(Missouri, EUA); e concentrador de amostra miVac, Genevac®
(Ipswich, Reino Unido).

3.1.4. Amostras

As amostras de CB utilizadas neste trabalho foram obtidas de
vitimas de morte violenta dos casos atendidos no IGP/SC em sua sede de
Joinville no periodo de marco a dezembro de 2015. Destaca-se que o setor
de toxicologia do Instituto de Analises Forenses (IAF) do IGP/SC adota
como rotina a varredura toxicoldgica em sangue e urina por imunoensaio
e anélises de confirmagdo por GC/MS, para deteccdo de drogas ilicitas
(PERICOLO, 2016), sendo os resultados destas, utilizados neste trabalho

Acrescenta-se que dos casos que apresentaram resultados néo
detectado para COC nos exames toxicol6gicos em amostras de sangue
e/ou urina realizados pelo IGP/SC, uma porgdo foi reservada para a
realizacdo dos testes de desenvolvimento e validagdo, e outra, utilizada
na aplicacdo do método. J& aqueles que apresentaram resultados detectado
foram utilizados para o desenvolvimento da etapa de digestdo e para a
aplicacdo do método.

A coleta das amostras foi realiza por individuos devidamente
treinados, apds consentimento de um responsavel legal, mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Acrescenta-se que este projeto foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEPSH-UFSC) e aprovado sob 0
ntmero 42155115.5.0000.012.


https://www.google.com.br/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiIz_SdwpPNAhXF2T4KHXLgA2oQmxMIlgEoATAP
https://www.google.com.br/search?biw=1440&bih=799&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjs-Z69wpPNAhXPCD4KHXT7CXEQmxMIiAEoATAP
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3.2. METODO
3.2.1. Desenvolvimento do método

Para o desenvolvimento do método realizou-se diferentes
experimentos, tanto para a etapa pré-analitica de preparo da amostra como
para a analitica, a fim de obter um método eficaz, sensivel e com boa
reprodutibilidade na quantificacdo de COC e BE em CB, para sua
posterior validacéo e aplicacéo.

3.2.1.1. Etapa preé-analitica

Coleta e armazenamento da amostra bioldgica

A coleta das amostras de CB realizada no IGP/SC em sua sede de
Joinville seguiu as recomendag6es da SOHT (SoHT, 2004). Desta forma,
foram coletados aproximadamente 200 mg de CB da regido do vértice
posterior, 0 mais proximo possivel ao couro cabeludo. Apds, as amostras
foram armazenadas em envelopes de papel a temperatura ambiente. Cada
envelope foi identificado com a data da coleta, data do ébito e nimero do
caso (estratégia utilizada para preservar a identidade da vitima).

Lavagem da amostra bioldgica
As amostras de CB passaram por um processo de lavagem com
intuito de remover contaminacdo externa.

O procedimento consistiu-se de uma etapa inicial empregando
tween 80 a 0,1 % em banho de ultrassom por 5 min, seguida de sucessivas
lavagens com agua do tipo 1, até a retirada do tensoativo (BERMEJO et
al., 2006). Na sequéncia, adicionou-se as amostras diclorometano,
submetendo-as novamente ao banho de ultrassom por 5 min. Apos
sucessivos enxagues com agua do tipo 1, as amostras foram submetidas a
secagem em temperatura ambiente sobre papel filtro (UNODC, 2014).

Fragmentac&o da amostra
Para esta etapa foram avaliados dois diferentes processos. Estes
visavam verificar a melhor alternativa para fragmentacdo da matriz e
consequentemente uma melhor digestdo da mesma. Os processos
avaliados foram: corte do CB com tesoura em pequenos fragmentos de
cerca de 1 mm (SoHT, 2004; MERCOLINI et al., 2008) e também este
acrescido de pulverizagdo do CB em grau com pistilo, ambos de vidro.
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Digestdo da amostra bioldgica
Avaliou-se neste momento, quatro procedimentos distintos de
digestdo, com solucdo aquosa &cida, solvente organico, solvente organico
acrescido de solucdo aquosa &cida, e por fim, solucdo acida em solvente
organico. Para esta etapa utilizou-se uma amostra supostamente positiva
para COC que, ap6s lavada, fragmentada e homogeneizada, foi aliquotada
em quatro porcdes, cada qual para uma das soluc@es digestoras avaliadas.

Na digestdo com solucéo aquosa &cida, adicionou-se a amostra 1,5
mL de HCI 0,1 M em tubo de vidro de 10 mL, que foi agitado levemente
e submetido na sequéncia a aquecimento de 45 °C em estufa overnight
(16 h). Posteriormente, a amostra foi mantida em repouso e resfriada a
temperatura ambiente, o contetido liquido foi entdo transferido para um
tubo de polipropileno, ao qual foi adicionado 1,5 mL de tampéo fosfato
0,02 M pH 6 e 25 pL de NaOH 2 M (adaptado de MERCOLINI et al.,
2008).

Para a digestdo com solvente organico foram adicionados a
amostra 2 mL de metanol em tubo de vidro de 10 mL, que foi agitado
levemente, sendo posteriormente submetido ao aquecimento de 45 °C em
estufa overnight (16 h). O sobrenadante foi coletado, transferido para
frasco de polipropileno, seco no concentrador de amostra a 45 °C e por
fim, ressuspendido em 2 mL de tampéo fosfato 0,02 M pH 6 (adaptado
de TOLEDO et al., 2003).

Na terceira tentativa foi analisada a digestdo com solvente
organico acrescido de solucdo aquosa acida. Para tal, adicionaram-se 2
mL de metanol e ImL de HCI 0,1 M & amostra em tubos de vidro de 10
mL, agitando moderadamente, submetendo-a a temperatura de 45 °C em
estufa overnight (16 h). Na sequéncia, o sobrenadante foi transferido para
frasco de polipropileno, o volume referente a por¢do orgéanica foi seco em
concentrador de amostra & 45 °C e ao 1 mL de solucdo restante foi
adicionado 1 mL de tampdo fosfato 0,02 M pH 6 (adaptado de
BARROSO et al., 2008).

Por fim, foi avaliada a digestdo com solucdo metandlica acida, na
gual a solugéo de HCI 0,1 M foi preparada em metanol. Adicionaram-se
2 mL desta solugdo a amostra em tubo de vidro de 10 mL, agitando
moderadamente, o qual foi submetido ao aquecimento em estufa a 45 °C
overnight (16 h). O sobrenadante foi transferido para tubo de
polipropileno e seco em concentrador de amostra & 45 °C. Ao extrato
adicionaram-se 2 mL de tampdo fosfato 0,02 M pH 6 (UNODC, 2014).
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Na sequéncia, para as quatro tentativas, as amostras foram
submetidas a ESF previamente otimizada.

Processo de extracéo
O processo de extragdo foi realizado pelo método da EFS. Para isso
foram utilizados cartuchos DSC-MCAX 300 mg, 3 mL (Sigma Aldrich®).
Estes sdo compostos por uma fase estacionaria mista, parte apolar (C8) e
parte de troca catidnica.

Nesta etapa foram avaliados quatro procedimentos distintos,
almejando obter melhores resultados para a extragdo dos analitos de
interesse. Seguem abaixo os procedimentos realizados.

Para o primeiro procedimento seguiram-se as recomendacdes do
fabricante do cartucho. Iniciou-se pelo condicionamento do cartucho feito
com 3 mL de metanol e 3 mL de tampéo fosfato 0,02 M pH 6. Na
sequéncia aplicou-se a amostra (3 mL), cujo pH havia sido ajustado
previamente para 6. Em seguida foi realizada a etapa de lavagem
utilizando 2 mL de tampé&o fosfato pH 6, 2 mL de HCI1 0,1 M e 2 mL de
metanol, nesta ordem. Por fim a amostra foi eluida com 2 mL de 5 % de
hidréxido de aménio em metanol.

No segundo procedimento as etapas de condicionamento,
aplicacdo da amostra e lavagem foram idénticas ao procedimento anterior.
Assim, a alteragdo feita foi apenas na etapa de eluigdo, alterando somente
0 solvente organico no qual o hidréxido de aménio foi diluido. O eluente
empregado foi 5 % de hidréxido de amdnio em ACN.

No terceiro procedimento, assim como no segundo, alterou-se
somente a etapa de eluicdo. Neste, utilizou-se como eluente 2 mL de uma
solucdo de diclorometano:isopropanol:amdnio (78:20:2) (CROUCH et
al., 1995; ROMOLUO et al., 2003; COGNARD et al., 2005).

Por ultimo, no quarto procedimento, para o condicionamento do
cartucho, na primeira etapa, adicionou-se ao mesmo 3 mL de metanol e 3
mL de tampéo fosfato 0,02 M pH 3. Na sequéncia aplicou-se a amostra
(3 mL), a qual foi ajustada para pH 3, seguido do procedimento de
lavagem realizado com 2 mL de tampdo fosfato pH 3, 2 mL de HCI 0,1
M e 2 mL de metanol, nesta ordem. Posteriormente, a amostra foi eluida
com 2 mL de 5 % de hidréxido de amdnio em metanol. A alteracdo do pH
do tampéo feita neste procedimento é citada também como uma opc¢éo
pelo fabricante do cartucho, sendo recomendada para compostos
fortemente basicos.
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Destaca-se que para todas as etapas da EFS, e nos quatro
procedimentos avaliados, observou-se cuidadosamente o fluxo de
passagem das solugdes pela FE, sendo este em gotejamento, evitando
assim, perda dos analitos de interesse.

Finalmente, para cada um dos procedimentos a fracdo coletada
das amostras, 2 mL, foi concentrada em concentrador de amostra por
cercade 1 h a 45 °C e ressuspendida em 250 pL da porgéo aquosa da FM.

Etapa analitica
Para a analise cromatografica foi utilizada uma coluna Cis 250
mm, 4,6 mm com particulas de 5 um de didmetro, e um volume de injecédo
fixado em 25 pL. O desenvolvimento desta etapa deu-se sobre os
seguintes parametros:

Tipo de solvente orgénico;
Proporcado dos solventes da FM;
Modo de eluicdo da FM (isocratico ou gradiente);
Tipo de solugdo aquosa presente na FM (solugdes &cidas ou
tampdes);

5. Fluxo da FM.

Inicialmente seguiu-se com a FM utilizada por Fernandez et al.
(2003), composta por metanol e tampdo fosfato (0,02 M) pH 7 na
proporcdo de 70:30 com fluxo de 0,4 mL/min. No entanto, ndo foi
possivel visualizagcdo de nenhum sinal no cromatograma. Considerando
algumas observacOes experimentais e diferencas técnicas constatadas
entre 0 equipamento empregado no laboratério e o do referido artigo,
como tamanhos diferentes de coluna (artigo: C1s 125 mm, 4,6 mm com
particulas de 5 um de diametro), realizou-se alteracdes nas variaveis
usadas no artigo, obtendo-se o0 seguinte método para dar inicio ao
desenvolvimento: FM metanol:tampao fosfato 0,02 M pH 6 (80:20), com
fluxo de 1 mL/min.

Para o desenvolvimento dos parametros utilizou-se solugdo
padrdo de COC e BE nas concentrages de 1 pg/mL ou 5 pg/mL.

Acrescenta-se que a ordem de apresentacdo dos parametros para
o0 desenvolvimento do método descrita a seguir foi realizada para fins
didaticos, ndo sendo estes necessariamente realizados nesta sequéncia.

PN R

Avaliacdo quanto ao tipo de solvente organico
Primeiramente, partiu-se do parametro tipo de solvente organico.
Para tal, foi analisado o uso de metanol e ACN, ambos em associagdo
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com tampdo fosfato 0,02 M pH 6 em propor¢fes que apresentassem
forcas cromatograficas iguais, afim de avaliar apenas suas diferentes
seletividades com relacdo aos analitos de interesse. Nesse sentido,
utilizou-se as proporcbes de 80:20 para a FM composta por
metanol:tamp&o fosfato e 70:30 para acetonitrila:tampéo fosfato.

Avaliacdo quanto a proporcao dos solventes da FM
Avaliou-se também a propor¢do entre o solvente orgénico
escolhido e a porgdo aquosa na FM. Essa proporcdo foi avaliada
amplamente, de 10:90 a 90:10, sendo realizada em dois momentos:
somente com padrfes dos analitos de interesse e na sequéncia com
amostras de CB adicionada dos referidos padroes.

Avaliacao quanto ao modo de eluicdo
Com os resultados observados na avaliacdo da proporgdo de
solvente organico na FM, questionou-se a necessidade de avaliar o modo
de eluicdo. Sendo assim, os resultados obtidos até este momento, em
modo de eluicdo isocratico, foram comparados com os resultados obtidos
com o modo de eluicdo gradiente. Para tal utilizou-se como base
resultados obtidos no parametro anterior.

Avaliacdo quanto ao tipo de solucéo aquosa presente
na FM
Para a composicdo da fragdo aquosa da FM, foi analisado o uso dos
tampdes fosfato de potassio 0,02 M (FERNANDEZ et al., 2003) e acetato
de aménio 0,01 M (CLAUWAERT etal., 2000), além das soluc¢des &cidas
de acido férmico a 0,01 % e &cido acético 0,1 %.

Avaliacdo quanto ao fluxo da FM

Por fim, considerando esta etapa, avaliou-se os fluxos de 0,6, 0,8,
e 1 mL/min. Neste momento do desenvolvimento do método objetivou-
se avaliar se era possivel a mudanca do fluxo sem comprometimento dos
Tempos de Retengdo (TRs) da BE e da COC. Neste sentido, reduzindo o
fluxo sem alterar relevantemente os TRs, e consequentemente o tempo
total da andlise, seria possivel a economia no uso dos solventes, nos
momentos de estabilizagdo do equipamento e intervalo entre as analises.
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3.2.2. Validacdo do método

Diante da auséncia de normativa nacional especifica para
laboratérios forenses, foram utilizados como base para escolha dos
parametros na validagdo, guias internacionais como os publicados pelo
SWGTOX (2013) e UNODC (2009). A partir destes, foram elencados 0s
seguintes parametros: linearidade, LD e LQ, especificidade/seletividade,
precisdo, exatidao, recuperacdo e efeito memdria. Acrescenta-se que foi
utilizado PI nas analises, na concentracdo de 5 ug/mL.

A razdo das areas obtidas pelo analito e pelo Pl foi nomeada de
area ajustada (figura 7). Esta foi utilizada para todos os calculos do
processo de validacdo e aplicacdo do método.

Figura 7 - Férmula utilizada para obtencéo da area ajustada.

Area ajustada = Area do analito
Area do PI

Fonte: Collins; Braga; Bonato (1997).

3.2.2.1. Linearidade

Na analise da linearidade selecionou-se cinco concentracdes
iguais para os dois analitos, sendo estas descritas a seguir em pg/mL: 0,5;
2,5; 5; 7,5 e 10. Estas concentracfes foram analisadas em seis dias
distintos.

Para avaliacdo deste ensaio construiu-se uma curva de calibragdo
com as médias das dareas ajustadas para cada uma das cinco
concentracBes. A partir do modelo de regressdo linear obteve-se o
coeficiente de correlacdo (r), o qual deve ser superior a 0,99 para
aprovacdo deste parametro (UNODC, 2009).

3.2.2.2. Limite de Deteccao e Quantificacao

O LD compreende a menor concentragdo dos analitos de
interesse que pode ser detectada com certo grau de confianga. Este pode
ser definido ainda como a menor concentracdo dos analitos de interesse
gue pode ser distinguida do ruido de fundo. Quanto ao LQ, este é
considerado a menor concentragcdo que pode ser mensurada com certo
grau de confianca (UNODC, 2009).
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Ainda segundo a UNODC (2009), o LD e o LQ podem ser
estimados a partir de dados obtidos na curva de calibracdo do parametro
da linearidade. Dessa forma, calculou-se o LD e 0 LQ como segue abaixo:

Figura 8 — Férmulas utilizadas para os calculos do LD e LQ.

LD = 3x DP/a LQ =10 x DP/a

Fonte: UNODC (2009).

Onde o DP é o desvio padrdo da menor concentracdo da curva de
calibracdo e a o coeficiente angular da mesma.

3.2.2.3. Especificidade/Seletividade

Neste pardmetro foram analisadas amostras fortificadas com os
analitos de interesse e mais 15 outros compostos (lidocaina, cafeina,
nicotina, tramadol, morfina, midazolam, diazepam, propofol, quetamina,
teofilina, GHB, anfepramona, haloperidol, metadona e prometazina).
Acrescenta-se que estas analises foram feitas em triplicatas. Por Gltimo
foram analisadas dez amostras de CB brancas (sem fortificacdo de
guaisquer compostos) de dez fontes distintas (UNODC, 2009).

Avaliou-se nesse parametro, a existéncia de algum sinal no TR da
COC, BE e PI que poderia interferir nas areas dos picos indicando uma
possivel coeluicdo. Analisou-se ainda a possibilidade de ocorréncia de
sinal nos TRs dos analitos nas amostras de CB sem adicdo de padréo
(UNODC, 2009).

3.2.2.4. Precisao

Para avaliar a precisao foram analisadas trés concentragdes (baixa,
média e alta—1,5; 6 e 9 pg/mL, respectivamente) em triplicatas e em trés
dias distintos. Ao final, para as nove replicatas obtidas foram calculados
os coeficientes de variacdo (CVs) em %, precisdo interdia, assim como
para as trés replicatas de cada um dos trés dias, precisdo intradia. Como
critério de aceitacdo estabeleceu-se o limite de 20 % para o CV da menor
concentracdo e 15 % para as demais concentragdes (UNODC, 2009).
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3.2.2.5. Exatidao

Na analise da exatiddo do método foram utilizados os dados da
precisdo calculando-se a diferenca entre a concentragdo obtida (CO) e a
esperada (CEs) em percentual de acordo com a seguinte férmula
(UNODC, 2009):

Figura 9 — Férmula utilizada para o calculo da exatidéo.

Exatidao (%) = CO / CEs x 100

Fonte:UNODC (2009).

Como critério de aceitacdo utilizou-se o valor percentual de 80 %
para a menor concentracao e 85 % para as demais (UNODC, 2009).

3.2.2.6. Recuperacéo

A inclusdo deste pardmetro no processo de validacdo torna-se
necessario quando o método em questdo envolve uma etapa de extracdo
(UNODC, 2009). Considerando 0 exposto, 0 parametro de recuperagdo
foi avaliado no presente trabalho da seguinte forma: a cinco amostras de
CB foram adicionados os padrdes de CO e BE nas mesmas concentragdes
utilizadas para a precisdo e exatiddo (Al). Estas amostras foram
submetidas & EFS e na sequéncia o Pl (A2) foi adicionado na
concentracdo de 5 pg/mL. Paralelamente, trés solucGes para cada uma das
trés concentragBes foram analisadas (A3) com o Pl (A4) na mesma
concentracdo das amostras de CB.

A partir dos resultados obtidos com as analises acima descritas, o
percentual de recuperacéo foi calculado utilizando a seguinte formula:

Figura 10 — Férmula utilizada para célculo da recuperagéo.

RECUPERACAO % = A1/A2 X100
A3/ A4

Fonte: UNODC (2009).
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3.2.2.7. Efeito Memoéria

A SWGTOX (2013) define efeito memdria como o aparecimento
de sinal no TR dos analitos de interesse em amostras isentas dos analitos
de interesse, analisadas posteriormente a amostra positiva.

Para avaliacdo deste parametro, uma amostra isenta dos analitos
de interesse, COC e BE, foi avaliada apds a analise de uma amostra de
CB fortificada na concentracéo de 20 pg/mL, o dobro da concentragéo do
Gltimo ponto da curva. Esse procedimento foi avaliado em triplicata
(SWGTOX, 2013).

3.2.3. Aplicacao do método

O método validado foi aplicado em amostras oriundas do IGP/SC
da sua sede de Joinville de vitimas de morte violenta. Estas foram
avaliadas anteriormente pelo IAF do IGP de forma que ja possuiam
resultados detectados ou ndo detectados para COC em amostras de sangue
e/ou urina.

3.2.4. Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos através dos ensaios para o desenvolvimento
das etapas pré-analiticas e analiticas e para a validacdo foram expressos
na forma de média, DP e CV e representados sob a forma de tabelas e
graficos/cromatogramas. Os dados obtidos da aplicagdo do método
validado foram plotados em tabela e comparados com os resultados no
sangue e/ou urina. Para isso foram utilizados os softwares Microsoft
Excel® 2016 e GraphPadPrism® 6.01.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO

O desenvolvimento do método compreendeu as etapas pré-
analiticas e a analitica. A primeira refere-se ao tratamento prévio da
amostra, envolvendo a lavagem, a fragmentacdo e digestdo, além da
extracdo dos analitos de interesse. A segunda refere-se a andlise
propriamente dita, realizada nesse estudo por um método cromatogréafico.

4.1.1. Etapa pré-analitica

Lavagem da amostra

Segundo a SoHT, o procedimento de lavagem tem dois propo6sitos:
primeiro, remover impurezas como suor, sebo ou material de superficie
(por exemplo, células da pele, fluidos corporais, etc.); segundo, para
eliminar a potencial contaminacdo externa de drogas do meio ambiente
(COOPER; KRONSTRAND; KINTZ, 2012). Esta etapa foi realizada
com base nas diretrizes para analise de drogas sob controle internacional
em cabelo, suor e saliva (UNODC, 2014), com algumas modificagdes.

A adicdo de detergente no procedimento de lavagem é citada como
uma possibilidade pelo guia supracitado, e utilizada por diversos autores
(CHIAROTTI et al., 1996; BERMEJO et al. 2006; PEGO et al., 2017).
Neste estudo optou-se por utilizar tween 80 na concentracéo de 0,01 %,
assim como Bermejo et al. (2006). O tween é um surfactante ndo idnico
e emulsionante derivado do sorbitol (GENNARO, 1995). Este agente é
encontrado comercialmente com nimeros ap6s seu nome, como Tween
20, Tween 80. Estes nimeros indicam o tipo de acido graxo ligado a
molécula, o 80, por exemplo, representa uma molécula de monooleato,
gue comparativamente ao 20, apresenta maior propriedade
emulsificadora (SCHIWECK et al., 2012). A percepc¢do da necessidade
de incorporar ao protocolo um detergente ocorreu apés a constatacdo do
estado fisico das amostras reais, oriundas de vitimas de morte violenta, as
quais apresentavam sujeiras diversas como terra.

As diretrizes ressaltam ainda o cuidado que se deve ter na escolha
do solvente, considerando que solventes prdticos, aqueles que possuem
um hidrogénio dissociavel, como o metanol e agua, podem causar o
inchaco do CB e consequentemente perda de analitos que estejam
incorporados nesta matriz. Para minimizar esse efeito selecionou-se um
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solvente orgénico aprotico, o diclorometano, e usou-se gua do tipo 1
somente para enxague, reduzindo assim o contato deste solvente protico
com a amostra.

Assim, apds as pondera¢cdes mencionadas, 0 procedimento
da lavagem da amostra foi realizado conforme as seguintes etapas:

1. Imersdo da amostra de CB em solugéo de tween 80 0,1 %
por 5 min em banho de ultrassom;

2. Enxague com &gua do tipo 1;

3. Imersdo da amostra de CB em diclorometano por 5 min em
banho de ultrassom;

4. Enxague com agua do tipo 1.

Fragmentac@o da amostra

O emprego do processo de pulverizacdo para amostras de CB esta
bem estabelecido na literatura. Com esta finalidade, vérios estudos,
posterior ao corte com tesoura, utilizam aparato constituido de esferas de
metal, denominado em inglés de mini ball mill. Essas sdo colocadas
juntamente com a matriz em um tubo de vidro sob forte agitacdo,
pulverizando de forma eficiente a amostra biol6gica (LEONG et al., 2005;
SHAH et al., 2014; HARDY et al., 2015). Entretanto, nem todos os
laboratérios tém disponivel este aparato.

Assim, inicialmente avaliou-se a fragmentacdo utilizando apenas
uma tesoura para cortar o CB em porcdes de aproximadamente 1mm.
Porém, percebeu-se uma grande dificuldade em manusear as amostras
para que fosse possivel o corte em pequenos fragmentos, principalmente
nas porcdes finais das mesmas. No sentido de melhorar este
procedimento, e aumentar a superficie de contato da amostra,
acrescentou-se a pulverizagdo em gral e pistilo de vidro. A escolha deste
material deu-se pelo fato de ser menos poroso que a porcelana, por
exemplo, o que poderia causar aderéncia do CB e contaminacdo de uma
amostra para outra.

Como é possivel constatar na imagem a seguir, figura 11 A e B,
observou-se a olho nu, uma diferenga no aspecto da matriz antes e depois
da pulverizagdo, respectivamente. Depois de pulverizada em gral de
vidro, esta apresentou um aspecto mais claro, tendendo ao esbranquicado,
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demonstrando que este processo poderia tornar a matriz capilar mais
fragil, o que foi determinante para sua adogdo na etapa de fragmentacéo.

Figura 11 - Comparacdo da matriz CB antes (A) e depois (B) do processo de
pulverizacéo.

Fonte: Autora.

Desta forma, ressalta-se que a forma alternativa de pulverizacéo
aplicada no presente trabalho foi eficiente e permitiu um preparo
adequado da matriz para a etapa pré-analitica seguinte.

Digestédo da amostra bioldgica

Para a digestdo das amostras foram avaliadas quatro
possibilidades: com uma solugéo aquosa de HCI 0,1 M; somente com 0
solvente organico metanol; com metanol mais solugdo aquosa de HCI 0,1
M (2:1); e por fim uma solugcdo metandlica de HCI 0,1 M. Ap6s cada
processo, as amostras foram tamponadas em pH 6 e submetidas a EFS.
Ressalta-se que todos os quatro procedimentos foram realizados com a
mesma amostra real.

A partir dos resultados obtidos (figura 12) é possivel observar
claramente que a solucdo digestora composta pela mistura de 1 mL de
HCI 0,1 % e 2 mL de metanol (C) foi a mais eficiente na extracdo dos
analitos de interesse (BE e COC) da matriz CB, tendo em vista que as
areas de ambos se apresentaram significativamente maiores quando
comparadas com as demais (A, B e D).
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Figura 12 — Gréfico comparativo das &reas ajustadas da COC e BE para as quatro
solugdes digestoras utilizadas. A- HCI 0,1 M aquoso; B- metanol; C- mistura de
HCI 0,1 M aquoso e metanol na proporcéo (1:2); D- HCI 0,1 M em metanol.
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Fonte: Autora

Com relagdo a solucdo aquosa 4cida, essa é mencionada também
pelo guia (UNODC, 2014) e utilizada por diversos autores. Outras
solucdes aquosas, como tampdes também sdo utilizadas. Esse fato se deve
ao papel da agua como solvente prético, que permite o intumescimento
do CB e consequentemente a liberagdo dos analitos incorporados a ele na
solucdo (UNODC, 2014). Porém, como é possivel observar na figura 12,
esta solugdo digestora ndo se mostrou a mais eficiente na digestéo do CB.
Este resultado pode ser explicado pela dificuldade que a matriz
apresentou em se dispersar pela solucédo, fato observado a olho nu. Para
contornar esta situacdo foi necessaria agitacdo vigorosa, o que fez com
gue uma parte da amostra aderisse as paredes do tubo de vidro, ndo
mantendo contato com a solu¢do digestora durante todo processo.

A respeito do uso solvente organico metanol para digestéo de CB,
esse é difundido por diversos autores no decorrer das Gltimas décadas
(PICHINI et al., 1999; TOLEDO, 2003; FERNANDEZ et al., 2003). O
metanol é considerado um solvente apropriado para extracdo de analitos
do CB, pois, devido as suas caracteristicas hidrofilicas, penetra na matriz
e causa turgéncia, como comentado anteriormente, permitindo assim a
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liberacdo dos compostos incorporados. Nesse sentido, considera-se esse
solvente ideal para extracdo de compostos neutros, hidrofilicos e
moderadamente lipofilicos. No entanto, essa propriedade pode se tornar
uma de suas principais desvantagens, pois acaba extraindo muitos
interferentes (UNODC, 2014). Por outro lado, esse fato ndo influenciou
na decisdo de ndo ter sido selecionado como solugéo digestora, e sim o
motivo de apresentar as menores areas para BE e COC dentre as quatro
solucdes avaliadas.

No que se refere a utilizacdo de uma mistura de solucgéo acida com
metanol, a qual apresentou melhor resultado no presente estudo, essa €
sugerida por alguns autores, como Nakahara, Takahashi e Kikura (1995),
gue além da mistura de metanol com HCI (2:1), utilizaram a de solvente
organico com o &cido trifluoroacético (9:1). Esta ultima foi empregada
também por Frison et al. (2016) na mesma propor¢ao, o que sugere que o
pH da solugdo é um fator importante nesta etapa. Esta afirmagdo é
reforcada considerando o resultado obtido na figura 12 B, ja mencionado,
0 qual demonstra que a solucdo digestora composta apenas por metanol,
a Unica que ndo contém acido, foi a que apresentou as menores areas para
ambos analitos, sugerindo menor potencial para liberagdo dos mesmos do
CB.

Barroso et al. (2008), em seu artigo, fez a otimizacéo do processo
de digestdo com trés das solugdes digestoras utilizadas: HCI 0,1 M,
metanol e metanol acrescido de HCI 0,1 M. E, assim como no presente
estudo, constatou que a melhor solugdo foi a composta por metanol
acrescido de HCI 0,1 M.

Destaca-se, que o referido autor analisou somente COC no CB, ou
seja, somente um analito, além de empregar uma amostra branca, que
passou por um processo de incorporacdo da droga na matriz (do inglés
soaked hair). Por outro lado, o presente estudo utilizou uma amostra real,
0 (ue por consequéncia permitiu a avaliagdo do comportamento das
solugbes digestoras frente ao produto de biotransformacédo BE. Além da
vantagem de ser uma amostra que retrata a realidade, este diferencial €
bastante importante se forem consideradas as diferentes caracteristicas
guimicas das duas moléculas. A BE é anfétera e a COC baésica
(SHIMOMURA; HODGE; PAUL, 2001 apud CARVALHO; 2011).
Logo, avaliar concomitantemente o comportamento destes analitos diante
da solucdo digestora, é sem divida importante.

Outra diferenca relevante do presente estudo com relacdo ao do
autor supracitado é a insercdo de uma quarta solugéo digestora, a solu¢do
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metanodlica de HCI 0,1 M. Esta possibilidade é citada pelas diretrizes para
andlise de drogas de controle internacional em cabelo, suor e saliva
(UNODC, 2014), sendo utilizada por alguns autores como Han et al.
(2005) e Lee et al. (2011).

Como resultado dessas observagdes, selecionou-se como solu¢do
digestora para este estudo, a solucdo composta por metanol e solucdo
aquosa de HCI 0,1 M na proporc¢éo 2:1.

Extracdo
A extracdo dos compostos BE e COC da solugdo digestora,
também é chamada de procedimento de limpeza, do inglés clean up,
momento onde sdo separados 0s compostos de interesse de outros
interferentes da amostra (JARDIM, 2010).

Neste trabalho utilizou-se a EFS, que foi otimizada para obter
uma melhor eficiéncia na limpeza dos interferentes, associada a uma
menor perda dos analitos de interesse. Para isso quatro possibilidades
foram avaliadas, sendo aquela escolhida a esquematizada abaixo (figura
13) e representada em seguida no cromatograma (figura 14):

Figura 13 - Esquema com as quatro etapas da EFS desenvolvida.
CONDICIONAMENTO
3 mL de metanol
3 mL de tampao fosfato pH 6

APLICACAO DA AMOSTRA
3 mL de amostra em pH 6

|
LAVAGEM
2 mL de tampao fosfato pH 6
2mLde HCI0,1 M
2mL de‘MetanoI
ELUICAO
2 mL de NH4OH 5 % em Metanol

Fonte: Autora.
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Figura 14 - Cromatograma pés EFS utilizando pH 6 e hidréxido de amonia 5 %
em metanol como eluente. Concentracdo utilizada 1ug/mL para ambos analitos.
400+

‘ |
|
200 |

mAU

Minutes

Fonte: Autora.

A EFS utiliza as caracteristicas quimicas das moléculas para
separéd-las dos interferentes presentes na amostra ao proporcionar a
interacdo destas com uma FE a qual possuem afinidade (JARDIM, 2010).
Conforme abordado anteriormente, os analitos de interesse, a BE e a
COC, sdo moléculas anfétera e basica, respectivamente. Nesse sentido,
selecionou-se uma FE mista para EFS composta por uma porcéo de troca
ibnica e uma apolar (C8). Esse tipo de fase estacionaria é bastante
utilizada para extracdo de moléculas basicas em amostras complexas
(GHEORGHE et al., 2007), além de possibilitar a reten¢do de compostos
ionizados e ndo ionizados. Com isso é possivel separar os analitos de
interesse de interferentes que tenham caracteristicas quimicas diferentes,
como compostos acidos (BELL et al., 2017).

O processo da EFS é composto por quatro etapas. A etapa inicial,
de condicionamento e equilibrio da FE tem por objetivo ativar os
grupamentos da mesma, para que seja possivel a interacdo com 0s
analitos, assim como eliminar qualquer residuo proveniente do processo
de producdo. Esta etapa é feita geralmente com um solvente organico e
um aquoso. Um dos solventes organicos amplamente utilizados é o
metanol. Quanto ao aquoso, esse pode variar, podendo ser 4gua ou uma
solucdo tampéo, que deve apresentar o0 mesmo pH que a solugéo na qual
a amostra foi preparada (WATSON; RAYNIE, 2014). O presente estudo
optou pela solugdo tampéo e avaliou dois pHs diferentes, 3 e 6, 0s quais
ndo apresentaram diferenca no resultado final quando analisado o
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cromatograma, sendo escolhido o pH 6, por ser este o recomendado pelo
fabricante para moléculas fracamente bésicas como a COC.

A segunda etapa é a de aplicacdo da amostra. Neste momento,
um dos cuidados que se tem é com o pH da solucéo que se encontra essa
amostra. Esse cuidado deve-se a dois motivos. O primeiro é o fato de que,
por usar uma FE de troca ibnica, os analitos de interesse devem estar na
sua forma ionizada, no caso deste estudo, pH &cido. O segundo motivo, é
que o pH da solugdo em que a amostra se encontra deve ser igual ao pH
da solucdo utilizada na etapa anterior, para condicionar a FE. A
justificativa para isto esta no fato de que caso as solugdes apresentem pHs
diferentes, isso resultara na porcéo inicial da amostra experimentando um
ambiente de extragdo diferente do que experimentara a porcéo final dessa
mesma amostra. Isto pode afetar as caracteristicas de retencdo, causando
inclusive resultados irreproduziveis e uma recuperacdo de analitos
prejudicada (WATSON; RAYNIE, 2014). Considerando o exposto,
variou-se também o pH das solu¢des em que as amostras se encontravam
em 3 e 6, e conforme citado anteriormente ndo houve diferenca no
resultado quando observado o cromatograma, sendo selecionado o pH 6.

A etapa seguinte refere-se a lavagem dos interferentes do
cartucho. Nesta etapa, de modo geral é recomendado que se utilize o
mesmo solvente em que a amostra esta diluida ou solventes que sejam
mais fortes que aquele utilizado na solubilizacdo da amostra, porém néo
fortes o suficiente para que propiciem a elui¢do dos analitos de interesse
do cartucho junto com os interferentes (JARDIM, 2010; WATSON;
RAYNIE, 2014). Neste estudo foi utilizado solugdo tampédo pH 6 e 3,
mesmos pHs avaliados para solubilizacdo da amostra e condicionamento
do cartucho, solugdo de HCI 0,1 M e metanol. A solucdo &cida foi
acrescentada considerando a FE seletiva para troca cationica, e tem a
funcdo de lavar os interferentes acidos, tornando-0s neutros e assim 0s
fazendo “desgrudar” dos sitios de retencdo da FE (SIGMA ALDRICH,
2004; CHAMBERS et al., 2007). Acrescenta-se que conforme as etapas
anteriores, a alteracdo de pH de 6 para 3 ndo gerou alteracdo no resultado,
mantendo-se, portanto, o pH 6 como escolha.

Por fim, a eluicdo, quarta etapa da EFS, tem por objetivo retirar
os analitos de interesse que estéo retidos na FE. O solvente utilizado nesta
fase, conhecido também como eluente, deve ser capaz de desfazer todas
as interacdes entre o analito e a FE. No entanto, é necessario haver um
cuidado para que este ndo seja muito forte a ponto de remover
contaminantes que possam estar fortemente ligados a FE, como no caso
do presente estudo, as bases fortes (WATSON; RAYNIE, 2014). Nesta
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etapa é possivel avaliar diferentes tipos de solvente para otimizar o
processo visando uma melhor recuperacdo do analito. Ndo houve extragédo
dos analitos quando utilizado como eluente a composicdo
cloroférmio:isopropanol:aménio (78:20:2). Algo semelhante ocorreu
com o hidréxido de amonio 5% em ACN. Com esta solucéo foi possivel
observar uma melhora consideravel na extragdo da COC, quando
comparada a area com a extracdo com hidroxido de amonio 5% em
metanol, no entanto, a mesma ndo foi eficiente na extra¢do da BE. O
eluente que se mostrou mais adequado para a extracdo dos analitos de
interesse foi hidroxido de amdnio 5% em metanol (Figura 14).

Quanto ao solvente extrator, quando usado uma FE mista, a
literatura é basicamente dividida entre os eluentes hidrdxido de aménio
5% em metanol (WOOD et al, 2005, BAKER; KASPRZYK-
HORDERN, 2011; FERNANDEZ et al., 2014; CHEN et al., 2017) e a
mistura cloroférmio:isopropanol:aménio (78:20:2) (GIROD; STAUB,
2000; MOORE; COULTER; CROMPTON, 2007; GHEORGHE et al.,
2007). Apesar de haver relatos na literatura do uso desta Ultima mistura
citada, ndo foi possivel reproduzir seus resultados. Por outro lado, 0
eluente hidroxido de aménio 5 % em metanol mostrou-se bastante
apropriado, possibilitando a continuidade dos trabalhos. Destaca-se ainda
que as datas de publicacdo dos artigos avaliados que utilizaram este
eluente sdo relativamente mais recentes.

Convém mencionar que em todo o processo de desenvolvimento
da EFS foi empregado o procedimento de digestdo acida com 0,1 M de
HCI e amostras fortificadas na concentragdo de 1 pg/mL, tanto para COC
como para a BE.

A fim de ilustrar a etapa pré-analitica desenvolvida, apresenta-se
a figura 15, onde pode-se observar todos os procedimentos realizados
nessa etapa de forma resumida e esquematizada.



Figura 15: Esquema da etapa pré-analitica desenvolvida.
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4.1.2. Etapaanalitica

Avaliacdo quanto ao tipo de solvente organico da FM

Os dois tipos de solventes avaliados foram metanol e ACN,

ambos com tampéo fosfato 0,02 M pH 6, nas proporcdes de 80:20 e 70:30,

respectivamente. A ACN mostrou ser o solvente mais seletivo para 0s

compostos, apresentando o melhor formato para ambos os picos, sendo o
solvente de escolha deste trabalho.

Na fase inicial desta etapa do desenvolvimento foi utilizado
somente metanol como solvente organico na FM (FERNANDEZ et al.,
2014), escolha fundamentada no artigo que serviu de base para o0 presente
estudo. No entanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios. Além
disso, a referéncia citada ndo relatava o desenvolvimento deste parametro.

A partir destes resultados, buscou-se na literatura alternativas
com relacdo ao tipo de solvente para os analitos de interesse, sendo
constatado que é bastante diversificada. Dentre elas, Clauwaert et al.
(2000), Mercolini et al. (2008) e Schaffer et al. (2016) utilizam ACN na
composi¢do de suas FMs. Acrescenta-se que 0 comprimento de onda em
que ela absorve (190 nm) é menor que o do metanol (205 nm), sendo
dessa forma mais distante do comprimento de onda usado no presente
estudo (240 nm), o que pode auxiliar na reducéo do ruido da linha de base
(ADVANCED CHROMATOGRAPHY SOLUTIONS, 2013; SCHUG;
TAYLOR, 2017).

Quanto a proporcéo do solvente organico na FM
Diante do resultado obtido na avaliagdo do tipo de solvente,
partiu-se para a avaliagdo da sua propor¢do na composicdo da FM.
Iniciou-se utilizando 70 % de ACN chegando a um resultado de 13 %.
Assim, considerando o modo de eluicdo isocratico, os melhores
resultados para os TRs da BE e COC foram obtidos com a proporcéo de
13:87.

Inicialmente as proporg¢des avaliadas variaram de 70 a 80 %, tendo
como estratégia analitica a alteracdo de duas unidades por vez, chegando-
se na proporcao considerada ideal de 72 %. No entanto, nestas condicdes,
a BE apresentou um TR muito baixo, 0 que poderia sugerir pouca
interacdo com a FE e podendo afetar posteriormente a separa¢do com 0s
interferentes da matriz biol6gica. Dessa forma, optou-se por alterar
novamente a propor¢do da FM, aumentando a proporcéo da fase aquosa.
Este procedimento faz com que as moléculas analisadas reduzam sua
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afinidade pela FM, o que as possibilita uma maior interacdo com a FE
(coluna) (SKOOG et al., 2006).

Para tal, as proporcbes de 10 a 60 %, as quais ndo tinham sido
avaliadas anteriormente, foram analisadas, e como é possivel observar
(figura 16) com uma propor¢do maior da fase aquosa, foi realmente
possivel retardar a eluicdo da BE. No entanto, 0 TR da COC ficou muito
distante da BE, e o formato de seu pico alargado.

Figura 16 - Cromatograma com modo de eluigdo isocratico com aumento da
porcao aquosa apresentando uma significativa separacdo dos picos.
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Fonte: Autora.

Diante do resultado obtido, algumas possibilidades foram
levantadas para dar encaminhamento no desenvolvimento do método
pretendido. A partir da constatagdo de que uma parte maior da por¢do
aquosa da FM causou uma piora no formato do pico da COC, uma das
alternativas ponderada para contornar este problema foi mudar o pH da
FM. A COC é uma molécula com caracteristicas basicas (pKa 8,6), o que
demanda um pH elevado, aproximadamente 2 pontos acima do seu pKa,
para que a molécula esteja 100% na sua forma nédo ionizada. No entanto,
a FE utilizada ndo suporta pHs superiores a 8, conforme manual do
fabricante. Nestas situagdes, a literatura traz como alternativa a
acidificacdo da FM de forma a converter 100% da molécula a sua forma
ionizada (BERG et al., 2009).

Segundo Santos Neto (2009), outros fatores que poderiam causar
o0 alargamento do pico é a falta de forca cromatografica na FM, assim
como a forga cromatografica do solvente em que a amostra é diluida. Em
experimentos anteriores, conforme observacdes de cromatogramas
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obtidos com proporc@es mais elevadas de solvente organico na FM, ndo
foi constatado problemas no formato do pico da COC. Considerando que
na cromatografia em fase reversa, utilizada neste estudo, o aumento da
forca cromatogréafica se da com a reducéo da polaridade (SKOOG et al.,
2006), foi possivel inferir que para melhora do formato do pico da COC
seria necessaria propor¢do maior de solvente organico, condicao diferente
da necesséria para a BE.

Ainda a esse respeito, outra alteracdo feita foi a troca do solvente
no qual a amostra era ressuspendida, passando a ser composto somente
pela fase aquosa da FM, ao invés de ser a prépria FM, como até entdo era
feito.

Quanto ao modo de elui¢cdo da FM

Neste momento do desenvolvimento foi analisado o modo de
eluicdo, isocratico e gradiente. O método utilizado por Ferndndez et al.
(2003) empregou 0 modo de elui¢do isocratico, sendo esse o ponto de
partida do presente estudo. Apds a andlise de amostras de CB adicionadas
com os padrdes dos analitos, assim como a avaliagdo dos resultados do
desenvolvimento quanto & proporc¢éo do solvente organico, percebeu-se a
necessidade de analisar o modo de eluicdo em gradiente, o qual, por fim
tornou-se a melhor opgéo para o presente estudo.

O modo isocratico mostrou-se inadequado para a avaliacdo dos
analitos de interesse. Isso se explica pelo fato dos analitos deste estudo
apresentarem caracteristicas quimicas diferenciadas. A COC é menos
polar do que a BE (RUPPENTHAL, 2013) e como consequéncia precisa
de uma propor¢do maior de solvente organico. Por outro lado, quando a
proporcao do solvente orgénico é ideal para eluicdo da COC, observou-
se um cromatograma onde a BE apresenta um TR muito baixo,
demonstrando que ha pouca interagcdo com a FE.

Diante desta heterogeneidade de comportamento, ponderou-se que
0 modo de eluicdo gradiente poderia proporcionar uma condicdo ideal
para as necessidades de ambos analitos. A proposta foi de iniciar o
gradiente com a propor¢do de solvente organico étima para eluicdo da
BE, para que esta pudesse apresentar um TR maior, distante dos
interferentes do CB, chegando até a proporgdo ideal para elui¢do da COC.

Avaliou-se diversas propor¢des inicias para 0 gradiente,
alcangando uma proporcdo 6tima de 13 % de ACN, sendo este feito até
90 % da mesma, em 15 min. Conforme é possivel observar na figura 17,
tanto o pico da BE quanto o pico da COC apresentaram um bom aspecto.
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Figura 17 - Cromatograma representativo do modo de eluicdo gradiente
otimizado. Experimento realizado com amostra adicionada 1 pg/mL em modo de
elui¢do gradiente (13:87 — 90:10 em 15 min), com acido férmico 0,01 % como
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Fonte: Autora.

A fim de diminuir o tempo de anélise, o gradiente final otimizado
foi de 13:87 a 80:20 em 13 min, sendo esse o gradiente final submetido
ao processo de validacao.

Quanto ao tipo de solucdo aquosa da FM
Como candidatos a por¢do aquosa da FM foram avaliados 0s
tampdes fosfato de potassio 0,02 M e acetato de amdnio 0,01 M, assim
como as solugdes 4cidas de &cido formico a 0,01 % e cido acético 0,1 %.
Dentre estes, 0 que apresentou melhores resultados foi o tampdo
composto por acetato de aménio 0,01 M.

Iniciou-se os experimentos com o tampao fosfato de potassio 0,02
M pH 6 (adaptado de FERNANDEZ et al., 2003). Este tampéo exibiu
bons resultados de inicio, porém néo fornecia reprodutibilidade quanto ao
formato e &rea dos picos.

Considerando as observacdes feitas a respeito do formato do pico,
as quais sugeriam a reducéo do pH, seguiram-se as analises com a solucédo
de 4&cido acético 0,1 % e 4acido foérmico 0,01 %. Tais solugdes,
amplamente utilizadas em cromatografia liquida, apresentam pH médio
de 3,5.
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Os resultados obtidos com &cido acético ndo foram satisfatorios.
Conforme é possivel observar na figura 18, o pico da COC nao apresentou
um formato adequado.

Figura 18 - Cromatograma utilizando como por¢éo aquosa da FM o &cido acético
0,01 %. Experimento realizado com solugdo padrdo de 5 pg/mL em modo de
eluicdo gradiente (27:73 — 70:30 em 6 min), com ACN como solvente organico.
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Fonte: Autora.

Por outro lado, a solucédo de acido férmico a 0,01 % mostrou-se
muito promissora. Na sequéncia dos experimentos foi realizada analises
com introducdo da amostra de CB adicionadas com padrdes dos analitos
de interesse (figura 17).

No entanto, ao avaliar amostras brancas juntamente com amostras
de CB adicionadas dos analitos de interesse, percebeu-se em algumas
amostras brancas que havia dois interferentes que possuiam TRs muito
préximos aos da BE e da COC (figura 19). Apesar de apresentarem
pequenas areas, estes dificultariam o processo de validacdo e aplicacdo
do método.
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Figura 19 - Cromatograma representativo de interferéncia na amostra de CB
prejudicial as analises. Acido acético 0,01 % utilizado como porgio aquosa da
FM. Tracejado superior em azul escuro representa a analise de uma amostra de
CB adicionada dos padr6es de COC e BE. Tracejado abaixo em azul claro
representa a analise de uma amostra de CB sem adigdo de quaisquer padrdes.
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Fonte: Autora.

Visando resolver este impasse, avaliou-se 0 tampao acetato de
aménio 0,01 M pH 3,5 (CLAUWAERT et al., 2000). Conforme é possivel
observar na figura 20, com a utilizacdo deste tamp&o na FM foi possivel
realizar a separacdo cromatografica dos interferentes e dos analitos de
interesse.
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Figura 20 - Cromatograma com acetato de aménio como porcéo aquosa da FM e
ACN. Modo de eluigdo gradiente 13:87 a 80:20 em 13 min.
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Quanto ao fluxo da FM
A avaliagéo quanto ao fluxo para elui¢do da FM foi feita visando
uma economia de solventes, assim como um tempo 6timo para a analise
de cada amostra. O fluxo que apresentou o melhor custo beneficio para
0s objetivos da avaliagdo deste parametro foi o de 0,6 mL/min, sendo esse
escolhido para 0 método a ser submetido ao processo de validag&o.

O fluxo inicial utilizado foi aquele proposto por Fernandez et al.
(2003), 0,4 mL/min. Logo percebeu-se que ele deveria ser aumentado,
pois a coluna que o presente estudo utilizou era o dobro do tamanho do
estudo do referido autor. Partiu-se entdo para um fluxo de 0,8 mL/min e
na sequéncia para 1 mL/min, pretendendo avaliar a possibilidade de
reducdo no tempo da corrida. Por Gltimo, optou-se pela diminuicdo para
0,6 mL/min a fim de averiguar se 0 aumento causado no tempo da corrida
seria menos significativo comparado a reducéo de consumo de solvente
nos periodos de estabilizagéo do equipamento.

4.2, VALIDACAO DO METODO
Apb6s um extenso processo de desenvolvimento do método,

incluindo as etapas pré-analiticas e analiticas, o seguinte método (quadro
2) foi proposto para o processo de validagdo analitica, com o propdsito de
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averiguar sua precisdo, exatidao, recuperacdo, linearidade, sensibilidade

e especificidade:

Quadro 2 - Pardmetros do método proposto.

Parametros pré-analiticos

Lavagem da amostra

Tween 80 0,1 % e diclorometano em banho
de ultrassom seguido de enxague com agua
do tipo 1

Fragmentacdo da amostra

Tesoura + pulverizagdo com gral e pistilo
de vidro

Digestdo da amostra

2 mL de Metanol + 1mL de HCI 0,1 M a
45° C overnight

SPE

Condicionamento: Metanol +

fosfato pH 6

Adicéo da amostra: amostra em pH 6
Lavagem: tampédo fosfato pH 6 + HCI
0,1M + metanol

Eluicdo: hidroxido de aménio 5 % em
metanol

tampéo

Ressuspensdo da amostra

250 pL de acetato de amdnio 0,01 M

Parametros analiticos

FE utilizada Ci15 250 mm, 4,6 mm com particulas de 5
pm de didmetro
FM utilizada Acetato de aménio 0,01 M pH 3,5 com

ACN

Modo de eluicdo

Gradiente: 13:87 a 80:20 (ACN:acetato de
amonio) em 13 min.

Fluxo de elui¢do 0,6 mL/min
Compr~|mento de onda de 240 nm
deteccdo

Volume de injecéo 25 uL

Fonte: Autora.
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4,2.1. Linearidade

As curvas de calibragdo ilustradas na figura 21 foram obtidas com as
médias das areas ajustadas das seis replicatas para cada uma das cinco
concentragdes (0,5; 2,5; 5; 7,5 e 10 pg/mL). O r para o analito BE foi de
0,9993 e para a COC 0,9995 (quadro 3). Assim, conclui-se que o método
é linear dentro da faixa de concentracdo analisada por atender aos critérios
da UNODC (2009), que exige um r superior a 0,99.

Figura 21 - Curvas de calibracdo da BE e da COC, obtidas a partir das médias das
areas ajustadas de seis dias distintos.
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Quadro 3 — Resultados obtidos com a analise da regresséo linear: equagdo da
reta e coeficiente de correlagdo.

BE cocC
Equacdo da reta y =0,3095x - 0,02397 y =0,3387x - 0,01254
r 0,9993 0,9995

Fonte: Autora.

A faixa de concentracdo escolhida para o presente estudo é muito
semelhante a utilizada por Fernandes et al. (2003), 0,1 a 10 pg/mL, o qual
utilizou como equipamento para andlise também um Cromatografo
Liquido acoplado ao DAD. Trabalhos que utilizam outros tipos de
detectores considerados mais sensiveis, como o espectrofluorométrico,
adotaram faixas de trabalho com concentra¢fes mais baixas. Mercolini et
al. (2008), que analisou apenas COC, utilizou uma faixa de trabalho que
variou de 0,003 a 1 pg/mL. Muito semelhante a essa, cita-se Clauwaert et
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al. (2000), que utilizou a faixa de 0,002 a 1 pg/mL, para ambos analitos,
BE e COC. E possivel trabalhar com concentracdes ainda menores, como
no estudo de Pego et al. (2017), que utilizou CG acoplado ao detector
Espectrometro de Massas (EM) e utilizou uma faixa de concentragéo de
0,0025 a 1 pg/mL para COC e 0,00025 a 0,5 pg/mL para BE.

No entanto, esclarece-se que a faixa de trabalho selecionada no
presente estudo, apesar de ser mais elevada, devido as limitagdes
instrumentais e metodolégicas, ndo foram um fator limitante no método,
isso pois esta atende as concentracfes normalmente observadas nas
amostras reais.

4.2.2. Limite de deteccao e quantificagdo
Para a avaliacdo da sensibilidade do método, calculou-se os LD e
LQ (quadro 4) a partir dos dados obtidos com as analises do pardmetro

linearidade.

Quadro 4 — LD e LQ obtidos para 0 método proposto.

. LD LQ
Unidades
BE CcoC BE CcoC
pg/mL 0,11 0,11 0,38 0,36
ng/mg de CB 0,28 0,27 0,95 0,91

Fonte: Autora.

Para a toxicologia, a andlise de agentes toxicos no CB quando
utilizado somente o fio (haste), retrata uma exposicao cronica, tendo em
vista 0 tempo que o cabelo demora para se desenvolver, do bulbo, local
onde o agente ¢ incorporado, até o couro cabeludo (HARRISON; FU,
2014). Considerando que a anélise é feita para observacdo de uma
exposicdo croénica, cabe esclarecer que a concentracdo esperada desses
analitos é baixa. Nesse sentido, a SOHT (COOPER; KRONSTRAND;
KINTZ, 2012) sugere como LD valores de 0,5 ng/mg de CB para COC e
de 0,05 ng/mg de CB para BE, assim como o uso de metodologias para
deteccdo com boa sensibilidade, como cromatografia liquida e gasosa,
ambas com EM.

Conforme é possivel observar foram obtidos valores de LD
superiores aos mencionados pela SOHT (COOPER; KRONSTRAND;
KINTZ, 2012) para a BE. Acredita-se que isso deve-se ao tipo de detector
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utilizado neste estudo, DAD. Sabe-se que a sensibilidade desse detector é
menor quando comparada com 0 EM (COLLINS; BRAGA; BONATO,
1997), o que faz obter LD superiores. No entanto, cabe ressaltar que,
apesar destes valores ndo serem tdo baixos quanto sugerido pela SoHT
(COOPER; KRONSTRAND; KINTZ, 2012), ndo inviabilizam a
aplicacdo do método. Esta ressalva é feita inclusive para prépria
referéncia supracitada, a qual descreve que os valores de LD e LQ devem
ser adequados para fornecer uma resposta para 0 caso a ser investigado.
Assim, dependendo da finalidade da andlise toxicoldgica ndo se faz
estritamente necessario LD e LQ extremamente baixos.

4.2.3. Especificidade/seletividade

Para este parametro, 10 CBs de fontes distintas, isentos dos
analitos de interesse, foram avaliados. Desses, 3 eram pintados com tinta
preta. Nas 7 amostras que ndo possuiam tintura, os cromatogramas se
mostraram muito semelhantes e ndo apresentaram picos nos TRs dos
analitos de interesse (BE e COC). Ja as 3 amostras pintadas apresentaram
alteracdo no cromatograma, tendo muitos picos a mais, inclusive nos TRs
dos analitos de interesse.

Alguns trabalhos trazem como observacdo a questdo dos
tratamentos quimicos no CB. Esses produtos utilizados podem causar
interferéncia na andlise, assim como alterar a concentracdo do analito no
CB. Em particular, os produtos usados para relaxamento e coloragdo
(tintas) sdo compostos considerados bases fortes, com caracteristicas
semelhantes a COC. Essa caracteristica quimica faz com que sejam
extraidos juntamente com os analitos de interesse, dificultando bastante a
separacao (CIRIMELE, KINTZ, MANGIN; 1995 apud KINTZ, 2004).

Entretanto, ha um fator importante a ser considerado que é a facil
identificagdo durante o processo de preparo das amostras que Ss&0
pintadas. J& no momento da digestao, mais precisamente no final dela, foi
possivel perceber que as solucdes digestoras das amostras pintadas
estavam acastanhadas. Na sequéncia, no procedimento de extragdo apds
a aplicacdo das amostras, os cartuchos retiveram a coloragéo acastanhada,
mantendo-a retida durante a etapa de lavagem, somente “soltando-as” na
etapa de eluicdo, o que confirma serem moléculas basicas. Apesar desta
constatacdo, destaca-se que o método ndo fica inviabilizado. Todavia,
ressalta-se que se faz necesséria a incorporacgdo de um procedimento no
preparo da amostra que retire esses interferentes.
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Outra avaliacdo feita ainda para esse parametro foi a verificagdo
da interferéncia no TR dos analitos de interesse de outros compostos. No
total, 15 compostos foram avaliados. No cromatograma foi possivel
observar apenas 6 picos, além dos referentes aos analitos e ao Pl do
estudo. Os compostos que apresentaram picos foram: morfina, teofilina,
cafeina, anfepramona e quetamina, lidocaina e haloperidol, conforme
observado na figura 22.

Figura 22 - Cromatograma representativo do parametro
especificidade/seletividade. Amostra de CB adicionada de 15 compostos, além
dos analitos de interesse BE e COC e do PI. Sédo possiveis de serem visualizados
no cromatograma: morfina (MORF); teofilina (TEO); cafeina (CAF);
anfepramona (ANF); quetamina (QUET); lidocaina (LIDO); e haloperidol
(HALO).
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Fonte: Autora.

Dentre os compostos avaliados, dois sdo moléculas acidas, o
propofol e 0 GHB. Neste sentido, considerando a seletividade da fase
estacionaria utilizada no processo de extracdo, assim como o0
procedimento como um todo (lavagem dos interferentes &cidos), é
possivel propor que estas duas moléculas ndo foram extraidas juntamente
com 0s outros compostos com caracteristicas basicas.

Outros compostos utilizados neste pardmetro que ndo foram
observados no cromatograma (figura 21) foram: tramadol, nicotina,
prometazina e metadona. Esses quatro compostos em particular absorvem
em comprimentos de onda diferentes do utilizado (240 nm), sendo eles
220 nm (PHENOMENEX, 2017), 260 nm (CAMILLO, 2014), 250 nm
(TANAKA et al., 2007) e 205 nm (RANJBARI; GOLBABANEZHAD-
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AZIZI; HADJMOHAMMADI, 2012), respectivamente. A prometazina,
por absorver em um comprimento de onda mais préximo do utilizado, é
possivel de ser visualizada, porém com é&reas menores. Assim,
considerando o exposto e que o seu TR (14,6 min) é muito préximo do
TR do haloperidol (14,4 min), pode-se supor que o sinal logo no final do
pico do haloperidol seja a prometazina.

Com relagéo aos dois benzodiazepinicos avaliados, midazolam e
diazepam, sabe-se que o comprimento de onda de absorcédo é de 230 nm.
Apesar de ser possivel observa-los em comprimentos maiores, estes
devido as suas estruturas moleculares, interagem por mais tempo com a
coluna, apresentando TRs maiores (LIMA, 2009), o que pode ter sido o
motivo de ndo terem sido observados nesta analise.

Destaca-se que o composto lidocaina apresentou uma coeluicdo
parcial com o Pl utilizado, a articaina. Acredita-se que este fato se deva a
semelhanca estrutural dos dois compostos. Tal coelui¢do ndo impede a
analise dos analitos de interesse de forma geral, somente o0 uso do Pl na
analise especifica. Isto é possivel, pois sabe-se que o Pl na analise é uma
forma de auxilio ao analista na reducdo de erros principalmente no
momento da aplicacdo da amostra, no entanto ndo é um elemento
obrigatdrio na analise (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

4.2.4. Precisdo

A precisdo do método foi feita através do calculo do CV das nove
replicatas para cada uma das trés concentracdes analisadas (1,5; 3 e 6
pg/mL), preciséao interdia, assim como para as trés replicatas de cada um
dos trés dias, precisdo intradia. De acordo com a UNODC (2009), os CVs
obtidos devem ser inferiores a 20 % para a concentra¢do mais baixa a ser
analisada e inferior a 15 % para as demais.

Ressalta-se que a precisdo intradia, ndo é descrita pela UNODC
(2009), e foi avaliada como uma forma de complementar os resultados,
buscando a melhor avaliacdo possivel para esse parametro, precisdo.

Conforme ¢ possivel observar nos quadros 5 e 6, os valores de CVs
obtidos estdo dentro dos estabelecidos pela referéncia acima citada. Dessa
forma, o método pode ser considerado preciso.



Quadro 5 - Resultados obtidos para o par@metro da precisdo para BE, total de 9 replicatas.

Concentragéo Concentragdes obtidas cVv
nominal (%)
(Mg/mL) Dial CV(%) Dia 2 CV(%) Dia 3 CV(%)

1,5 1,20(1,36|1,25| 6,24 (1,80|159(1,80| 7,02 (1,35|1,22|1,17| 7,38 17,76
6 528(4,79|535| 5,92 |583/6,43|6,37| 5,29 |[6,17|552|5,17| 9,02 10,17
9 8,35|7,39(859| 7,78 |[859|8,27/8,84| 3,34 [9,32(9,25(9,26| 0,38 7,13
Fonte: Autora.
Quadro 6 — Resultados obtidos para o pardmetro da precisdo para COC total de 9 replicatas.

Concentracao Concentracdes obtidas cV
nominal (%)
(ng/mL) Dial CV(%) Dia 2 CV(%) Dia 3 CV(%)

1,5 1,23(1,26|1,17| 3,65 (1,50|147(1,62| 518 (1,38|1,62|1,58| 8,56 12,18
6 5711545591 4,03 |6,02/639|6,39| 3,36 |5,65|6,50(6,00| 7,07 6,08
9 9,03|7,99|9,05| 7,00 ([8,84|8,77(9,03| 152 |8,88|9,19|8,79| 2,37 3,96

Fonte: Autora.
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Cabe destacar que os resultados alcancados foram bons
considerando fatores como o processo de digestdo utilizado, constituido
apenas de solventes (HCI e metanol). Tal processo apresenta um custo
bastante inferior quando comparado aos reagentes utilizados na digestdo
enzimatica, que possibilita uma digestdo completa da matriz. Embora esta
Gltima permita a obtencdo de valores de CV ainda inferiores (Fernandez
et al., 2003), a alternativa apresentada estd em conformidade com os
critérios aceitos pelos guias norteadores e é bastante vidvel para
laboratérios com recursos restritos ou de pequeno porte, entre outras
aplicacGes.

4.2.5. Exatidao

A exatidao do método proposto foi avaliada através das analises da
precisdo realizando um célculo em forma de porcentagem. Conforme €
possivel observar nos quadros 7 e 8, a exatiddo para as trés concentragdes
avaliadas foram satisfatérias e estdo consideravelmente acima do
especificado pela UNODC (2009), 80 % na menor concentracdo e 85%
nas demais.

Quadro 7 - Valores de exatiddo em percentual obtidos para BE.

Concentragao Concentragdo média o
nominal (ug/mL) obtida (ug/mL) Exatidao (%)
L5 141 94,00
6 5,66 94,33
9 8,65 96,11

Fonte: Autora.

Quadro 8 — Valores de exatiddo em percentual obtidos para COC.

Concentracao Concentragdo média A
nominal (pg/mL) obtida (ug/mL) Exatiddo (%)
Lo 1,42 94,67
6 6,00 100,00
9 8,84 98,22

Fonte: Autora.
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H& trabalhos na literatura que ndo apresentam os valores de
exatiddo do método, como é o caso do trabalho de Fernandez et al. (2003).
Dentre os trabalhos que realizaram este parametro no processo de
validacdo, os valores obtidos foram muito proximos ou até mais baixos
do que aqueles obtidos pelo presente estudo. Mercolini et al. (2008), que
avaliou somente a COC obteve uma média de 90 % (+ 5) para a
concentracdo mais baixa avaliada, 90 % (+ 2) para a concentracdo média
e 92 % (+ 2) para a concentracdo alta. Pego et al. (2017), obteve para BE
uma média de 84.5 % na concentracdo baixa, 97,2 % na média e 98,2 %
na alta. E para a COC, 99,6 % na concentracdo menor, 94,3 % na média
e 97,6 % na alta. J& Clauwaert et al. (2000) avaliou somente duas
concentragBes, 0,2 e 10 ng/mg de CB, sendo que os valores para a
primeira variaram de 98,2 a 99,3 % e para a segunda 99,7 a 101,2 %.

Ainda com relagdo a exatiddo, acrescenta-se que ha diferentes
formas de ser obtida, sendo a mais recomendada a utilizagdo de amostra
de referéncia certificadas. Estas sdo "controles" ou padrdes usados para
verificar a qualidade e rastreabilidade metroldgica dos produtos, validar
métodos de medicdo analitica ou para a calibragdo de instrumentos
(ILAC, 2005). No entanto, muitas vezes estas ndo sdo disponiveis nos
tecidos bioldgicos desejados ou ainda apresentam dificuldades para
aquisicdo. Neste contexto, cabe destacar que os guias de validacéo, entre
eles o utilizado neste estudo, ndo colocam o uso de amostras de referéncia
como obrigatério, podendo as analises serem feitas com amostras brancas
da matriz biol6gica de escolha, adicionadas de quantidade conhecida dos
padrdes dos analitos do estudo.

4.2.6. Recuperacdo

A recuperacdo de um analito representa a resposta do detector
obtida a partir de uma quantidade do analito adicionado e extraido da
matriz, em comparacgao com a resposta do detector para a concentracdo
do padréo puro, ou seja, ndo extraido (UNODC, 2009).

Os resultados para este parametro (quadro 9) foram obtidos através
da comparacdo das areas ajustadas dos analitos de interesse adicionados
ao CB e extraidos por EFS, com areas ajustadas dos padrdes destes nas
mesmas concentra¢des utilizadas para precisdo e exatidao.
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Quadro 9 - Percentuais de recuperagéo.

Concentracdo RBBUEETREED (V)
nominal (ug/mL) BE CcocC
15 78,0 87,4
6 83,7 70,9
9 95,2 82,8

Fonte: Autora.

Na academia ha muitas discussfes a respeito deste parametro.
Muitos guias nem o trazem como requisito para o processo de validacao
(SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017). Outra controvérsia é o percentual de
aceitacdo para recuperacdo. VArios autores e guias trazem como um
percentual aceitavel valores acima de 85 %. No entanto, muitos trabalhos
encontram percentuais mais baixos, porém com boa precisao e exatidao.

A esse respeito, hd& um consenso no mundo académico
(DONNARUMMA, 2014), assim como uma ressalva em alguns guias de
validacdo (UNODC, 2009), que permite a aplicacdo de métodos que
apresentem valores abaixo de 85 % desde que apresentem boa
reprodutibilidade e LQs aceitaveis.

Assim, considerando que 0s percentuais encontrados para
recuperacao nesse estudo para ambos analitos estdo dentro ou muito perto
dos limites de percentuais recomendados e ainda, que 0 método proposto
demonstrou boa precisao e exatiddo, assim como um bom LQ para ambos
analitos, é possivel considerar a recuperacdo deste, aceitavel.

4.2.7. Efeito memoéria

Segundo a SWGTOX (2013), efeito meméria é a visualizacdo de
sinal do analito ndo intencional em amostras subsequentes a analise de
uma amostra positiva. Para o método utilizado observou-se efeito
memoéria a partir da concentracdo de 50 pg/mL, porém este foi eliminado
apos algumas alteragbes no método.

A avaliagdo deste pardmetro foi iniciada com amostras adicionadas
de padrfes dos analitos de interesse na concentracdo de 20 pg/mL,
concentracdo essa duas vezes maior do que o Ultimo ponto da curva de
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calibracdo proposta. Nas analises do branco ndo se observou sinal dos
analitos nos seus devidos TRs.

Desta forma, decidiu-se aumentar a concentra¢do para observar em
qual seria visivel o efeito memaria. Analises com as concentracdes de 30
e 40 pg/mL foram feitas, porém também nao foi possivel observar sinal
nos TRs dos analitos nas amostras brancas.

No entanto, ao avaliar uma amostra branca apds a analise da
concentracdo de 50 pg/mL (figura 23 A), foi possivel observar um
pequeno sinal para ambos analitos (figura 23 B).

Figura 23 — Cromatograma representativo de efeito memaria apds a concentragéo
de 50 pg/mL. A- amostra de CB com padrdes de COC e BE na concentracdo de
50 pg/mL. B- amostra de CB sem a adicao dos padrfes COC e BE.

] Padrées 50 pg/mL BE  coc

Di Amostra Branca
600-] B ‘/\
1 |

|

\ ” PL
P I A | N i
1 &jv LNJL\“&\/

200

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Fonte: Autora.
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Para sanar tal problema, primeiramente foi aumentado o tempo de
limpeza da coluna, apés o final da corrida, porém, ndo se obteve sucesso.
Num segundo momento, ainda pensando em contaminagéo na coluna, foi
aumentado a forca cromatogréafica do gradiente, chegando o mesmo até
100 % de ACN. Ainda assim ndo foi obtido sucesso na eliminagdo do
efeito memédria, mantendo-se inclusive as areas dos picos em ambas
situacdes.

Pensando agora em contaminagdo no momento de inje¢do da
amostra, foi observado nas configuracdes do método que esse nao
realizava o wash da seringa, somente o flush e esse com um volume de
400 uL. Decidiu-se entdo acrescentar o parametro wash no método com
volume de 800 pL e aumentar o do flush para o0 mesmo volume.

Com essas alteragbes foi possivel visualizar uma pequena
melhora, ou seja, uma reducdo nas &reas dos picos, porém estes ainda
eram visiveis. Decidiu-se aumentar ainda mais o volume, passando para
2 mL para cada pardmetro. Houve uma reducdo ainda maior da area de
ambos os picos, porém ainda estavam presentes. Na sequéncia pensou-se
em aliar ao aumento de volume a troca do solvente utilizado, de agua para
ACN. A reducéo foi notavel, porém ainda ndo o suficiente para eliminar
o efeito memoria. Partiu-se novamente para 0 aumento dos volumes. A
eliminacdo do efeito meméria (figura 24) somente foi alcancada com
volumes de 5 mL para os dois parametros.

Figura 24 — Cromatograma de uma amostra de CB isenta de analitos de interesse,
analisada apds a amostra adicionada na concentracdo de 50 pL. Analises feitas
com a alteracdo no método visando eliminacdo do efeito memoria.
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A existéncia de efeito memoria neste método também conhecido
como efeito residual, ressalta a importdncia da sua avaliagdo em
processos de validagdo. Isso pois, a menos que toda a amostra seja
removida do sistema analitico, a analise subsequente tera residuo da
injecdo anterior, 0 que poderia levar a dados incorretos, podendo até gerar
um falso positivo (INTERNATIONAL LABMATE, 2013).

Diversos autores relatam a presenca de efeito memoria em seus
métodos (SANCHEZ-ORTEGA et al., 2005; FANG et al., 2011). As
abordagens para eliminacdo sdo das mais diversas. Um exemplo é o
método de lavagem da coluna e dos compartimentos de injecdo (FANG
et al., 2011). Outros estudos recomendam inicialmente identificar a fonte
do efeito memoria, podendo ser esse da coluna, detector, amostrador ou
até mesmo contaminacdo na FM. Apo6s, dependendo da fonte é
recomendado uma abordagem diferenciada, como a substituicdo de
componentes contaminados ou danificados, ou a alteracéo dos solventes
usados para limpar componentes individuais. Ressalta-se ainda que a
selecdo do solvente de lavagem correto é um fator importante para
otimizar o regime de limpeza (INTERNATIONAL LABMATE, 2013).

4.3, APLICACAO DO METODO

A aplicacdo do método validado fez-se em amostras de casos onde
houve vitimas de morte violenta, provenientes do IGP/SC de sua sede em
Joinville. No total foram avaliados 22 casos. Desses, oito apresentaram
resultado detectado para COC em sangue e/ou urina, 12 apresentaram
resultado ndo detectado e dois ndo tiveram amostras de sangue e/ou urina
coletadas (figura 25).
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Figura 25 - Distribuicdo dos 22 casos avaliados considerando
simultaneamente as variaveis coleta de amostra e resultados obtidos.

B Amostra ndo coletada

B Nao detectado COC
em sangue/urina
Detectado COC em
sangue/urina

Fonte: Autora.

Em todos os oito casos que apresentavam resultado detectado para
as amostras convencionais, foi possivel detectar COC e seu produto de
biotransformagdo BE no CB. As concentragdes variaram de 3,3 a 123,03
ng/mg de CB para a BE (média: 61,02 ng/mg de CB, mediana: 59,02
ng/mg de CB) e de 2,41 a 127,05 ng/mg de CB para COC (média: 47,86
ng/mg de CB, mediana: 54,46 ng/mg de CB) (quadro 10). Considerando
que a janela de deteccéo das drogas no CB, quando ndo se usa a raiz do
mesmo para analise, inicia apds aproximadamente 20 dias (HARRISON;
FU, 2014), ¢é possivel inferir que em todos estes casos as vitimas
utilizaram a droga horas/dias antes de irem a 6bito, assim como ha pelo
menos 20 dias, o que as classifica como usuarias (CEBRID, 2017).
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Quadro 10 - Resultados da aplicacdo da metodologia em 22 casos post mortem.
Comparacéo da deteccdo de COC em sangue e urina e quantificagcdo de COC e
BE em CB. (D — Detectado; ND — N&o Detectado; NC — N&o Coletada).

CASO | TOXICOLOGICO CONCENTRACAO (ng/mg) CB
Sangue Urina BE cocC
1 D D 84,89 10,34
2 D D 123,03 127,05
8 D ND 57,44 68,76
4 D ND 60,61 77,65
5 D ND 117,64 92,80
6 D ND 24,67 40,15
7 D NC 16,56 2,41
8 ND D 3,30 8,30
9 ND ND 6,05 3,23
10 ND ND ND ND
11 ND ND ND ND
12 ND ND ND ND
13 ND NC ND ND
14 ND ND ND ND
15 ND NC ND 2,60
16 ND NC ND ND
17 ND NC ND ND
18 ND NC 24,58 2,17
19 ND NC 9,99 24,43
20 ND NC 10,67 ND
21 NC NC 2,33 7,24
22 NC NC 7,85 5,38

Fonte: Autora.

Com relagéo aos 12 casos em que ndo foi possivel detectar COC
nas amostras convencionais, em trés deles foram encontradas COC e BE
(quadro 10). Este resultado mostra um dos diferenciais do CB como
amostra para toxicologia forense. Certamente, a partir dos resultados
negativos nas analises com o sangue e urina, pode-se concluir que estas
vitimas ndo utilizaram COC horas/dias antes da sua morte, e inclusive
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pode-se descartar uma overdose desta droga como causa da morte. No
entanto, a presenga de COC e BE no cabelo representa que essas vitimas
tiveram contato com a droga e ainda que ha a possibilidade destas serem
usuarias da droga, o que pode auxiliar no esclarecimento do caso.

Ainda sobre os 12 casos que ndo apresentaram resultados
detectado para COC nas amostras de sangue e/ou urina, um deles
apresentou somente COC, na concentragdo de 2,6 ng/mg (caso 15).
Quando apenas a droga é encontrada sem a presenca do produto de
biotransformacao, a literatura traz a possibilidade de que tenha ocorrido
contaminacdo externa, ndo sendo o achado decorrente do uso (HILL;
CAIRNS; SCHAFFER, 2008). Porém, também é possivel inferir que,
neste caso especifico, como a concentragdo de COC é baixa, a BE pode
estar abaixo do LQ do método deste trabalho. Tal afirmacdo é
fundamentada no fato de ser esperado no CB concentragfes menores para
0s produtos de biotransformagdo do que para a COC (CORDERO; LEE;
PATERSON, 2010).

Por fim, desses 12 casos citados, em um deles foi observado apenas
BE (10,67 ng/mg), resultado este inesperado, considerado fatores como a
afinidade da COC, como molécula basica, pelas células germinativas do
foliculo piloso de caracteristicas &cidas (CLAUWAERT et al., 2000;
BALIKOVA, 2005; DRUMMER, 2004). No entanto, esse tipo de achado
ja foi relatado anteriormente, assim como a deteccdo de concentragdes
maiores de BE do que de COC, quando ambas sdo detectadas
(CLAUWAERT et al., 2000, FERNANDEZ et al., 2003, CORDERO;
LEE; PATERSON, 2010). Sabe-se que a COC é convertida para BE por
hidrélise, podendo essa ocorrer in vivo. Nesse sentido, as circunstancias
em que as vitimas sao encontradas, como em um rio, mar ou banhado, por
um periodo prolongado ap6s o afogamento, pode ter causado a conversdo
de COC para BE (CORDERO; LEE; PATERSON, 2010).

Para os dois casos (9 %) em que as amostras convencionais ndo
foram coletadas, tanto BE quanto COC foram detectadas no CB (quadro
10). Com relagéo a este achado cabe destacar o que ja foi constatado em
outros trabalhos, que cerca de 37 % dos casos de morte violenta atendidos
pelo IGP/SC, na sua sede de Joinville nos anos de 2013 a 2015, nédo
apresentam amostras de sangue/urina coletadas, e por isso exames
toxicoldgicos acabam por ndo serem realizados (PERICOLO, 2016).

Neste contexto, esse resultado reforga o que ja é de conhecimento
no ambito forense, analises de amostra alternativa como o CB em casos
post mortem, onde o cadaver encontra-se em estidgio avangado de
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decomposi¢do, no qual as amostras convencionais ndo se encontram
disponiveis, sdo importantes para o esclarecimento do caso (COOPER;
KRONSTRAND; KINTZ, 2012).

44. PRODUTO FINAL DO ESTUDO

Os resultados alcancados no presente estudo irdo se somar aos
resultados obtidos em amostras de humor vitreo por Pericolo (2016) e que
visam atender a uma necessidade do IAF/SC, em sua sede de Joinville,
referente ao emprego de matrizes alternativas na rotina forense. Estima-
se que a diversificacdo de matrizes bioldgicas possa contribuir de maneira
mais efetiva para a elucidacdo de casos atualmente prejudicados por
limitagdo de disponibilidade de amostras convencionais e técnicas.

Desta forma, o Laboratério de Pesquisas Toxicolégicas — LPTox
(Patologia/CCS/UFSC) em consonancia com o IAF/SC, em sua sede de
Joinville, e o Programa de Pds-Graduagdo Mestrado Profissional em
Farmacologia (Farmacologia/CCB/UFSC), vem desenvolvendo métodos
pré-analiticos e analiticos para identificagdo COC em amostras ndo
convencionais provenientes de vitimas atendidas no IGP/SC em sua sede
de Joinville.

Em levantamento realizado no periodo compreendido entre os anos
de 2013 e 2015 foram registrados 1.422 casos de morte violenta atendidos
pelo Instituto na regido de Joinville, sendo que em aproximadamente 37%
as amostras ndo foram coletadas (Pericolo, 2016). Parte destes casos nao
possuem laudos de exames toxicol6gicos em decorréncia da inviabilidade
de coleta de sangue e urina dos cadaveres, evidenciando gargalo onde o
aparato forense ndo corroborou com a persecugdo penal. Desta forma, a
diversificacdo de amostras passiveis de analise pode dirimir parte desta
limitacdo.

Assim, como produto final deste trabalho apresenta-se um
Procedimento Operacional Padrdo (POP) (anexo I). Este resume todo o
método validado e foi produzido a fim de proporcionar sua aplicagéo por
qualquer analista de forma pratica.

Ressalta-se que o POP é a exterioriza¢do do método desenvolvido,
sendo a real ferramenta para aplicacdo do método. Sua disponibilizacéo
ao IGP/SC objetiva estimular a utilizacdo de matriz ndo convencional, o
que pode trazer ao referido Instituto um ganho nos resultados diarios
considerando o grande nimero de catarinenses atendidos pelo servico.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo é possivel inferir que:

O procedimento de lavagem da amostra é de extrema
importancia na etapa pré-analitica. O seu desenvolvimento
permitiu a incorporacdo de um agente detergente. Este foi de
vital importancia para a remocdo de sujeiras fortemente
aderidas as amostras provenientes do IGP/SC da sua sede em
Joinville.

A fragmentagdo da amostra é fundamental para garantir uma
melhor extragdo dos analitos de interesse do CB. Quanto mais
fragmentada, maior serd sua superficie de contato com o
solvente digestor. A utilizagdo de gral e pistilo de vidro para a
pulverizacdo foi uma alternativa eficaz aos equipamentos mais
sofisticados, proporcionando uma boa fragmentagdo e
enfraquecimento da matriz capilar.

A solucdo de metanol com 4cido cloridrico 0,1 M (2:1)
mostrou-se a mais eficiente na digestdo das amostras visando
remover os analitos de interesse do CB. Apresentou as maiores
areas dos picos para BE e COC, na amostra real avaliada,
quando comparadas com as outras solugdes.

A técnica de extracdo utilizada (EFS) se mostrou eficiente na
recuperacdo dos analitos de interesse e na separacdo dos
mesmos das impurezas provenientes do CB. Dentre o0s
procedimentos avaliados nesta etapa, 0 que apresentou melhor
resultado foi aquele recomendado pelo fabricante do material e
que também é amplamente citado na literatura.

Para analise de COC e BE utilizou-se a cromatografia liquida,
empregando CLAE-DAD. O método desenvolvido mostrou-se
eficiente na deteccdo de ambos os analitos nas amostras de CB.
A separacdo cromatografica foi boa, portanto, apropriada para
validagdo analitica.

O método foi linear na faixa de trabalho selecionada, preciso,
exato, sensivel, com boa especificidade e recuperagdo. Desta
forma, validado analiticamente.

O método desenvolvido e validado pode ser aplicado em
amostras reais, uma vez que foi eficaz na quantificacdo de COC
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e BE em amostras de CB de vitimas de morte violenta atendidas
pelo IGP/SC em sua sede de Joinville.

Os resultados obtidos destas analises quando comparados com
aqueles das amostras convencionais, corroboram com os dados
da literatura. As amostras de CB apresentam uma janela de
deteccdo mais longa, o que permite inferir a possibilidade de
uso crénico e a vitima como possivel usuaria.

Destacam-se 0s casos em que as amostras de CB analisadas
apresentaram resultados positivos e que ndo houve coleta das
amostras convencionais. Ha vérias situacdes em que estas
Gltimas amostras nao estao disponiveis, como em cadaveres em
estagio avancado de decomposicdo, tornando-se o0 CB uma
importante amostra alternativa na anélise toxicoldgica forense.

O desenvolvimento das etapas pré-analitica e analitica, bem
como a validacdo, possibilitaram a confeccéo de um POP, que
ao ser disponibilizado ao IGP/SC possibilita a implantacdo da
técnica na rotina forense do Estado de Santa Catarina.
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MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Envelopes de papel

Tesoura

Fita adesiva

Becker

Papel filtro

Gral e pistilo de vidro

Placa de petri

Tubo de vidro (10mL)

Espatula

Tampas para tubo de vidro

Plastico para vedagdo tipo parafilm

Tubos de polipropileno de fundo cbnico 2 e 6 mL

Pipetas automaticas de 20 a 200 pL e de 100 a 1000 L e suas ponteiras
correspondentes

Cartuchos para extracdo em fase sélida (EFS)

Banho de ultrassom

Concentrador de amostra

Aparato para EFS

Cromatografo Liquido (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) com Detector de Arranjos de Diodos (DAD)

REAGENTES UTILIZADOS

Agua do tipo 1
Tween 80 0,1%
Diclorometano PA
HCI 0,1M
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Metanol grau HPLC

Tampdo fosfato pH 6 (0,02M)
Hidroxido de aménio 5% em metanol
Acetonitrila (ACN) grau HPLC
Acetato de aménio 0,01M

Padrdes de Cocaina e Benzoilecgonina

PROCEDIMENTO

COLETA DA AMOSTRA
1. Cortar o cabelo na regido do vértice posterior 0 mais rente ao
couro cabeludo possivel.
2. Identificar a por¢do mais préxima do couro cabeludo com uma
fita adesiva, passando-a ao redor da mecha cortada.
3. A quantidade a ser coletada é de aproximadamente 200 mg.
4. A amostra deve ser armazenada em envelopes de papel contendo

0 numero do caso, data do Obito, data da coleta e nome do
coletador.

LAVAGEM DA AMOSTRA

5.

© o N o

Transferir a amostra para um becker e acrescentar tween 80 a 0,1
% em quantidade suficiente para cobrir a amostra;

Colocar em banho de ultrassom por 5 min.
Descartar todo o volume de twenn 80.
Enxaguar abundantemente com agua do tipo 1.

Adicionar diclorometano PA em quantidade suficiente para cobrir
a amostra.

10. Colocar em banho de ultrassom por 5 min.
11. Descartar todo o volume de diclorometano.
12. Enxaguar abundantemente com &gua do tipo 1.
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13. Colocar a amostra sobre papel filtro.
14. Deixar secar a temperatura ambiente.

FRAGMENTAGCAO DA AMOSTRA

15. Em uma placa de Petri, cortar a amostra com uma tesoura em
pequenos fragmentos, cerca de 1 mm, iniciando da parte mais
préxima do couro cabeludo.

a. Obs: caso o cabelo seja comprido, cortar uma
guantidade suficiente para a andlise (100 mg), partindo
sempre da regido mais perto do couro cabeludo, e
armazenar o restante da amostra conforme descrito no
item 4.

16. Colocar os fragmentos cortados em um gral de vidro.

17. Macerar a amostra com o pistilo de vidro até que adquira uma
coloracdo esbranquigada.

18. Aliquotar 100 mg da amostra em um tubo de vidro de 10 mL.

DIGESTAO DA AMOSTRA

19. Adicionar a amostra 2 mL de metanol grau HPLC
cuidadosamente pelas paredes do tubo.

20. Adicionar 1 mL de HCI 0,1M cuidadosamente pelas paredes do
tubo.

21. Adicionar 25 pL de articaina 50 pug/mL (padréo interno).

22. Tampar o tubo com uma tampa de borracha e vedar, nas laterais e
na parte superior, por cima da tampa, com parafilm.

a. Obs: a vedacdo é necessaria, pois 0 metanol ao ser
aquecido evapora e a pressdo do gas pode expulsar a
tampa.
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23. Colocar o tubo em estufa a 45 °C por 16 h.

24. Retirar o sobrenadante e colocé-lo em tubo de polipropileno de
aproximadamente 6 mL.

25. Evaporar em concentrador de amostra 0os 2 mL referentes ao
metanol adicionado. Para concentrador de amostra a vacuo, deixar
a temperatura em 45 °C por aproximadamente 45 min.

26. Ao restante do sobrenadante (1 mL), adicionar 1ml de tampao
fosfato pH 6,0 (0,01 M)

EXTRACAO EM FASE SOLIDA
CONDICIONAMENTO

27. Montar o sistema para movimentagdo de fluidos (Manifold) para
a extracdo.

28. Adicionar 3 mL de metanol grau HPLC com a valvula para
controle do fluxo (logo abaixo do cartucho) fechada.

29. Ligar a bomba de véacuo e fechar aos poucos a valvula principal
até que a pressao marque aproximadamente 5 mmHg.

30. Abrir aos poucos a valvula de controle de fluxo até que o metanol
comece a gotejar lentamente.

31. Fechar a valvula de controle do fluxo antes que passe todo o
conteudo liquido pela fase estacionaria.

32. Adicionar 3 mL de tampdo fosfato pH 6,0 (0,01 M) e repetir 0s
itens 29 e 30.

ADICAO DA AMOSTRA

33. Adicionar todo volume da amostra.

34. Abrir aos poucos a valvula de controle de fluxo até que a amostra
comece a gotejar de forma mais lenta que os dois solventes
utilizados no condicionamento.
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35. Deixar que toda a amostra passe pela fase estacionéria.

36.
37.

38.
39.
40.
41.
42.

LAVAGEM DOS INTERFERENTES

Adicionar 2 mL de tampéo fosfato pH 6 0,01 M.

Supervisionar a valvula de controle de fluxo para que a frequéncia
do gotejamento seja 0 mais semelhante possivel ao da etapa de
condicionamento.

Deixar que todo tampéo passe pela fase estacionaria.

Adicionar 2 mL de HCI 0,1 M.

Deixar que todo volume de HCI passe pela fase estacionaria.
Adicionar 2 mL de metanol grau HPLC.

Deixar que todo volume de metanol passe pela fase estacionaria.

43. Fechar a valvula de controle de fluxo.
44, Desligar a bomba de vacuo e aguardar até a pressdo cair a 0

45.

46.

47,

mmHg para abrir o aparato.

ELUICAO DA AMOSTRA

Colocar no aparato o suporte juntamente com um tubo cénico de
polipropileno de 2 mL para que seja possivel a coleta do eluato.

Adicionar 2 mL da solucéo de hidréxido de aménio 5 % em
metanol.

Abrir aos poucos a véalvula de controle de fluxo até que o eluente
comece a gotejar de forma mais lenta que os solventes utilizados
no condicionamento e na lavagem.

48. Desligar a bomba de vacuo e aguardar até a pressdo cair a 0

mmHg para abrir.
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CONCENTRAGCAO DA AMOSTRA E PREPARO PARA A ANALISE
CROMATOGRAFICA

49. Secar a amostra. Caso seja utilizado um concentrador de amostra
a vacuo, programa-lo para 1 h a 45 °C.

50. Ressuspender a amostra em 250 uL de acetato de aménio 0,01
M.

ANALISE CROMATOGRAFICA

51. Preparar previamente os solventes para fase movel (FM) e para os
procedimentos de lavagem da coluna e do amostrador automatico.
Dois frascos com acetonitrila (ACN) (um para FM e outro para a
lavagem do amostrador automatico), um com agua do tipo 1
(lavagem da coluna) e um com acetato de aménio 0,01 M (FM).
Filtrar todos os solventes e desgaseifica-los por pelo menos 20
min.

52. Ligar o equipamento HPLC-DAD pelo menos 1 h antes da
andlise.

53. Ajustar o método para a seguinte configurag&o:
a. Fluxo da FM 0,6 mL/min;
Modo de eluicdo gradiente;
Iniciando em 0,01 min com 13 % de ACN;
Chegando até 13 min com 80 % de ACN;
Voltado para 13 % em 13,01 min e mantendo assim até
20 min;
Comprimento de onda de detecgdo 240 nm;
g. Volume de injegdo 25 pL, em modo full loop;

h. Wash e flush do amostrador automéatico com volume de
5 mL de ACN.

54. Proceder a andlise, iniciando pela curva de calibrago.

® oo o

=h
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a. Os pontos da curva devem ser preparados em amostras
brancas adicionadas nas concentracdes de 0,5; 2,5; 5;
7,5 e 10 pg/mL de cocaina (COC) e benzoilecgonina
(BE), e devem seguir todos os procedimentos ja feitos
com as amostras reais.

55. Apés a realizacdo das analises, iniciar a lavagem da coluna.

LAVAGEM DA COLUNA DO CROMATOGRAFO

56. Aumentar o fluxo para 1 mL/min;

57. Alterar a proporcdo da FM para 20 % de ACN e 80 % de agua do
tipo 1.

58. Deixar correr em modo isocratico essa propor¢do por pelo menos
20 min, ou até observar uma linha horizontal no cromatograma.

59. Alterar a propor¢do aumentando em 10 % a ACN, e repetir item
58.

60. Repetir item 59 até que se atinja 100 % de ACN.

ANALISE DOS DADOS

61. Construir uma curva de calibracdo para cada analito, COC e BE.
a. A curva de calibracdo deve ser construida com as

concentragdes no eixo “x” e as areas ajustadas (area do
pico referente ao analito/area do padrdo interno)

[Tl

relativas a cada uma das concentragdes no eixo “y”.

62. Utilizar a equagdo da reta obtida com a curva de calibragdo para
calcular a concentracdo desconhecida da amostra.

a. Ultilizar, para o calculo com a equacéo da reta, a area
ajustada (area do pico referente ao analito/area do
padrdo interno) da amostra de concentracdo
desconhecida.

63. Dividir o valor obtido por 4, para obter a concentragéo em pg/mL.
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64. Para obter a concentragcdo em ng/mg de cabelo, multiplicar o valor
obtido no item 63 por 10.
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