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RESUMO

Takitane J. Drogas de abuso em vitimas de mortes violentas no municipio de
Séo Paulo [tese]. Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo; 2019.

Aproximadamente 5,6% da populacdo mundial, entre 15 e 64 anos de idade,
usaram algum tipo de droga pelo menos uma vez, no ano de 2016. Estimativas
indicam que no ano de 2015 aproximadamente 450 mil pessoas morreram em
todo o mundo por motivos diversos, porém todos relacionados de alguma forma
as drogas. Além disso, o consumo de cannabis e cocaina estdo entre 0os mais
associados aos prejuizos advindos dos transtornos relacionados ao uso de
drogas ilicitas na América Latina. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos
avaliar a prevaléncia do consumo de cannabis e cocaina por vitimas de causas
externas (acidentes e violéncias), necropsiadas no Instituto Médico Legal de S&o
Paulo (IML-SP). Além disso, foi proposto também o desenvolvimento e validacao
de um método em Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas sequencial (UHPLC-MS/MS) para quantificacao de
cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno e anidroecgonina metil éster (AEME) em
sangue, empregando-se a técnica de extragdo liquido-liquido com solventes nédo
clorados, que permite a distingdo das diferentes vias de administragédo da
cocaina. Foi utilizado um método de amostragem probabilistica para a coleta das
amostras de sangue postmortem, entre os meses de junho de 2014 a dezembro
de 2015. A etapa de triagem das analises toxicologicas foi feita por Ensaio de
Imunoabsorcdo Enzimatica e as amostras positivas foram confirmadas pelas
técnicas de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
sequencial e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas. Ao
longo de 19 meses consecutivos, foram coletadas 365 amostras de sangue
postmortem, as quais apresentaram positividade de quase um terco para
cannabis e/ou cocaina. Individuos do sexo masculino, jovens (< 30 anos de
idade) e que apresentavam algum registro de antecedentes criminais foram os
mais provaveis (P < 0,05) de terem feito uso de alguma substancia pesquisada.
Entre as causas do 6bito estudadas, o uso de cannabis foi mais prevalente entre
as vitimas de acidentes de transito, enquanto o consumo de cocaina ou de pelo
menos uma das drogas foi maior entre as vitimas de homicidio. Utilizou-se uma
mistura de éter metil terc-butilico e 2-propanol como solventes organicos para a
extracdo da cocaina e produtos de biotransformacéo e deteccédo por UHPLC-
MS/MS, meétodo que se mostrou preciso, exato, robusto e sensivel para a
determinacao dos analitos de interesse. Acredita-se que o estudo dos resultados
toxicolégicos em ocorréncias com desfechos fatais é de grande importancia pois
fornece informagfes que podem auxiliar politicas de prevencgédo e o combate ao
uso de substancias psicoativas.

Descritores: Causas externas, Drogas ilicitas, Toxicologia forense, Sangue



ABSTRACT

Takitane J. Drugs of abuse in victims of violent deaths in the city of Sao Paulo
[thesis]. Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo; 2019.

Approximately 5.6% of the world's population aged 15-64 years used some type
of drug at least once in 2016. Estimates indicate that in 2015 approximately
450,000 people died worldwide for different reasons, but all of them related in
some way to drugs. In addition, the consumption of cannabis and cocaine are
among the most associated with the damages resulting from illicit drug use
disorders in Latin America. The aim of this study was to evaluate the prevalence
of consumption of cannabis and cocaine by victims of external causes (accidents
and violence), necropsied at the Legal Medical Institute in the city of Sao Paulo
(IML/SP). In addition, the aim of this study was to develop and validate an Ultra-
High-Performance Liquid Chromatography—tandem Mass Spectrometry
(UHPLC-MS/MS) for quantification of cocaine, benzoylecgonine, cocaethylene
and anhydroecgonine methyl ester (AEME) in blood, using Liquid-Liquid
Extraction with non-chlorinated solvents, which allows distinguishing among
different routes of administration of cocaine. A probabilistic sampling method was
used to collect postmortem blood samples from June 2014 to December 2015.
The screening step of the toxicological analyzes was done by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay and the positive samples were confirmed by Liquid
Chromatography—tandem Mass Spectrometry and Gas Chromatography coupled
to Mass Spectrometry. Over a period of 19 consecutive months, 365 postmortem
blood samples were collected, which were positive for almost one third for
cannabis and / or cocaine. Males, young (< 30 years old) and those who had
some criminal history record were the most likely (P < 0.05) to have used any
substance searched. Among the causes of death, the use of cannabis was more
prevalent among victims of traffic accidents, while cocaine use or the
consumption of at least one of the drugs was higher among homicide victims. A
mixture of methyl tert-butyl ether and 2-propanol as organic solvents for the
extraction of cocaine and metabolites and detection by UHPLC-MS/MS was used
and the developed method was precise, accurate, robust and sensitive for the
determination of analytes of interest. The study of toxicological results in
occurrences with fatal outcomes is of great importance because it provides
information that can aid in prevention policies and in the fight against the use of
psychoactive substances.

Descriptors: External causes, Street drugs, Forensic toxicology, Blood



1 INTRODUCAO

1.1 Uso de drogas no mundo

De acordo com levantamento feito pelo Escritério das Nac¢Ges Unidas
sobre Drogas e Crimes (UNODC), o mundo se depara atualmente com uma
variedade de drogas ilicitas como jamais vista e a expansdo no mercado
fornecedor dessas substancias (sendo, inclusive, facilitado pelas transacdes
online através da chamada darknet) para regifes até entdo ndo habituais

(UNODC, 2018).

Aproximadamente 5,6% da populacdo mundial (uma a cada 18
pessoas), entre 15 e 64 anos de idade, usaram algum tipo de droga (substancias
psicoativas, ilicitas e/ou farmacos de uso médico controlado, quando produzidos
e comercializados sem controle dos 6rgéos sanitarios ou se consumidos sem
prescricdo meédica) pelo menos uma vez, no ano de 2016. Este consumo, que é
maior entre a populacdo jovem, pode chegar a niveis tao prejudiciais (a ponto de
causar dependéncia e/ou requerer tratamento) para cerca de 31 milhGes de
pessoas, além de ter levado a 6bito aproximadamente 450 mil pessoas em 2015,
sendo 37,3% destes diretamente associados ao consumo de drogas
(principalmente por overdose) e o restante atribuido a fatores indiretos como, por
exemplo, mortes por complicacbes decorrentes do HIV (do inglés, “Human
Immunodeficiency Virus”) ou Hepatite C adquiridos através da administracéo nao

segura dessas substancias (UNODC, 2018).

Muito embora tenha havido um decréscimo na apreenséo de cannabis,
particularmente na Ameérica do Norte (provavelmente em virtude do uso

medicinal e da legalizacdo do uso recreativo em muitos estados), ela continuou



sendo a substancia mais consumida mundialmente em 2016, com 192 milhdes
de usuarios naquele ano (3,9% da populacdo global, entre 15 e 64 anos de
idade); além disso, dados coletados de 130 paises sugerem gue 0 Uso tem se
destacado também entre os mais jovens (estudantes, em sua maioria, entre 15
e 16 anos). Apesar disso, € o consumo indevido de opiaceos (substancias
naturais, derivadas da papoula, como a morfina e a codeina) e de opidides
(classe que inclui tanto as drogas naturais como as sintéticas relacionadas, tais
como a heroina, oxicodona, meperidina, o propoxifeno e a metadona e que
atuam nos receptores opidides neuronais) que tem sido motivo de grande
preocupacao por serem 0S maiores causadores de danos a saude dos que
consomem drogas. A exemplo, em 2015, 76% das mortes decorrentes de
distarbios relacionados ao uso de drogas estiveram relacionadas ao uso de
opibides e, naquele mesmo ano, 34,3 milhdes de pessoas (0,7% da populacao
mundial entre 15 e 64 anos de idade) afirmaram terem feito uso dessas
substancias. A producédo global total de 6pio aumentou em 65% de 2016 para
2017, a maior ja registrada desde o inicio dos levantamentos feitos pelo UNODC,

com destaque para o Afeganistdo (UNODC, 2018).

Apés uma queda observada entre os anos de 2005 e 2013, a producao
de cocaina aumentou em 56% no periodo compreendido entre 2013 e 2016,
atingindo 1 410 toneladas neste ultimo ano do levantamento. A maior parte da
droga que circula no mundo vem da Colémbia, que possui 69% da area total de
cultivo no mundo. O maior aumento observado na apreenséo da droga, em 2016,
se deu na Asia e na Africa, refletindo a expanséo do trafico e consumo para

mercados emergentes. O consumo de cocaina permanece concentrado na



Ameérica do Norte e na América do Sul, onde, respectivamente, 1,9% e 0,95% da
populacao entre 15 e 64 anos de idade fizeram uso em 2016 e na Oceania (1,7%)

e Europa Ocidental e Central (1,2%) (UNODC, 2015; UNODC, 2018).

Nos ultimos anos, centenas de Novas Substancias Psicoativas (NPS, do
inglés “New Psychoactive Substances”) pertencentes a diferentes classes de
drogas (estimulantes, agonistas dos receptores canabinoides, alucinégenos,
etc.) foram sintetizadas e incorporadas ao mercado. Apesar da quantidade global
apreendida ter sofrido uma queda em 2016, verificou-se que essas substancias
estdo presentes em um maior numero de paises ao redor do mundo o que,
somado aos desafios analiticos inerentes a elas, dificulta ainda mais sua

deteccao e controle (UNODC, 2018).

Com relacéo a diferencas entre géneros, foi verificado que o consumo
nao prescrito de opiodides e tranquilizantes por mulheres se equipara (ou € até
mesmo discretamente maior) aos homens. Por outro lado, individuos do sexo
masculino sdo muito mais propensos a utilizarem cannabis, cocaina e opiaceos.
Interessante observar que o primeiro contato das mulheres com as drogas
geralmente € mais tardio quando comparado aos homens, porém uma vez
iniciado, as mulheres tendem a aumentar as taxas de consumo de alcool,
cannabis, cocaina e opidides muito mais rapidamente que eles. Outra diferenca
€ que as mulheres geralmente associam o consumo de drogas a um parceiro
intimo, enquanto os homens tendem a compartilhar este momento com amigos
do mesmo sexo. Apesar da falta de dados mais consistentes em termos

epidemioldgicos e, principalmente, acerca dos fatores determinantes, sabe-se

que as mulheres tém ocupado importantes papeis dentro da cadeia de



fornecimento de drogas, seja na presidéncia de organizacdoes de tréafico
internacionais, no cultivo da papoula no Afeganistdo ou da coca na Colémbia e

no trafico de drogas, como as chamadas “mulas” (UNODC, 2018).

1.2 Uso de drogas ilicitas no Brasil

Seguindo a tendéncia mundial, a substancia ilicita com maior
prevaléncia de uso na populacéo brasileira € a cannabis, seguida da cocaina.
Em uma pesquisa conduzida no pais nos anos de 2011 e 2012, do total da
populacdo adulta, 5,8% declararam ja ter usado a substancia alguma vez na vida
(7,8 milhdes de brasileiros adultos). Entre os adolescentes esse numero é de
597 mil individuos (4,3%) dentre quase 14 milhdes de adolescentes brasileiros.
Analisando o uso nos ultimos 12 meses anteriores ao levantamento, 2,5% dos
brasileiros adultos declararam ter usado e 3,4% dos adolescentes -
representando mais de 3 milhées de adultos e 478 mil adolescentes em todo

pais (Laranjeira, 2014).

O Brasil foi identificado pela UNODC como uma das nacdes emergentes
na qual o uso de cocaina (tanto na forma intranasal como fumada) tem
aumentado, em contraste com paises onde o consumo tem declinado, como € o
caso dos Estados Unidos, ou se mantido estavel, como ocorre na maioria dos
paises europeus (UNODC, 2018). Algumas das razdes apontadas como causas
da elevada taxa de consumo de cocaina no Brasil sdo: (i) a posicdo geogréfica
gue o pais ocupa, ao fazer fronteira com os maiores produtores mundiais da
droga — Peru, Colémbia e Bolivia, (ii) populagéo jovem (quase 35% da populagéo
se encontra na faixa etaria compreendida entre 15 e 34 anos de idade), (iii)

crescimento econdmico vivenciado na ultima década no pais, o qual reflete no



aumento do poder aquisitivo da populacéo e (iv) o baixo custo da droga no Brasil
(cerca de US$ 21,28/grama. Para efeitos de comparacédo, nos EUA ela chega a
custar US$ 87,82/grama e, na Europa, entre US$ 95,28 a 127,04/grama) (IBGE,

2010; Abdalla et al., 2014).

Dados do Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD),
conduzido no Brasil entre novembro de 2011 e marco de 2012, revelaram que
Nno ano anterior a pesquisa, 2,2% dos entrevistados fizeram uso de cocaina e/ou
crack, o que representa cerca de 3 milhdes e 200 mil pessoas. As prevaléncias
de uso da forma em pé (administracao intranasal) em algum momento da vida e
no ano anterior a pesquisa foram de 3,9% e 1,7%, respectivamente. J4 para a
forma inalada (fumada), as porcentagens foram de 1,5% (algum momento da
vida) e 0,8% (no ano anterior), sendo que a forma de apresentacdo da droga
difere de acordo com a regido do pais, sendo o crack mais comum no Sul e
Sudeste e a merla, no Norte (Galduréz et al., 2000; Carlini et al., 2002; Laranjeira,
2014). A dependéncia foi avaliada utilizando-se a Escala SDS (do inglés,
“Severity Dependence Scale”), a qual revelou uma taxa de dependéncia entre os
usuarios de 41,4%. Varios estudos demonstraram que quanto mais cedo se inicia
0 contato com a droga, maiores sdo as chances de desenvolver dependéncia e
outras doencas psiquiatricas. Neste estudo, verificou-se que quase metade
(45%) dos usuarios de cocaina experimentaram-na pela primeira vez antes dos
18 anos de idade. Em consonéncia com outros estudos, o consumo de cocaina
foi maior entre individuos do sexo masculino, enquanto as mulheres se
demonstraram mais vulneraveis a desenvolver sindrome de abstinéncia

(Laranjeira, 2014).



Outras substancias citadas pelos entrevistados do estudo brasileiro
foram tranquilizantes, estimulantes tipo anfetaminas e solventes (como cola de
sapateiro, por exemplo), cujas prevaléncias de uso alguma vez na vida foram,
respectivamente, 9,6%, 2,7% e 2,2% da populacdo com 18 anos ou mais

(Laranjeira, 2014).

1.3 Mortes decorrentes de causas externas e a associagdo entre violéncia

e 0 consumo de drogas

1.3.1 Mortes por causas externas (acidentes e violéncias)

Anualmente, mais de cinco milhées de pessoas no mundo perdem suas
vidas em decorréncia das causas externas, as quais podem ser provocadas por
lesbes nao intencionais (acidentes de transito, envenenamentos, quedas,
incéndios, afogamentos, exposicdo a forcas mecanicas, desastres naturais e
outros) ou lesdes intencionais (autoprovocadas voluntariamente, interpessoal e
intervencdes legais e operacdes de guerra (WHO, 2018a). Este nimero é cerca
de 1,7 vezes maior que o numero de mortes resultante do somatério das
fatalidades atribuidas ao HIV/AIDS, tuberculose e malaria. Aproximadamente
25% das mortes nesta categoria sao decorrentes de suicidio e homicidio,
enguanto os acidentes de transito respondem por outra parcela de 25% dessas

mortes (WHO, 2014).

No Brasil, as causas externas (acidentes e violéncia) sao a terceira causa
de oObitos na populacéo geral e somaram aproximadamente 155 mil casos em
2016, sendo que as trés principais foram: homicidio, obitos relacionados ao

transito e suicidio. Estimativas de custos econdmicos dos homicidios e suicidios



mostraram que eles foram equivalentes a 1,2% do Produto Interno Bruto (PIB)

do Brasil (WHO, 2014, Brasil, 2018a).

A violéncia interpessoal correspondeu a 40,1% dos casos de lesdes em
2015 para homens, em grande parte motivados por agressdo com armas de
fogo, responséveis pela maioria dos homicidios (a taxa de homicidios por arma
de fogo no pais é de 19,3 a cada 100 mil habitantes; a titulo de comparacéo, em
paises desenvolvidos como Franca, Canada e Estados Unidos essas taxas
foram de 0,2, 0,5 e 3,6/100 mil habitantes, respectivamente, no ano de 2010)
(Grinshteyn & Hemenway, 2016; Franca et al., 2017). Segundo dados mais
recentes, o Brasil apresenta uma taxa de homicidios de 31,3 a cada 100 mil
habitantes, numero 4,9 vezes maior que a taxa mundial, que € de 6,4 homicidios
a cada 100 mil habitantes (WHO, 2018b). As regides Norte, Nordeste e Centro
Oeste foram as que apresentaram as maiores taxas de mortalidade por
homicidio em 2015 no Brasil, sendo impulsionados pela rapida urbanizacdo e
migragao da populagdo da zona rural para a zona urbana, desorganizacéo social
e pobreza, associada ao trafico de drogas, elevado consumo de alcool, posse de
armas de fogo e, especificamente na regiao Norte, conflitos por posse de terras
(Beato Filho & Marinho, 2007; Cano & Ribeiro, 2007; Franca et al., 2017). Estudo
feito no estado do Rio de Janeiro mostrou que a violéncia esta intimamente
relacionada ao contexto social na qual se insere: as taxas de homicidio
reportadas nas areas mais pobres foram trés vezes maiores que nas areas de

maior poder aquisitivo (Barcellos & Zaluar, 2014).

Apesar das taxas de mortalidade no pais devido a ferimentos em

acidentes de transito terem reduzido de 36,9 para 23,8 a cada 100 mil habitantes,



de 1990 a 2015, ainda continuam altas se comparadas a média mundial de 18,3
mortes/100 mil habitantes. Os pedestres ainda representam as maiores vitimas
fatais no transito, porém foi observado um aumento bastante acentuado entre
motociclistas e ciclistas em todos os estados brasileiros e no Distrito Federal,
entre o periodo estudado (Franca et al., 2017). As maiores vitimas fatais no
transito brasileiro sdo os individuos do sexo masculino, principalmente entre os
ciclistas, motociclistas e ocupantes de veiculos pesados e O6nibus. Ja os
pedestres idosos (= 60 anos de idade) compdem a maior parcela das vitimas
fatais de atropelamento (Reichenheim et al., 2011). Alguns dos fatores de risco
para a ocorréncia de acidentes de transito incluem: consumo de substancias
psicoativas, excesso de velocidade, estresse, fadiga, tontura, falta de
manutencdo das vias (ma iluminacao, deficiéncia na pavimentacao, sinalizacéo
inadequada) e do veiculo (Camara, 1999; Lima & Garcia, 2001; Moreno et al.,

2001; Matielo et al., 2002; Souza & Minayo, 2005).

No Brasil, de 2010 a 2015, foram registrados 60 440 6bitos por suicidio
entre pessoas adultas (20 anos ou mais), com média anual de 10 945 suicidios.
A taxa de mortalidade por 100 mil habitantes foi 7,5, sendo o risco de suicidio no
sexo masculino quatro vezes maior que no feminino. Independente do sexo, 0s
maiores riscos de suicidio foram observados entre os idosos com 70 ou mais
anos e considerando-se a raca/cor da pele, os indigenas apresentaram uma taxa
duas vezes maior do que a observada na populacdo branca. O enforcamento foi

principal meio utilizado para cometer o suicidio (Brasil, 2018b).

1.3.2 Drogas de abuso e a precipitacéo de episddios de violéncia



O abuso de drogas esta associado ndo somente a elevados indices de
comorbidades fisicas e psiquiatricas, mas também a degradacéo progressiva de
fatores sociais, tais como relacdes interpessoais e com o0 ambiente, incluindo a
violéncia. Usuérios de drogas apresentam taxa de mortalidade que pode ser de
trés a 20 vezes maior em relacdo a populacdo geral, dependendo do tipo de
substancia considerada e da metodologia empregada (Tunving, 1988; Engstrom
et al.,, 1991; Gossop et al., 2002; Hickman et al., 2003; Arendt et al., 2011;

EMCDDA, 2011).

Goldstein, em seu trabalho publicado em 1985, propés trés possiveis
modelos (0s quais podem se sobrepor) para justificar o nexo existente entre o
consumo de substancias psicoativas e a precipitacdo de violéncia: (i) o

psicofarmacoldgico; (ii) o compulsivo econdémico; (iii) o modelo sistémico.

O modelo psicofarmacologico sugere que alguns individuos, como
resultado direto do consumo a curto ou longo prazo de certas substancias,
podem apresentar um estado de excitacdo exacerbado, por vezes irracional, e
podem exibir comportamento violento. As substancias mais relevantes neste
contexto seriam o alcool, estimulantes, barbitdricos e fenciclidina. Porém, outros
episodios de violéncia podem surgir durante crises de abstinéncia de certas
drogas, como por exemplo os opiaceos. Nesses casos, portanto, o desfecho
“‘violéncia” ndo seria decorrente do consumo da droga em si, mas sim da
irritabilidade e agitacdo verificadas durante a sindrome de abstinéncia. Nestes
casos de violéncia que tém como causa principal os efeitos psicofarmacologicos
das substancias envolvidas o consumo da droga pode ter sido feito pelo agressor

ou pela vitima. Ou seja, a droga pode contribuir para que uma pessoa se
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comporte de forma violenta ou pode alterar o comportamento de uma pessoa de
forma a provocar a vitimizacdo violenta da mesma (como acontece em muitos
casos de estupro, por exemplo, em que a vitima ingere alguma substancia cujo
efeito possibilita ou facilta o cometimento daquele crime). No modelo
psicofarmacoldgico, a vitima pode ser qualquer pessoa e a violéncia pode
ocorrer no ambiente de trabalho, nas ruas, em bares, ou até mesmo dentro da
prépria residéncia do agressor (Goldstein, 1985). O &lcool é a substancia
psicoativa mais consumida no mundo e, portanto, a mais extensamente
estudada e associada ao aumento nas chances dos que a consomem sofrerem
ou cometerem atos de violéncia. Algumas explicacbes teoricas para tal
relacionam a desinibicdo observada durante a intoxicacdo aguda pelo alcool, o
qual provoca também intensas alteracdes no humor, aumento da agressividade,
reduz o estado de autoconsciéncia e torna o individuo mais inconsequente dos
seus atos (Hoaken & Stewart, 2003; Abdalla et al., 2018). Assim sendo, essa
desinibicdo induzida pelo alcool aumenta o risco de envolvimento em episédios
de violéncia, seja na condicdo de executor de tais atos, ou de vitima. Outro grupo
de substancias amplamente utilizado e cujo uso de maneira regular esta
fortemente associado ao risco aumentado de crises de paranoia, delirios e atos
de violéncia sdo os estimulantes, como por exemplo cocaina e metanfetamina
(Anderson & Bokor, 2012). Ha evidéncias experimentais que indicam que 0 uso
cronico aumenta o comportamento agressivo e que a intoxicagdo aguda pode
exacerbar respostas agressivas, além de estar associada a psicose paranoica,
a qual frequentemente vem acompanhada de comportamentos violentos (Licata

et al., 1993; McEllistren, 2004; Sokolov et al., 2004; Sokolov & Cadet, 2006).
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O modelo compulsivo econémico sugere que o episédio de violéncia surja
de uma tentativa de se obter dinheiro para a aquisicdo de drogas (por meio de
um roubo, por exemplo). O objetivo primario, portanto, ndo € agir de forma
violenta, mas sim obter dinheiro para comprar drogas. A violéncia, nesse caso,
decorre geralmente de algum fator no contexto social em que o crime com
objetivo econémico foi executado. Heroina e cocaina, por serem drogas de alto
custo e apresentarem padrdo de uso repetitivo, sdo substancias que se
destacam nessa categoria. Sabe-se que a ocorréncia de atos de violéncia em
circunstancias que envolvem grandes somas de dinheiros é bastante alta e que
a pratica de crimes e prostituicdo para a manutencdo do vicio € recorrente
(Goldstein, 1985). Assim como ocorre no modelo anterior, a vitima da violéncia
do modelo compulsivo econémico pode ser qualquer pessoa. Estudos prévios
mostraram que frequentemente a vitima residia na mesma vizinhanca que o
agressor e que ndo raramente ela propria se encontrava envolvida em atividades

ilicitas (Goldstein & Johnson, 1983; Johnson et al., 1985).

Por fim, no modelo sistémico, a violéncia é intrinseca ao envolvimento
com qualquer substéancia ilicita e se refere aos ja tradicionais padrées agressivos
observados dentro do sistema de distribuicdo e consumo de drogas. Alguns
exemplos de violéncia sistémica seriam aqueles decorrentes de: disputa por
territdrio entre traficantes rivais; agressdes e homicidios cometidos dentro de
uma hierarquia, como forma de imposicdo de codigos normativos; roubo de
traficantes de drogas e a retaliacdo geralmente violenta por parte do proprio
traficante ou dos chefes; eliminacdo de informantes; punicdo pela venda de

drogas falsas ou adulteradas; punicdo pelo ndo pagamento de dividas; punicao
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de um traficante que nao oferece ao seu superior o retorno monetario esperado;
disputa por areas de cultivo de drogas. Muitos usuarios acabam se envolvendo
no processo de distribuicdo da droga, 0 que aumenta o risco de se tornarem
vitimas ou causadores da violéncia sistémica. Neste modelo, portanto, a grande
maioria das vitimas sdo aqueles que usam drogas, que as comercializam, ou
que estdo relacionadas de alguma forma ao comércio/negoécio em torno delas

(Goldstein, 1985).

Estudos de prevaléncia mostram uma clara correlagcdo entre o uso de
substancias e as chances aumentadas de provocar ou vir a ser vitima de
episédios de violéncia com o emprego de arma de fogo (Wintemute, 2015;
McGinty et al., 2016; McGinty & Webster, 2017). O risco de lesbes,
principalmente aquelas resultantes de violéncia interpessoal, esta fortemente
associado ao uso de cocaina (Hoaken & Stewart, 2003; MacDonald et al., 2003;
MacDonald et al., 2008; Phillips, 2011), a qual teve, inclusive, sua forma de
administracdo estudada neste contexto: as chances de usuarios de ambas as
formas, intranasal (aspirada) e inalatéria (fumada na forma de crack) ja terem
sido presos ao longo da vida foram maiores quando comparados ao grupo de
usuérios exclusivamente da forma de apresentacdo em po6 (Guindalini et al.,
2006). Hatsukami & Fischman (1996) observaram que o0s usuarios de crack
estiveram relacionados a crimes em uma proporc¢ao maior do que os usuarios de
cloridrato de cocaina, com muitos desses crimes sendo associados a propria

manuten¢do do consumo da droga.

J& no caso da cannabis, os dados encontrados na literatura sdao mais

controversos (Liakoni et al., 2018), porém um estudo de revisdo demonstrou que
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mais da metade das vitimas de homicidio possuem alguma substancia ilicita
presente no sangue no momento da morte, sendo a cannabis uma das mais

comumente detectadas (Darke, 2010).

O consumo de alcool foi citado como fator contribuinte para 40% de todos
0s crimes violentos nos Estados Unidos e duas meta-analises, as quais incluiram
diferentes paises, verificaram a presenca de alcool em aproximadamente 50%
dos criminosos e em 48% das vitimas (Kuhns et al., 2011; Kuhns et al., 2014). O
consumo agudo de &lcool também pode ser relacionado a comportamento
suicida: quase um ter¢co das vitimas de suicidio nos Estados Unidos se
encontrava intoxicada, sendo que alcoolemias maiores foram associadas a
métodos de suicidio mais violentos (Kaplan et al., 2013). Além disso, estudo
toxicolégico conduzido em 16 estados norte-americanos com vitimas de suicidio
revelou positividade de 2% para anfetaminas, 5% para cocaina, 10% para
cannabis e 20% para opiaceos (McGinty et al., 2016). Vitimas de homicidio em
Trinidade e Tobago, de 2001 a 2007, apresentaram resultados toxicol6gicos
positivos para cannabis (32%), alcool (29%), cocaina (7%) e opibides (1,5%)

(Kuhns & Maguire, 2012).

Devido a importancia dentre os casos de mortalidade por causas externas
no Brasil, o entendimento acerca dos prejuizos atribuidos ao uso de outras
drogas (exceto o alcool) na dire¢édo de veiculos automotores também é de suma
importancia. Estudos tém sugerido que muitas drogas ilicitas e medicamentos
prescritos causam danos a coordenagédo exigida para a conducdo de veiculos,
podendo assim aumentar o risco de acidentes de transito (UNODC, 2013;

Vearrier et al., 2016). A analise toxicolégica de 391 amostras de vitimas fatais de
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acidentes de transito na cidade de Vitéria, no Espirito Santo, apresentou
positividade de 12% para cocaina, 4,3% para cannabis e 4,1% para anfetaminas.
Dentre os casos positivos para cocaina, 27,7% das vitimas haviam feito uso de
crack (Pelicao et al., 2016). Um estudo retrospectivo conduzido na Suécia que
incluiu motoristas vitimas fatais de acidentes de transito entre os anos de 2008
e 2011 (n=895) identificou 0 consumo de drogas ilicitas em 7% dos casos, sendo
as principais cannabis (n=31), anfetaminas (n=30) e cocaina (n=8), e
medicamentos prescritos (benzodiazepinicos, sedativos e opidides) em 7,6%

dos casos levantados (Ahlner et al., 2014).

Acredita-se que o estudo dos resultados toxicolégicos em ocorréncias
com desfechos fatais é de grande importancia pois fornece informacfes que
podem auxiliar politicas de prevencdo e o combate ao uso de substancias
psicoativas. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo estimar a
prevaléncia de cannabis e cocaina entre vitimas de mortes violentas ou mortes
suspeitas necropsiadas no Instituto Médico Legal (IML) da cidade de Sdo Paulo
através da andlise toxicol6gica em amostras de sangue. Além disso, devido a
alta prevaléncia do consumo de crack no Brasil e as peculiaridades deste grupo
de usuarios, quando comparados aos usuarios das outras formas de
apresentacao da cocaina, um método para quantificacdo de cocaina e produtos
de biotransformacdo, inclusive anidroecgonina metil éster (AEME), cuja
presenca em amostras bioldgicas € um marcador diferencial para o consumo de
crack, foi desenvolvido e validado utilizando-se a técnica de Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas sequencial

(UHPLC-MS/MS, do inglés “Ultra-High Performance Liquid Chromatography—
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tandem Mass-Spectrometry”) (Kintz et al., 1997; Cone et al., 1994; Toennes et
al., 1999; Ferreira Filho et al., 2003; Guindalini et al., 2006; Carvalho & Seibel,

2009; Kessler et al., 2012; Bastos & Bertoni, 2014; Toledo et al., 2017).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais das substancias pesquisadas

2.1.1 Cannabis

O termo cannabis, de modo genérico, denota as varias preparagdes com
efeitos psicoativos das plantas do género Cannabis (Cannabis sativa, Cannabis
indica e Cannabis ruderalis), sendo os canabinoides, que compdem uma classe
de diversos compostos quimicos que agem nos receptores canabinoides das

células, um dos responsaveis por esses efeitos (Gloss, 2015; WHO, 2016).

As plantas contém pelo menos 750 compostos quimicos e cerca de 100
diferentes tipos de canabinoides, sendo que o0s principais sdo o delta-9-
tetrahidrocanabinol (A%-THC), canabidiol (CBD) e canabinol (CBN) (Izzo et al.,
2009; Radwan et al., 2015). Praticamente toda atividade psicomimética esta
associada ao teor de A°-THC, uma vez que o CBD, apesar de figurar como o
segundo canabinoide mais prevalente e ser capaz de modular os efeitos
psicoativos do A°-THC, é um composto que isoladamente ndo produz tal efeito
(Mechoulam & Hanus, 2012). Novos compostos quimicos naturais ainda séo
identificados nas plantas; mas o que preocupa as autoridades sao as melhorias
nas técnicas de cultivo e a utilizacdo de linhagens geneticamente selecionadas
que, além de proporcionarem aumento no rendimento da colheita, leva ao
desenvolvimento de extratos ainda mais concentrados e potentes o que, até
mesmo para consumidores experientes, torna dificil estimar uma dose segura

podendo levar a casos de intoxicacdo (UNODC, 2016; WHO, 2016).

As formas mais comuns de preparo da cannabis e algumas de suas

denominacgdes séo:
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“‘Marijuana”, “Marihuana”, “Bongo”, “Ganja”, “Grass”, “Hemp”,
“Sinsemilla”, “Thai-sticks”: as inflorescéncias e as folhas do topo
sdo ressecadas e trituradas originando um material
esverdeado/acastanhado, semelhante ao tabaco, que pode ser
compactado e geralmente € introduzido pela via inalatoria com o
emprego de cigarros convencionais, ou entdo os chamados
“vaporizadores” e os “purificadores” ou “bong” (UNODC, 2003;
WHO, 2016). Por esta via, o pico de concentracdo plasmatica é
atingido em 15 a 30 minutos, podendo durar de duas a trés horas,
sendo que a farmacocinética do A°-THC e os efeitos variam em
funcdo da quantidade de material utilizada (em torno de 0,5 a um
grama por cigarro), da forma de preparo, da poténcia do A°>-THC,
da concentracao de outros canabinoides, da taxa de inalacdo, da
intensidade da inspiracdo da fumaca, do volume inalado e da
capacidade vital (Azorlosa et al., 1992; Azorlosa et al., 1995). A
denominacao “Sinsemilla” (“sem semente”, em espanhol) refere-
se a planta ndo polinizada, na qual a planta fémea converte sua
energia na producao de mais canabinoides, ao invés de sementes,
elevando assim o seu potencial (Potter, 2014).

“‘Haxixe”, “Charas”, “H”, “Hash”, “Hashish”. trata-se da resina
solidificada secretada pelas inflorescéncias do topo da planta, de
cor castanha ou preta, que pode ser fumada misturada ou ndo ao
tabaco (UNODC, 2003). O haxixe pode ainda ser introduzido via
oral, através do preparo de alimentos e, na india, preparacdo de

hastes e folhas, conhecida como “bhang”, é tradicionalmente
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empregada como bebida ou entdo mascada, como parte de rituais
religiosos (WHO, 2016).

e “Oleo de haxixe”, “Oleo de Cannabis”, “Hash Oil”, “Honey Oil’,
“‘Red Qil”: liquido viscoso escuro, obtido a partir da resina por um
processo de filtragdo. Com elevada concentragdo de A°-THC,

pode ser administrado pela via inalatéria ou entdo pela via oral,

adicionando-o a alimentos ou bebidas (UNODC, 2003).

O principal componente psicoativo da Cannabis sativa é o A%-THC, que
age em receptores especificos do cérebro, os receptores canabinoides. Ja foram
identificados dois tipos de receptores (tipo 1 — CB1 e tipo 2 — CB2), sendo que 0s
primeiros desempenham importante papel nos efeitos psicoativos e estdo
localizados em regifes responsaveis pela memoaria (hipocampo), respostas
emocionais (amidala), cognicdo (cortex cerebral), motivacéo (area pré-frontal do
sistema limbico) e a coordenacdo motora (cerebelo) (lversen, 2012; Hu &
Mackie, 2015). CB2, por sua vez, sdo encontrados principalmente em tecidos
periféricos, especialmente no sistema imunoldgico, além de atuar no trato
gastrointestinal, figado, coracdo, musculos, pele e érgdo reprodutores (lversen,

2012; Madras, 2015).

Efeitos imediatos do consumo de cannabis incluem o sentimento de bem-
estar, relaxamento e aumento das experiéncias sensoriais. A curto prazo, o
individuo experimenta o aumento do apetite e da pulsacéo, vermelhidao dos
olhos e enquanto os efeitos durarem, os desempenhos fisicos e intelectuais
poderdo ficar prejudicados. Posteriormente, o usuario se torna silencioso,

reflexivo e sonolento. Com doses maiores, as percepcdes de sons e cores
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podem ficar distorcidas e o pensamento se torna lento e confuso. Doses muito
elevadas produzem efeitos similares aos alucindégenos, tais como confuséo,
inquietacdo, excitacdo e alucinacdes, os quais podem causar ansiedade ou
panico ou até mesmo precipitar episodios psicoéticos (UNODC, 2003; Volkow et

al., 2014).

J& os efeitos a longo prazo sao observados principalmente entre aqueles
usuarios que consomem cannabis diariamente ou quase diariamente. Cerca de
16% daqueles que iniciam o uso ainda durante a adolescéncia desenvolvem
dependéncia (Anthony, 2006); essa fracdo sobe para 33-50% entre os
consumidores diarios (van der Pol et al., 2013). Foram identificados também
entre usuarios crénicos déficits de aprendizado, memadria e atengdo, 0s quais
puderam ser relacionados ao tempo e a frequéncia de uso (Grant et al., 2003;
Solowij & Battisti, 2008; Schreiner & Dunne, 2012; Crane et al., 2013). Exames
de imagem como de ressonéncia magnética nuclear revelaram mudancas
estruturais (reducao no volume, por exemplo) em areas como hipocampo, cértex
pré-frontal e cerebelo de usuarios crénicos (Yucel et al., 2008; Lorenzetti et al.,
2013). Estudos também ja verificaram relacdo entre o uso de cannabis e o
desenvolvimento de esquizofrenia, surtos psicéticos, episédios de ansiedade,
distarbios alimentares e, em menor proporcéo, depressao (WHO, 2016). Por fim,
foi detectado um teor 50% maior de alcatrdo na fumaca de cigarros de cannabis
guando comparado a cigarros de tabaco; assim, o uso regular aumenta o risco
de desenvolvimento de cancer de pulméao, bronquite cronica e outras doencas

pulmonares, por exemplo (UNODC, 2003).
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Apos administragdo por via oral, o A%-THC é absorvido pelo trato
gastrointestinal de forma lenta e irregular, sendo que a concentracdo plasmatica
maxima nesse caso € atingida entre uma a duas horas apos o consumo (Sharma
et al.,, 2012). Por outro lado, quando introduzido pela via inalatéria, dentro de
alguns segundos ja € possivel a sua mensuracéo no plasma, sendo que o pico
plasmatico se da dentro de trés a dez minutos e sua meia vida € de cerca de
duas horas (Moffat et al., 2011; WHO, 2016). Devido a sua alta lipossolubilidade,
€ prontamente distribuido para o tecido adiposo e outros Orgaos e tecidos
ricamente vascularizados, como o cérebro e os musculos, o que resulta na rapida

diminuicdo da concentracdo plasmética (Haggerty et al., 1986; Huestis, 2005).

Através de reacfes de hidroxilacdo, oxidacdo e conjugacdo com &cido
glicurdnico ou glutationa, o A°-THC é biotransformado por intermédio de enzimas
hepéticas, pulmonares e cerebrais (Cerro, 1998). Os principais produtos de
biotransformacgédo séo o 11-hidroxitetrahidrocanabinol (11-OH-THC), o acido 11-
nor-delta-9-tetrahidrocanabinol carboxilico (THC-COOH) e o acido 11-nor-delta-
9-tetrahidrocanabinol carboxilico conjugado com &cido glicurdnico (Moffat et al.,
2011). Enquanto o primeiro se refere a um produto de biotransformagéao
psicoativo, 0s outros sdo inativos, sendo que a fragdo conjugada é excretada na
urina (cerca de 20%), podendo ser detectada por até quatro dias apos 0 consumo
de um Unico cigarro ou por até quatro semanas nos casos de uso frequente
(Moffat et al., 2011). A principal via de excrecéo se da pelas fezes, com mais de
65% da dose sendo eliminada em cinco dias, principalmente sob as formas de

11-OH-THC e dos acidos carboxilicos conjugados. Ainda, A%-THC atravessa a
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barreira placentaria e ja péde ser detectado no leite materno (Perez-Reyes &

Wall, 1982; Garry et al., 2009).

2.1.2 Cocaina

A cocaina € o principal alcaloide psicoativo das plantas do género
Erythroxylon, as quais se desenvolvem em climas tropicais (500 a 2000 metros
acima do nivel do mar), como arbustos ou arvores, sendo que suas folhas, que
podem ser mascadas ou usadas na forma de ch4, podem ser colhidas por cerca

de 20 anos (UNODC, 2003).

A pasta de coca ou pasta base de cocaina € obtida das folhas do arbusto,
de aspecto que pode variar de um material pegajoso castanho a um po grosseiro
de cor amarelada ou bege, umido, de odor caracteristico e que geralmente
contém impurezas. E consumida normalmente fumada (de forma isolada ou

associada ao tabaco ou maconha) ou ingerida oralmente numa dose média de

50 a 300 mg, sendo que da sua purificacéo resulta a cocaina (UNODC, 2003).

Esta, por sua vez, foi quimicamente isolada pela primeira vez em 1855 e
no inicio dos anos 90 era o principal ingrediente ativo de muitos ténicos e elixires
usados para tratar uma série de doencas, além de ter feito parte da composicéo
da bebida Coca-Cola® por algum tempo. Na medicina, foi amplamente usada
para o bloqueio da dor em procedimentos cirurgicos antes do descobrimento dos
anestésicos sintéticos e do seu alto poder de adicdo (UNODC, 2003; NIDA,

2016).

De forma ilegal, a cocaina é comercializada na forma de um fino p6 branco

cristalino, o cloridrato de cocaina, sofrendo muitas vezes adulteracdo visando ao
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aumento da toxicidade ou a um lucro maior pelo incremento do volume com
substancias de aparéncia semelhante tais como talco, farinha, amido de milho,
bicarbonato de sodio ou até mesmo outras drogas, como por exemplo procaina
(anestésico local) e anfetamina (outro estimulante psicoativo) (Goldstein et al.,
2009; NIDA, 2016). Este sal, soluvel em agua, € utilizado de forma injetavel
(endovenoso) ou entdo aspirado (intranasal) em doses diarias que variam em
média de 100-200 mg e 100-350 mg, respectivamente (UNODC, 2003; NIDA,
2016). Para ser inalado (fumado), € necessario que o sal de cocaina retorne a
forma de base (cocaina alcaloide ou base livre), neutralizando-se a parte acida
ou o cloridrato através da sua reacdo com uma solu¢cdo aquosa de um alcali
(amonio ou bicarbonato de sédio) aquecido (NIDA, 2016). O produto gerado &
conhecido popularmente como “crack”, devido ao som produzido quando do
aguecimento das pedras para serem fumadas, sendo que a dose média

consumida nesta forma € de 50-200 mg (Goldstein et al., 2009).

O Quadro 1 apresenta, de forma simplificada, as diferencas com relacao
ao inicio da acéo e duracao dos efeitos, pico plasmatico e biodisponibilidade, de

acordo com as diferentes vias de administracdo da cocaina.
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Quadro 1 - Inicio, intensidade e duracdo dos efeitos do consumo da cocaina e a via de
administracao

. Duracéo :
Administracao In|C|9 da dos P'CE). Biodisponibilidade
acao : plasmatico .
efeitos (% absorvida)
: (segundos) . (ng/mL)
Via Apresentacao (minutos)
oral Folhas de coca | 55 g4 45-90 150 20
mascadas
Intranasal Cocaina | 120-180 30-45 150 20-30
refinada (“po”)
Cocaina
Endovenosa | refinada diluida 30-45 10-20 300-400 100
em agua
Inalatéria | Fasta de coca 8-10 5-10 300-800 60-70
crack

Fonte: Gold, 1993 (adaptado)

A cocaina é menos toxica quando administrada por via oral devido a
hidrolise no trato gastrointestinal (Moffat et al., 2011). Os principais produtos de
biotransformacao (75-90%) sédo ecgonina metil éster (EME) e benzoilecgonina
(BZE), ambos inativos e que sdo formados por agcdo das colinesterases
hepaticas e plasméticas e hidrélise ndo enzimatica, respectivamente (Moffat et
al., 2011). Norcocaina, um produto de biotransformacéo biologicamente ativo,
também pode ser produzido, assim como ecgonina, etilecgonina, hidroxicocaina
e metilecgonidina (Carrera et al., 2004). Uma pequena fragdo da cocaina
inalterada é excretada na urina, ao contrario do que ocorre nas fezes, sendo que
essa fracdo sera aumentada quando da acidificacdo da urina. Importante
ressaltar também que a cocaina é capaz de atravessar a barreira placentaria,

tendo sido detectada inclusive no leite materno (Moffat et al., 2011).

O efeito anestésico provocado pela cocaina se deve a interrupcdo da

conducao do estimulo nervoso por bloquear a condutancia dos canais de sédio
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e consequentemente impedir a deflagracdo do potencial de acdo (Carvalho,
1994). Além disso, a cocaina se liga aos transportadores da dopamina
(principalmente), noradrenalina e serotonina responsaveis pela recaptura destes
na fenda sinaptica, dificultando tal acdo e assim provocando acumulo dos
neurotransmissores, 0 que gera uma amplificacdo do sinal nos neurdnios pos-
sinapticos, a qual se manifesta pela euforia comumente experimentada

imediatamente apos o consumo da droga (NIDA, 2016).

Pequenas doses de cocaina provocam no usuario sensacdes como
euforia, aumento da eloquéncia, do estado de alerta e das percepg¢des sensoriais
(sexuais, auditivas, tateis e visuais), anorexia leve e insénia (Romano et al.,
2002). Alguns acreditam ainda que a droga os permitem realizar tarefas fisicas
e intelectuais mais rapidamente, embora outros relatem o efeito oposto. A
duracdo dos efeitos depende da via de administracdo utilizada: quanto mais
rapida a absorcdo, mais intensos e de inicio imediato serdo os efeitos, porém
mais rapida sera sua duracdo (NIDA, 2016). Com relacéo aos efeitos fisioldgicos
a curto prazo, podem-se citar vasoconstricdo, midriase e aumento da

temperatura corporal, frequéncia cardiaca e pressao sanguinea (UNODC, 2003).

O consumo de doses maiores e a longo prazo ndo apenas intensifica 0s
efeitos supracitados como também pode levar a um comportamento erratico,
bizarro e violento, além de provocar episédios de ansiedade, irritabilidade,
panico, paranoia, tremores, vertigens e contra¢cdes musculares (UNODC, 2003;
Goldstein et al., 2009). Algumas consequéncias podem inclusive relacionar-se a

via de administragéo (NIDA, 2016):
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e Intranasal: perda do sentido do olfato, perfuragédo do septo nasal,
sangramento, coriza e problemas de degluticéo;

e Oral: isquemia mesentérica devido ao fluxo sanguineo reduzido;

e Endovenosa: o principal risco envolve a aquisicdo de doencas
infecciosas como hepatite e AIDS, ainda que estas também estéo
sujeitas a serem adquiridas por agueles que empregam outras vias,
por conta do comportamento sexual de risco geralmente observado
nesta populacéao;

e Inalatéria: edema pulmonar, esofagite, broncopneumonias, asma,

lesOes térmicas.

A intoxicacdo aguda de cocaina provoca efeitos sobre o sistema
cardiovascular tais como arritmias, infarto do miocardio e colapso cardiovascular
e sobre o Sistema Nervoso Central como agitacdo, convulsbes, acidente
vascular cerebral, psicose e coma (Heard et al., 2008). H4 ainda o risco de
overdose pelo consumo excessivo (crénico, eventual ou iniciante) de cocaina,
gue provoca uma reacao toxica seguida da faléncia de um ou mais érgaos por
excesso de estimulacdo do Sistema Nervoso Simpatico por meio do bloqueio da
recaptacao de catecolaminas (Perri & Dunn, 1999). A dose letal minima estimada
€ de 1,2 g, porém ha relatos de pessoas mais suscetiveis qgue morreram com
doses de 30 mg, quando administradas via membranas mucosas;
farmacodependentes sédo capazes de tolerar uma dose diaria de 5 a 10 gramas
da droga. O Quadro 2 apresenta faixas de concentragfes terapéuticas, toxicas
e letais para cocaina e produtos de biotransformacéo (benzoilecgonina e

ecgonina metil éster). As concentracbes variam de acordo com a dose
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administrada, via de administracao, periodo de sobrevivéncia e armazenamento
da amostra. Além disso, a interpretacdo de concentracbes de drogas em
amostras postmortem é complexa e influenciada por diversos fatores, tais como
variac@es individuais na resposta as substancias, tolerancia, compleicéo fisica e
patologias associadas; a presenca de outras drogas e os fendbmenos que

ocorrem apos a morte e que podem alterar a concentracdo das substancias.

Quadro 2 - Concentracbes plasmaticas da cocaina e seus produtos de
biotransformacao

Substancia Concentracdo néo Concentracéo Concentracéo
téxica (ng/mL) téxica (ng/mL) letal (ng/mL)
COC, BZE, EME 50 - 1000 100 - 5000 > 900

Abreviac¢des: COC = cocaina; BZE = benzoilecgonina; EME = ecgonina metil éster
Fonte: NC-OCME, 2017 (Adaptado)

Alcool e cocaina sdo comumente utilizados concomitantemente; entre 50
e 90% dos usuarios de cocaina também ingerem bebidas alcodlicas quando do
consumo da substancia ilicita (Jatlow, 1993). A presenca do etanol altera a
biotransformacao da cocaina, resultando na transesterificacdo para um produto
de biotransformacéo ativo, o cocaetileno (Bosron et al.,, 1997). Segundo os
usuarios, essa combinacdo minimiza os sentimentos disforicos associados ao
uso da cocaina e prolonga a duracdo dos efeitos euféricos, provavelmente
devido ao maior tempo de meia-vida do cocaetileno (150 minutos) quando
comparado ao da cocaina (cerca de 90 minutos) (Boghdadi & Henning, 1997;
Goldstein et al., 2009). Entretanto, o cocaetileno é neurotoxico e cardiotéxico e
foi associado a um risco maior para morte repentina se comparado ao uso
isolado de cocaina (Andrews, 1997; Hoffman, 2006). Dependentes de cocaina
estdo sujeitos ainda aos sinais e sintomas caracteristicos de condi¢cdes como

tolerancia, dependéncia e abstinéncia da droga (Leite et al., 1999).
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2.1.3 Crack

Enquanto a cocaina em po (cloridrato) ja vinha sendo usada ha décadas,
o crack emergiu como um subtipo e uma nova forma de consumo por volta de
1980. Observa-se que o consumo ocorre principalmente entre populacbes
urbanas, compostas em sua maioria por homens jovens (abaixo de 30 anos de
idade), solteiros, socioeconomicamente marginalizados, com baixo nivel de
escolaridade, sem emprego formal e no continente americano, principalmente
(Dualilibi et al., 2008; Chaves et al., 2011; Fischer et al., 2016).

O crack chegou ao Brasil na década de 90, no estado de Sao Paulo, e
rapidamente se espalhou pelos centros urbanos do pais. O baixo custo da droga,
seu modo de consumo néo invasivo, a rapida absorcéo a partir dos pulmdes e a
consequente rapidez com que provoca os efeitos de euforia e excitacdo
facilitaram a expansdo e popularizacdo da droga em diferentes segmentos
sociais (Alves & Lima, 2013). O Brasil possui o0 maior mercado consumidor de
crack no mundo: estima-se que em 2015, um milh&o de brasileiros fizeram uso
da droga, sendo 370 mil usuarios regulares, dos quais 80% a consomem em
lugares publicos (Abdalla et al., 2014; Ribeiro et al.,, 2016). Na regido
metropolitana de Sao Paulo, a maior do pais com mais de 20 milhfes de
habitantes e composta por 39 municipios, séo identificados alguns desses locais
espalhados por todas as regides, sendo 0 mais antigo (desde 1989) e o mais
densamente povoado (com 500 moradores fixos e mais de 2000 “visitantes”
regulares) conhecido como “Cracolandia” e localizado na regido central da
cidade de Sao Paulo (Moreira et al., 2015). A economia e a organizacédo da
regido da Cracolandia sao controladas principalmente pelo trafico de drogas

local e atividades ligadas ao consumo de drogas, tais como bares sem licenca
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para funcionamento, comércio de objetos roubados e prostituicao (Watts, 2013).
Apesar de iniciativas do Governo do Estado de S&o Paulo envolvendo
profissionais das mais diversas areas (enfermagem, assisténcia social, agentes
comunitarios de saude, psicologia, direito), tratamento em clinicas de
desintoxicacdo, comunidades terapéuticas, oportunidades de emprego e
moradia e até mesmo tentativas de intervencées compulsorias, muitos usuarios
se recusam a abandonar a area ou entdo retornam apo6s algum tempo, situacao
que, invariavelmente, acaba criando um ambiente com altos indices de violéncia
e criminalidade (Fischer et al., 2013; Watts, 2013; Sado Paulo, 2014; Bansal,
2014).

Um estudo de coorte conduzido no Brasil com 131 usuarios dependentes
de crack admitidos em clinicas de reabilitacdo revelou que, ao final de 12 anos
de acompanhamento, 20% vieram a Obito, sendo o homicidio a causa mais
comum (Dias et al., 2011). No Brasil, 0 uso de crack representa uma importante
questao de salde publica e esta fortemente associado a diversos problemas
como evasao escolar, desemprego, pessoas em situacdo de moradia de rua,
exposicdo a violéncia, déficit cognitivo, transtornos psiquiatricos, prostituicao,
infeccdo pelo HIV, hepatite B, hepatite C, sifilis, envolvimento em atividades
ilegais, prisdo e mortalidade (Dunn & Laranjeira, 1999; Ribeiro et al., 2004;
Santos Cruz et al.,, 2013; Narvaez et al.,, 2014). Diante deste cenario, fica
evidente que o pais carece de uma politica publica nacional de saude voltada
especificamente ao usuario de crack e que haja, inclusive, consenso na
legislacao brasileira e entre especialistas no que diz respeito ao tratamento para

os dependentes (Ribeiro et al., 2016; Moreira et al., 2017).
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Entende-se que formulacdo de politicas publicas referentes a estas e
outras populacbes deve ter por base evidéncias empiricas consistentes,
conforme descrito em modelos de tomada de decisdo, na interface entre a

epidemiologia e a analise de politicas publicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Avaliar a prevaléncia do consumo de cannabis e cocaina por vitimas
de causas externas necropsiadas pelas Equipes de Pericias Médico Legais
(EPMLs) do Instituto Médico Legal, situadas no municipio de S&o Paulo, no

periodo de junho de 2014 a dezembro de 2015;

3.2 Desenvolver uma nova metodologia analitica para identificacdo e
guantificacdo de cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno e anidroecgonina metil
éster em sangue, com analise por UHPLC-MS/MS, a qual permita, inclusive,

identificar e diferenciar a via de administracdo da cocaina.
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4 METODOS

4.1 Estudo de prevaléncia

O Instituto Médico Legal do Estado de Sdo Paulo (IML-SP), 6rgéo
subordinado a Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica (SPTC), foi criado
com o intuito de fornecer bases técnicas em Medicina Legal para o julgamento
de causas criminais. A necropsia é conduzida no IML nos casos de Obitos por
causas externas (decorrentes de traumatismos, lesées ou quaisquer outros
agravos a saude — intencionais ou ndo — de inicio subito e como consequéncia
imediata de violéncia ou outra causa exdgena, qualquer que tenha sido o tempo
entre o evento lesivo e a morte propriamente dita), nos cadaveres cuja identidade
seja desconhecida e naqueles cujos 6bitos ocorreram enquanto estavam sob
custodia do Estado qualquer que seja a causa (natural ou violenta) (Brasil, 2011).
Para que haja a completa elucidacdo dos fatos, toda e qualquer informacéo
disponivel (investigacdo da cena, relatorios policiais, prontuario de eventual
atendimento  meédico  prévio, achados necroscopicos, resultados
anatomopatoldgicos, histoldgicos e toxicoldgicos (quando for o caso), etc.) é de
grande valia. O questionamento se uma determinada substancia — alcool, drogas
ilicitas ou outros agentes toxicos, por exemplo — causou ou contribuiu para a

ocorréncia do 6bito devera ser sempre respondido (Hearn & Walls, 2008).

4.1.1 Amostras bioldgicas

Foi utilizado um método de amostragem probabilistica utilizando a cidade
de Sao Paulo, a mais populosa do pais com mais de 12,2 milhdes de habitantes,

como populacéo alvo. Os casos incluidos corresponderam a individuos adultos
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vitimas de morte subita, violenta ou de qualquer causa nao-natural, os quais
somam aproximadamente 7000 e sdo submetidos ao exame necroscopico no

IML-SP anualmente.

4.1.1.1 Critérios de inclusao/exclusao

4.1.1.1.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos no estudo:

— Individuos maiores de 18 anos idade;
— Vitimas cujo tempo decorrido entre a morte (ou o encontro do

cadaver) e a necrépsia tenha sido igual ou menor a 12 horas.

4.1.1.1.2 Critérios de excluséao

Os critérios de exclusao foram:

— Casos em que ndo havia amostra em volume suficiente pelo tipo
de trauma sofrido, levando a perda expressiva de sangue;

— Casos em gue houve atendimento hospitalar e/ou internacéo
prévia a morte, ou ainda, que a vitima tenha sobrevivido por periodo igual ou
superior a seis horas;

— Casos que poderiam oferecer risco a saude dos pesquisadores,
principalmente em virtude da contaminagéo do sangue com agentes patogénicos

(HIV, tuberculose, hepatite).

4.1.1.2 Coleta das amostras
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As amostras incluidas neste estudo foram coletadas no periodo de junho
de 2014 a dezembro de 2015. Os locais de coleta foram as EPMLs do IML-SP,
aqui definidas como postos de coleta, localizadas em diferentes regides
geograficas da cidade de S&o Paulo (Central, Sul e Leste). As unidades
localizadas nas Zonas Norte e Oeste ndo foram incluidas, pois no periodo do
estudo a primeira encontrava-se fechada para reforma e os casos eram
encaminhados para a unidade Central (incluida no estudo), e a segunda tem
como funcao primaria realizar exame necroscopico em cadaveres putrefeitos (ou

em avancgado estado de decomposi¢éo).

Seguindo o método de amostragem probabilistica padrédo, adotado em
estudos conduzidos em unidades de emergéncia, as vitimas foram selecionadas
durante um periodo de oito horas durante o plantdo diurno de um dado dia da
semana para a primeira semana, no plantdo vespertino do mesmo dia da
semana para a segunda semana e no plantdo noturno também correspondente
ao mesmo dia da semana, na terceira semana — este esquema foi entdo repetido
para cada dia da semana, em cada localidade, a cada trés semanas. A adogao
dessa estratégia garantiu uma igual representacéo de todos os trés turnos de um
dia para um determinado dia da semana a cada trés semanas de coleta de

amostras, em cada localidade (Cherpitel, 2010).

Foram coletadas amostras de todas as vitimas que atenderam aos
critérios de inclusdo mencionados no item 4.1.1.1.1. As amostras de sangue
cardiaco, em volume aproximado de 20 mL, foram coletadas utilizando-se
seringas descartaveis de 20 mL e tubos tipo Vacutainer® de 4 mL com fluoreto

de sédio (NaF) e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), acondicionados em
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caixas térmicas refrigeradas e conduzidos ao final de cada plantdo ao
Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo (LT-FMUSP). Téo logo se deu a chegada ao LT-FMUSP, os tubos foram

armazenados em freezer a -20 °C.

4.1.2 Analises toxicolbgicas

Os analitos pertencentes as classes da cocaina e cannabis foram
pesquisados. As analises toxicolégicas das amostras de sangue postmortem

foram realizadas por instituicdo colaboradora no projeto de pesquisa.

Para a triagem das drogas nas amostras foi utilizada a técnica de
imunoensaio por ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

(Venture Laboratories, Inc., Redwood City, CA, USA).

Os casos identificados como positivos na etapa de triagem foram
submetidos a etapa de confirmacao utilizando-se as técnicas de Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em tandem (LC-MS/MS, do inglés
“Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry”), no caso do A%-THC e
produtos de biotransformacéao (THC-OH, canabidiol, THC-COOH e canabinol), e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS, do inglés
“Gas Chromatography-Mass Spectrometry”), para a quantificagdo de cocaina,
benzoilecgonina e cocaetileno. Os valores de cutoffs adotados estéo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Valores de cutoffs (ng/mL) adotados nas etapas de triagem e
confirmagéo para cocaina e canabinoides

Cutoffs (triagem) Cutoffs (confirmacéao)
Classe LD (ng/mL) Compostos LQ (ng/mL)
Cocaina 20

Cocaina 50

Benzoilecgonina 20

Cocaetileno 20
Canabinoides 5

THC-OH 1

Canabidiol 1

THC-COOH 5

Canabinol 1

A°-THC 1
Abreviaturas: LD = limite de detec¢do; LQ = limite de quantificagdo; THC-OH = hidroxi-
tetrahidrocanabinol; THC-COOH = 4&cido 11-nor-delta-9-tetrahidrocanabinol carboxilico;

AS-THC = delta-9-tetrahidrocanabinol

4.1.3 Coleta dos dados do contexto da lesdo e sociodemograficos das

vitimas

Visando um estudo completo do contexto do evento que ocasionou a
morte das vitimas, os dados referentes a ocorréncia foram coletados a partir da
requisicdo do médico legista e de uma base de dados criminais da Policia Civil
do Estado de Sdo Paulo. A classificacdo do evento que levou ao desfecho fatal

se baseou em quatro grandes grupos: acidente de transito, homicidio, morte

suspeita (este grupo incluiu todos os O6bitos cuja causa permaneceu
indeterminada e necessitaram de exames complementares para sua elucidagao)
e suicidio. As circunstancias ou meios utilizados foram classificados em:

atropelamento (choque entre veiculo e pedestre), colisdo (choque entre dois ou

mais veiculos ou entre veiculo e objeto inanimado), enforcamento, arma branca

(nesta categoria estdo incluidos o0s objetos cortantes, perfurantes,
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perfurocortantes, contundentes, cortocontundentes, perfurocontundentes e/ou

perfurocortocontundentes), arma de fogo, queda, intoxicacdo exdégena e outros.

Foram coletados também dados referentes ao dia (dia da semana versus
final de semana, sendo o primeiro considerado entre 00:00 da segunda-feira e
23:59 da sexta-feira e o segundo de 00:00 de sabado até 23:59 do domingo),
periodo (classificado em manha, tarde, noite e madrugada, considerando-se
periodos de seis horas ao longo das 24 horas de um dia, iniciando-se o periodo

da “manha” as 06:00) e local da ocorréncia (classificado em publico (como por
exemplo, via publica, estacao ferroviaria, estabelecimento comercial, igreja,
motel, etc.) ou privado (residéncia, clinica de reabilitacdo, por exemplo). As
caracteristicas sociodemograficas das vitimas incluiram: sexo, idade
(classificada entre < 30 anos e > 30 anos), etnia (dividida entre brancos e nao-
brancos, os quais englobavam os negros, pardos e amarelos) e grau de
escolaridade (analfabeto ou 1° grau, 2° grau e 3° grau, independente se completo

ou incompleto). As andlises foram realizadas com o auxilio do Software Stata®,

versao 13.1.

4.2 Desenvolvimento e validacdo de metodologia em UHPLC-MS/MS para
quantificacdo de cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno e anidroecgonina

metil éster

Esta etapa integrou o periodo do Programa de Doutorado Sanduiche no
Exterior (PDSE), financiado pela Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) (Processo n° 88881.133873/2016-01) sendo,

portanto, desenvolvida na cidade de Oslo, Noruega.
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4.2.1 Material para anélises toxicoldgicas
4.2.1.1 Reagentes

Metanol (MeOH) grau LC-MS foi adquirido da Honeywell (Seelze,
Alemanha). Eter metil terc-butilico (MTBE), 2-propanol, acetato de etila, acetato
de amonio, hidroxido de soédio e n-heptano foram comprados da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Acido férmico (98%) e carbonato de aménio foram
obtidos da VWR International (Oslo, Noruega). Agua Tipo | (18.2 MQ) purificada
com sistema Milli-Q® Synthesis A10® da Millipore Corporation (Billerica, MA,

USA) foi utilizada.
4.2.1.2 Solugbes-padréo

Padrbes de cocaina (COC) e benzoilecgonina (BZE) foram obtidos da
Lipomed (Arlesheim, Suiga) ambos na concentracdo de 1 mg/mL em acetonitrila
e metanol, respectivamente. Padrbes de cocaetileno (CE), anidroecgonina metil
éster (AEME) e os padrdes internos cocaina-13Cs (COC-13Cs), benzoilecgonina-
13Cs (BZE-3Ce) e cocaetileno-Ds (CE-Ds) na concentracdo de 1 mg/mL em

acetonitrila foram adquiridos da Chiron AS (Trondheim, Noruega).
4.2.1.3 Equipamentos e acessorios

- Sistema de cromatografia liqguida ACQUITY UPLC® I-Class SM-FTN
acoplado a espectrometro de massas Xevo TQ-S, da Waters® (Milford, MA,

USA);

- Coluna Kinetex™ Bifenil, com tecnologia Core-Shell (100 mm x 2.1 mm

ID, 1.7 um), da Phenomenex® (Torrance, CA, USA);
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- MassLynx™ Mass Spectrometry Software, versdo 4.1, da Waters®

(Milford, MA, USA);

- Agitador de tubos;

- Centrifuga de tubos, da Beckman Coulter (Indianapolis, IN, USA);

- Concentrador de amostras com aquecimento e fluxo de nitrogénio,

modelo Turbovap, da Biotage (Charlotte, NC, USA).

4.2.2 Amostras bioldgicas

4.2.2.1 Amostras negativas

Amostras de sangue total humano, isentas de quaisquer substancias
pesquisadas, utilizadas para o preparo dos calibradores, controles de qualidade
e amostras “branco” foram obtidas do Banco de Sangue do Oslo University

Hospital (Oslo, Noruega).

4.2.2.2 Amostras de sangue postmortem

O método desenvolvido e validado foi aplicado em um grupo selecionado

de amostras de sangue postmortem.

4.2.3 Preparo dos calibradores, controles de qualidade e padrdes internos

Solucbes estoque dos calibradores, controles de qualidade e padrbes
internos foram preparadas em metanol ou acetonitrila, a depender do solvente
de origem. Solucgdes de trabalho dos calibradores e controles de qualidade foram
preparadas a partir da diluicdo das solucdes estoque (respeitando-se as

concentracOes finais desejadas) em metanol/agua Tipo | (1:1, v:v). Para os
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padrdes internos, preparou-se uma solucao de trabalho em metanol composta
por um pool dos padrdes adotados (cocaina-°Cs, benzoilecgonina-3Cs e

cocaetileno-Ds) na concentragdo de 400 ng/mL.
4.2.4 Procedimento de extracdo/Preparo das amostras

A técnica de extracdo empregada foi a extracéo liquido-liquido (LLE, do
inglés “Liquid-Liquid Extraction”). Calibradores e controles de qualidade (25 pL
das solucdes de trabalho) foram adicionados a tubos contendo 100 yL de sangue
total branco. As amostras de sangue desconhecidas (em volume de 100 pL), por
sua vez, foram acrescidas de 25 pL de metanol/agua Tipo | (1:1, v:v) para ajuste
do volume final e composicdo. A todos os tubos (calibradores, controles de
qualidade, amostras “branco” e amostras desconhecidas) foram adicionados 25
puL da solucédo de trabalho dos padrdes internos, seguido de agitacdo. Foram
adicionados também 100 pL de solucdo tampéo de carbonato de aménio 0.2
mol/L (pH 9.3) e 1000 yL de MTBE/2-propanol (70:30, v:v). As amostras foram
agitadas por cinco minutos e posteriormente centrifugadas a 4000 rpm, durante
quatro minutos. O sobrenadante (900 pL) foi transferido para tubos coénicos de
vidro para evaporacao do solvente com fluxo de nitrogénio (pressao 5-6 PSI) a
45°C e concentracdo dos analitos. Os residuos foram entdo reconstituidos com
60 pL da mistura de solucdo tampdo de formato de aménio 5 mmol/L (pH
3.1)/MeOH (95:5), agitados e transferidos para vials para serem analisados por

UHPLC-MS/MS.
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4.2.5 Condigdes UHPLC-MS/MS

As andlises UHPLC-MS/MS foram realizadas em sistema UPLC Waters
ACQUITY I-Class SM-FTN acoplado ao espectrometro de massas Xevo TQ-S.
O sistema foi operado no modo MRM (do inglés, “Multiple Reaction Monitoring”),
utilizando a técnica de ionizacdo por electrospray no modo positivo (ESI+;
[M+H]*) e argbnio como gas de colisdo. Os seguintes parametro foram adotados:
tensdo no capilar 1.0 kV; temperatura da fonte 150°C; temperatura de
dessolvatacdo 500°C; fluxo do gés de colisdo 300 L/h e fluxo do gas de

dessolvatacédo 1000 L/h.

A Tabela 2 apresenta os fragmentos monitorados para os analitos e
respectivos padrdes internos, voltagem de ionizacéo, energia de colisdo e tempo

de monitoramento. Os parametros cromatograficos sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 2 - Fragmentos monitorados para os analitos e respectivos padrdes internos, voltagem de
lonizacao, energia de colisdo e tempo de monitoramento

. Parametros espectrometria de
Fragmentos monitorados b

massas
Analito Padrao Interno Voltdaé;em Engregla Ineoﬂﬂgrt
Analito Padréao Interno ionizacdo colisdo mento
V) (eV) (ms)
Cocaina Cocaina-3Cs 304 > 150 Q 310 > 150 Q 30 25 18
304 > 182 310 > 182 30 20 18
BenZOiI' Benzoilecgonina_ 290 > 150 Q 296 > 150 Q 30 25 18
ecgonina 13¢,
290 > 168 296 > 168 30 20 18
Cocaetileno Cocaetileno-Ds 318 > 82 321 > 85 25 30 18
318 > 196 Q 321 > 199 Q 25 20 18

continua
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Tabela 2 - Fragmentos monitorados para os analitos e respectivos padrbes internos, voltagem de
ionizagao, energia de colisdo e tempo de monitoramento (conclusao)

. Parametros espectrometria de
Fragmentos monitorados P

massas
Analito Padrao Interno Voltagem Energia Tempo de
Analito Padrao Interno  de de monitora-
ionizagdo coliséo mento
V) eV) (ms)
AEME Cocaetileno-Ds3 182 > 118 321 > 85 20 20 40
182 > 122 Q 321 > 199 Q 20 20 40

Abreviacdo: AEME = anidroecgonina metil éster; Q = ion quantificador

Tabela 3 — Parametros cromatograficos adotados nas analises

Parametros cromatograficos

Kinetex® Biphenyl Core-Shell (100 x

Coluna 2.1 mm ID, 1.7 um)
Temperatura do forno da coluna 60°C
Fluxo da fase mével 0,5 mL/min
Volume de injec&o 0,4 pL
Tempo total de corrida 6.40 minutos

Solvente A: 10 mmol/L tampéo
Fase Movel formato de amonio pH 3.1

Solvente B: MeOH
Inicial: 98% (A) | 2% (B)
0.20 min: 98% (A) | 2% (B)
0.30 min: 90% (A) | 10% (B)
Gradiente de eluigéo 2.30 min: 45% (A) | 55% (B)
2.40 min: 2% (A) | 98% (B)
5.00 min: 2% (A) | 98% (B)
5.10 min: 98% (A) | 2% (B)

Abreviacdo: MeOH = metanol

A aquisicdo e o processamento dos dados foram feitos utilizando-se o

software Masslynx™ (verséo 4.1).
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4.2.6 Validacdo do método para determinacdo de cocaina e produtos de

biotransformagcéo em amostras de sangue total

A validagdo do método, utilizando-se sangue total humano como matriz,
incluiu os seguintes parametros: curva de calibracdo e linearidade, limites de
deteccdo e quantificagcdo, precisdo, exatiddo, recuperacdo, efeito matriz,

carryover e estabilidade da amostra (UNODC, 2009; SWGTOX, 2013).

4.2.6.1 Curva de calibracéo e linearidade

As curvas de calibracdo foram construidas com base em seis
calibradores, cujas concentracdes, para cada um dos quatro analitos, foram: 2,
5, 20, 100, 600 e 1250 ng/mL. As curvas de calibracdo (apés a aplicacao do
coeficiente de ponderacdo 1/x para todos os analitos) foram construidas
plotando-se a razdo da altura do pico contra a razdo da altura do pico do

correspondente padrao interno.

A linearidade se baseou em amostras de sangue extraidas, as quais foram
adicionadas dos quatro analitos em 14 concentracdes (pontos) diferentes: 2, 5,
20, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000 e 2500 ng/mL. Trés

injecdes de cada um dos 14 pontos foram realizadas.

4.2.6.2 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Com o intuito de evitar que limites muito baixos e, portanto, nao
condizentes com a realidade das analises, o desvio padrédo de um controle de
qualidade de baixa concentracao foi utilizado ao invés do emprego do desvio

padrao de uma amostra “branco”.



43

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados a

partir das equacoes 1 e 2, respectivamente:

LD = 3,3 x desvio padrdo CQingmL + concentracdo meédia da amostra

“branco” (eq. 1)

LQ = 10 x desvio padrdao CQingmL + concentracdo média da amostra

“branco” (eq. 2)

Um requisito adicional para a determinacéo do LD e LQ era que o valor
do sinal ruido dos ions quantificadores dos fragmentos monitorados fosse = 3 e
10, respectivamente. Para o limite de quantificacdo, € esperado também que os
valores obtidos nos calculos da precisao intermediaria e da exatiddo sejam

< 15%.

4.2.6.3 Precisdo e exatidao

A precisao intermediaria e a exatiddo foram determinadas a partir das
concentracfes calculadas de amostras controle de qualidade (CQ), que foram
preparadas e analisadas em oito ensaios, em replicata para cada concentracao,
ao longo de 24 dias. As amostras controle foram preparadas em sangue total

nas seguintes concentracoes:

e Cocaina: 1, 2, 5, 25, 100, 200, 501 e 1001 ng/mL;
e Benzoilecgonina: 1, 2, 5, 25, 100, 200, 500, 1001 ng/mL;

e Cocaetileno e AEME: 1, 2, 5, 25, 100, 200, 500 e 1000 ng/mL.

A precisao intermediaria foi determinada pelo calculo do desvio padréao

relativo (DPR) obtido em cada concentracdo de cada um dos analitos e a
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exatidao foi determinada pelo calculo do desvio, em porcentagem, entre a média

das concentragfes obtidas nas amostras controle e a concentragéo teorica.

4.2.6.4 Recuperacéo

Para o estudo de recuperacdo do método, dois grupos de amostras de
sangue humano foram analisados. No primeiro grupo, padrées de cocaina,
benzoilecgonina, cocaetileno e AEME foram adicionados as amostras, as quais
foram submetidas a extracdo conforme procedimento 4.2.4 em seis replicatas
para cada concentracdo. No segundo grupo, consistindo de quatro replicatas
para cada concentracdo, 0s mesmos padrdes mencionados anteriormente foram
adicionados somente ap0s a extracdo. Em ambos os casos os padrdes internos
foram adicionados apos a etapa de extracdo. Uma mistura de MeOH/agua Tipo
I (1:1, viv, 25 ou 50 L) foi adicionada as amostras antes da LLE, para garantir
gue a composicao das amostras (sangue, solventes orgéanicos e agua Tipo |)
fosse a mesma para todas. A recuperacao foi calculada pela concentracdo média
calculada das amostras cujos analitos foram adicionados antes da etapa de
extracdo em comparacdo com a concentracdo média calculada das amostras

que tiveram os analitos adicionados ap0s esta etapa.

4.2.6.5 Estudo do efeito matriz (EM)

Alguns componentes inerentes a matriz biologica podem coeluir com os
analitos de interesse interferindo, assim, na eficiéncia de ionizacdo dos mesmos.
Esta interferéncia pode resultar na diminuicdo (supressao) ou no aumento da
eficiéncia de formacdo desses ions, 0 que poderia acarretar na interpretacéo

errbnea dos resultados.
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Neste caso, o efeito matriz foi investigado em dois niveis de concentracao
de acordo com o procedimento descrito por Matuszewski e colaboradores
(2003). Dois conjuntos de amostras foram analisados em cada nivel de
concentracdo. No primeiro conjunto (n=8), amostras de sangue total humano de
quatro fontes distintas foram submetidas ao processo de extracdo descrito no
item 4.2.4, evaporadas e 60 pL do solvente de reconstituicédo foi adicionado. Os
extratos obtidos (50 puL do volume total de 60 uL) foram entéo transferidos para
vials, aos quais foram adicionados os analitos (25 pL da solucéo de trabalho) e
padrdes internos (25 pL da solucao de trabalho). No segundo conjunto (n=8), 50
uL do solvente de reconstituicdo foi adicionado a vials vazios, aos quais também
foram adicionados os analitos e padrdes internos. A composicao e o volume final
das amostras nos conjuntos um e dois eram 0s mesmos. Todas as amostras
foram analisadas pelo método UHPLC-MS/MS desenvolvido e o efeito matriz foi

calculado pela equacéo 3:

EM = (altura do pico do conjunto 1 / altura do pico do conjunto 2) x 100 (eqg. 3),

sendo que EM = 100 indica que ndo ocorreu efeito matriz, EM > 100 indica a
possivel ocorréncia de efeito matriz com enriquecimento ibnico e EM < 100

indicando a possivel ocorréncia de efeito matriz com supresséo iénica.

4.2.6.6 Carryover

A possivel ocorréncia do fendmeno de carryover entre as andlises foi
avaliada em todos os oito ensaios utilizados para o calculo da precisao e da
exatiddo. Em cada ensaio, duas amostras “branco” foram analisadas ap0s o

controle de qualidade (CQ) correspondente a 1000 ng/mL.
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4.2.6.7 Estabilidade da amostra

A estabilidade da cocaina em solventes pode ser aumentada pela
acidificacao e refrigeracao da solugéao, enquanto no sangue o analito aumenta a
sua estabilidade pela adicao de conservantes (como por exemplo fluoreto) e pelo
acondicionamento em freezer (Baselt, 1983; Giorgi & Meeker, 1995; Fandino et
al., 2002a; Rees et al., 2012). A estabilidade dos analitos incluidos no estudo foi
investigada através da analise de amostras de sangue postmortem coletadas em
tubo Vacutainer® contendo fluoreto de sédio e EDTA e que foram mantidas
congeladas a — 20 °C. As amostras foram analisadas duas vezes, sendo que o

intervalo de tempo entre a primeira analise e a segunda foi de 63 dias.
4.3 Aspectos éticos

O presente protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo (CEP-
FMUSP) em 08 de dezembro de 2014 (Anexo A), como parte do projeto de
pesquisa intitulado “Determinacédo de lesdes relacionadas ao uso de drogas:
unindo achados toxicolégicos e dados criminais”, aprovado pelo mesmo 6rgao
em 22 de abril de 2014 sob protocolo n° 096/14 (Anexo B). Os pesquisadores
obtiveram autorizacdo da Superintendéncia da Policia Técnico Cientifica para a
realizacdo do estudo (Anexo C) e reafirmam o compromisso de preservar o

anonimato e a confidencialidade dos dados coletados.
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5 RESULTADOS
5.1 Estudo de prevaléncia

Os dados foram coletados ao longo de 135 turnos de oito horas de
duracdo cada, conduzidos durante 19 meses. Um total de 656 vitimas foram
admitidas no IML-SP durante o periodo do estudo, sendo que 365 (55,6%) delas
preencheram os critérios de inclusdo. Os motivos que levaram a exclusdo dos

demais casos encontram-se distribuidos na Figura 1.

10% |

= Atendimento hospitalar
e/ou internagao prévia 2 6
horas

mIndividuo <18 anos de
idade

9% | = Amostra contaminada ou
volume insuficiente

1%| )

Tempo decorrido entre a
morte e exame
necroscopico 2 12 horas

Figura 1 — Distribuicdo dos casos ndo incluidos na amostra final, conforme
critério de exclusao

A amostra final considerada neste estudo teve uma distribuicdo das
causas de 6bito com porcentagens similares em relacéo ao registrado ao longo

do ano de 2013, na cidade de Sao Paulo, conforme mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4 — NUumero de 6bitos por causas externas registrados na cidade
de Séo Paulo, em 2013, e a amostra incluida no estudo (n = 365) de
acordo com o tipo de leséao

Estatistica anual Amostra final do

b
(2013)% n (%) estudo n (%) P
Homicidios 1354 (26,0) 104 (28,5)
Acidente de transito 1054 (20,3) 56 (15,3)
Suicidio 524 (10,1) 44 (12,1)
Outros 2267 (43,6) 161 (44,1)
Total 5199 365 0.08

@ Foram excluidos os menores e aqueles que vieram a Obito em decorréncia de
complicagBes de assisténcia médica e cirdrgica (Y40-Y84) ou em virtude de sequelas
de causas externas de morbidade e de mortalidade (Y85-Y89).

b teste qui-quadrado

Os resultados das andlises toxicoldgicas revelaram que quase um terco
(29,9%) das vitimas de morte por causas externas havia feito uso recente de
pelo menos uma das substancias ilicitas pesquisadas, sendo o consumo de

cocaina (21,9%) maior que o consumo de cannabis (14%).

A maior parte das vitimas era do sexo masculino (82,2%) e o consumo de
cannabis e/ou cocaina por eles foi maior quando comparado as mulheres. Com
relagdo a idade das vitimas no momento do 6bito, foi verificado que a maioria
possuia mais de 30 anos de idade (63,0%); apesar disso, os individuos mais
jovens (< 30 anos de idade) foram os que mais haviam feito uso tanto de

cannabis, quanto de cocaina, no momento do evento fatal (Tabela 5).

A proporcédo de brancos e nao-brancos (negros, pardos, amarelos) na
amostra geral foi similar; porém, quando analisado o consumo de drogas,
verificou-se que 0s n&o-brancos apresentaram maior positividade para o

consumo de pelo menos uma das substancias pesquisadas e também para o
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uso de cocaina. Para o consumo de cannabis, a diferenca observada nao foi

estatisticamente significativa (P = 0.056) (Tabela 5).

Com relacdo ao grau de escolaridade das vitimas, 61,1% pertencia ao
grupo dos analfabetos ou daqueles que possuiam até o 1° grau (completo ou
incompleto). O consumo de cocaina, ou de pelo menos uma das drogas, foi
maior entre este grupo, ao passo que entre aqueles que possuiam algum grau
de instrugéo de 3° grau (10,1%), ndo foi detectada nenhuma das substancias

(Tabela 5).

Dentre as causas que levaram ao Obito, os homicidios ocuparam a
segunda posicao (depois do grupo das mortes suspeitas), seguidos pelos
acidentes de transito, os quais apresentaram a maior positividade de vitimas que
haviam feito uso de cannabis em relacdo as demais causas. Ja entre aqueles
gue consumiram pelo menos uma das substancias pesquisadas ou cocaina, a
maior prevaléncia observada foi entre as vitimas de homicidio. Apesar da arma
de fogo ter sido um importante meio empregado na ocorréncia que resultou no
desfecho fatal, o consumo maior de pelo menos uma das drogas ou de cocaina

foi encontrado entre as vitimas que sofreram intoxicacdo exdgena (Tabela 5).

A maior parte dos 6bitos ocorreu em local publico (64,9%), principalmente
na via publica e o consumo de drogas (cannabis e pelo menos uma das
substancias) também foi maior entre as vitimas que vieram a Obito em espaco
publico quando comparado as vitimas que morreram em local privado (residéncia
ou clinica de reabilitacdo). Buscou-se também informacbes acerca de
antecedentes criminais das vitimas e verificou-se que apesar da minoria (15,9%)

apresentar algum registro, a diferenca com relagdo ao consumo de cannabis
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e/ou cocaina foi estatisticamente significativa entre este grupo quando

comparado aos individuos que nao possuiam antecedentes criminais (Tabela 5).

Por fim, observou-se uma maior ocorréncia de mortes por causas

externas em dias Uteis (segunda-feira a sexta-feira) e no periodo noturno;

entretanto, apesar da diferenca ndo ter sido estatisticamente significativa, o

consumo de pelo menos uma das substancias consideradas no estudo foi maior

entre as vitimas que vieram a 6bito no final de semana e durante a madrugada

(Tabela 5).

Tabela 5 — Uso de substancias (cocaina e/ou cannabis) por vitimas de causas externas e
informacdes sociodemograficas e do contexto da leséo

Positivo para Positivo Positivo
Total pelo menos para para I?ados
. : omissos ou
n (%) uma das cocaina cannabis taltantes
drogas (%) (%) (%)
Total
365 29,9 21,9 14,0 0%
Sexo
Masculino 300 (82,2) 34,3* 25,0 16,7*
Feminino 65 (17,8) 9,2 7,7 1,5 0%
Idade (anos)
<30 120 (37,0) 49,2* 34,2* 25,0*
> 30 204 (63,0) 14,7 12,3 5,4 11,2%
Etnia
Brancos 172 (50,3) 23,3 16,9 10,5
N&o-brancos 170 (49,7) 36,5* 27,7* 17,7 6,3%
Grau de escolaridade
1° grau ou analfabeto 157 (61,1) 30,6* 23,6* 14,0
2° grau 74 (28,8) 24,3 14,9 10,8
3% grau 26 (10,1) 0,0 0,0 0,0 29,6%
Causa do obito
Acidente de transito 56 (15,3) 30,4 21,4 19,6*
Homicidio 104 (28,5) 43,3* 30,8* 19,2
Morte suspeita 161 (44,1) 26,1 19,9 11,8
Suicidio 44 (12,1) 11,4 9,1 2,3 0%

continua
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Tabela 5 — Uso de substancias (cocaina e/ou cannabis) por vitimas de causas externas e
informacdes sociodemograficas e do contexto da lesédo (conclusédo)

Positivo para  Positivo Positivo

Total pelo menos para para pados
. . omissos ou
n (%) uma das cocaina cannabis faltantes
drogas (%) (%) (%)
Circunstancia do 6bito
Atropelamento 31 (8,5) 194 16,1 16,1
Colisao 27 (7,4) 37,0 25,9 18,5
Enforcamento 14 (3,8) 14,3 7,1 7,1
Arma branca? 23 (6,3) 30,4 26,1 13,0
Arma de fogo 83 (22,7) 43,4 30,1 19,3
Queda 34 (9,3) 5,9 5,9 0,0
Intoxicacdo exdgena 25 (6,9) 52,0* 40,0* 24,0
Outros 128 (35,1) 25,8 18,8 11,7 0%
Local da ocorréncia
Privado 112 (35,1) 21,4 17,9 6,3
Publico 207 (64,9) 33,8* 25,1 17,4 12,6%
Antecedentes criminais
Sim 50 (15,9) 66,0* 48,0* 34,0*
N&o 264 (84,1) 20,8 15,9 8,3 14,0%
Dia da ocorréncia
Dia da semana 270 (74,0) 29,3 22,2 13,3
Final de semana 95 (26,0) 31,6 211 15,8 0%
Periodo da ocorréncia
Manha 64 (17,6) 31,3 25,0 10,9
Tarde 80 (21,9) 27,5 22,5 13,8
Noite 137 (37,5) 26,3 18,3 12,4
Madrugada 84 (23,0) 36,9 25,0 19,1 0%

a O termo se refere a objetos cortantes, perfurantes, perfurocortantes, contundentes, cortocontundentes,
perfurocontundentes e/ou perfurocortocontundentes
*valor de P £ 0,05
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5.2 Desenvolvimento e validacdo de metodologia em UHPLC-MS/MS para
guantificacdo de cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno e anidroecgonina

metil éster

Um método sensivel, preciso e robusto para determinacdo de cocaina,
benzoilecgonina, cocaetileno e anidroecgonina metil éster em sangue total,
utilizando-se a técnica de extracao liquido-liquido com MTBE/2-propanol (70:30,

v:Vv) e analise por UHPLC-MS/MS, foi desenvolvido e validado.

5.2.1 Otimizacao do procedimento de extracao

A extracao liquido-liquido baseia-se na separacao dos analitos tendo por
base as suas solubilidades, sendo que a extracdo ocorre entre duas fases
liquidas imisciveis (uma aquosa e outra organica) através da adi¢cao de solventes
adequados. Diferentes misturas de solventes de MTBE/2-propanol e
heptano/acetato de etila foram testadas e os resultados da recuperacdo dos

analitos de interesse sédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Teste de solventes organicos (composicao e volume) e recuperacao dos analitos

Solventes orgéanicos Cocaina BZE CE AEME

n MTBE 0 2<:;an| AE Hep. Rec. DPR Rec. DPR Rec. DPR Rec. DPR

%) P (E,’/O) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) %) (%)
4 100 0 0 0 91 8 0,2 46 98 9 59 3
4 90 10 0 0 79 6 2,2 32 84 3 48 14
4 80 20 0 0 78 4 14 13 75 1 86 5
4 70 30 0 0 74 5 39 9 75 3 82 4
4 60 40 0 0 74 5 54 9 75 4 73 2
4 0 0 100 0 85 4 4.0 24 82 2 125 31
4 0 0 90 10 89 7 1,7 27 90 3 67 27
4 0 0 80 20 91 2 0,5 62 92 2 35 40

continua
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Tabela 6 — Teste de solventes organicos (composicao e volume) e recuperacao dos analitos
(concluséo)

Solventes organicos Cocaina BZE CE AEME
n MTBE 0 Zénol AE  Hep. Rec. DPR Rec. DPR Rec. DPR Rec. DPR
) PG %) (%) %) (%) %) (%) (%) (%) %) (%)
4 0 0 70 30 88 3 0,7 53 94 3 108 10
4 0 0 60 40 93 5 03 93 95 2 104 19
2 0 0 0 100 93 2 01 92 90 3 97 19

Abreviacdes: BZE = benzoilecgonina; CE = cocaetileno; AEME = anidroecgonina metil éster; MTBE = éter metil terc-butilico
(doinglés, “methyl tert-butyl ether”); AE = acetato de etila; Hep. = heptano; Rec. = recuperacéo; DPR = desvio padrao relativo

Para a extracdo, os analitos na concentragdo de 25 ng/mL foram
adicionados a 100 pL de sangue e realizado o procedimento conforme descrito
no item 4.2.3. Os padrdes internos foram adicionados apds a extracdo em todas
as amostras.

A recuperacdo em cada conjunto foi calculada de acordo com a Equacéo

Rec. (%) = (concentracdo média calculada das amostras cujos analitos
foram adicionados antes da etapa de extracdo / concentracdo média calculada
das amostras que tiveram os analitos adicionados ap0s a etapa de extracao) X

100 (eq. 4)

Cocaina, cocaetileno e AEME obtiveram resultados satisfatérios de
recuperagéo (= 35%) para todas as combinagdes de solventes organicos
testadas, porém a recuperacdo da benzoilecgonina se mostrou altamente
dependente dos solventes. Assim, baixa recuperacdo (< 4%) do analito foi
observada empregando-se heptano/acetato de etila, em todas as faixas de
concentracdes. Apesar da recuperacao de benzoilecgonina utilizando-se 40% de

2-propanol (60% MTBE) ter sido maior (54%), optou-se pela propor¢édo MTBE/2-
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propanol (70:30, v:v) pois o0 tempo de evaporacdo se mostrou menor e 0s

extratos, em inspecao visual, apresentaram-se mais limpidos.

5.2.2 Anédlise por UHPLC-MS/MS

Foram testadas duas colunas para a separacao dos analitos de interesse:
ACQUITY UPLC® HSS T3 (100 mm x 2.1 mm ID, particulas de 1.8 um), da
Waters Inc., e Kinetex™ Bifenil com tecnologia Core-Shell (100 mm x 2.1 mm ID,
particulas de 1.7 um), da Phenomenex®. Ambas forneceram picos simétricos e
estreitos e a mesma ordem de eluicio da cocaina e produtos de
biotransformacao; entretanto, devido a menor presséo da coluna, a segunda foi
escolhida.

A Figura 2 mostra o gradiente de eluicdo e a separacdo cromatografica
dos quatro analitos (COC, BZE, CE e AEME) e de outras 23 substancias obtida
com o método desenvolvido. As 23 substancias adicionais incluem algumas
drogas e produtos de biotransformagcdo que poderiam apresentar o mesmo
tempo de retencao e assim coeluir com os analitos de interesse. Nao foi possivel
obter comercialmente o padréo interno (Pl) especifico para o AEME (por esta
razao, utilizou-se Cocaetileno-Ds como PI). Ao final da corrida cromatogréfica, o
gradiente de eluicéo foi mantido durante 2,6 minutos com uma concentracao de
98% de solvente B (MeOH) para a eluicdo de fosfolipidios e outros compostos
apolares que porventura ndo tivessem sido removidos durante a extracao
liguido-liquido e que poderiam causar interferéncia na analise. Apos testes, 0
volume de injecdo de 0,4 pL foi escolhido com o intuito de se injetar baixas

guantidades de componentes da matriz no sistema, porém mantendo-se ainda
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um volume suficiente que permitisse uma deteccdo satisfatoria de todos os

analitos.
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Figura 2 — (a) Separacéo cromatografica de AEME, benzoilecgonina, cocaina, cocaetileno e 23 drogas
e produtos de biotransformacéo utilizando-se o método desenvolvido e (b) separacéo dos 27 analitos,
com apresentacdo do gradiente de eluigdo




56

5.2.3 Validac&do do método
5.2.3.1 Curva de calibracéo e linearidade

Os valores dos coeficientes de determinagdo (R?) para as curvas de
calibracao, os respectivos desvios padrdes relativos e a faixa de linearidade para

cada analito estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores dos coeficientes de determinacédo (R?),
desvio padréo relativo e faixa de linearidade dos analitos

Analito R2 DPR (%) Iir':g;f%gge
(ng/mL)
Cocaina 0,99955 0,05 2 - 2000
Benzoilecgonina 0,99966 0,03 2-1750
Cocaetileno 0,99979 0,03 2 - 2500
AEME 0,99970 0,03 2 - 2000

Abreviacdes: DPR = desvio padréo relativo; AEME = anidroecgonina metil
éster

5.2.3.2 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacédo (LQ)

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos com o método
proposto para determinacdo de cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno e
anidroecgonina metil éster em amostras de sangue estdo apresentados na

Tabela 8.



Tabela 8 — Limites de deteccdo (LD) e limites de
quantificacdo (LQ) para os analitos pesquisados

Analito LD (ng/mL) LQ (ng/mL)
Cocaina 0,3 0,7
Benzoilecgonina 0,5 15
Cocaetileno 0,3 0,8
AEME 0,4 1,0

Abreviacdes: AEME = anidroecgonina metil éster; LD = limite de
deteccédo; LQ = limite de quantificacao

5.2.3.3 Precisao e exatidao

57

Para todas as oito concentracfes avaliadas, o desvio padrdo relativo

calculado para o teste de precisdo foi < 15% e o desvio entre a média das

concentracfes obtidas nas amostras controle e a concentragao tedrica foi < 12%,

0 que atesta a preciséo e exatiddo do método (Tabela 9).

Tabela 9 — Resultados dos estudos de precisdo e exatiddo do método

Concentracéo colr\w/lce:r:?r:z;es Preciséo Exatidao
Analito tedrica . (%DPR) (%desvio)
(ng/mL) obtidas (n=8) (n=8)
(ng/mL)

Cocaina 1,0 11 5 6
2,0 1,9 5 -4
5,0 4,6 4 -8
25 24 3 -4
100 69 2 -4
200 198 4 -1
501 497 1 -1
1001 1025 3 2
Benzoilecgonina 1,0 1,0 15 -2
2,0 2,0 10 -2
5,0 4,6 6 -9
25 24 4 -4

continua
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Tabela 9 — Resultados dos estudos de precisdo e exatiddo do método
(concluséo)

. Média das . x i
_ Conce,n'tra(;ao concentracoes Preciséo Exatlda_lo
Analito teorica . (%DPR) (%desvio)
(ng/mL) obtidas (n=8) (n=8)
(ng/mL)

Benzoilecgonina 100 98 2 -2
200 199 3 0

500 513 2 2

1001 1035 3 3

Cocaetileno 1,0 1,02 8 2
2,0 1,92 4 -4

50 4,59 2 -8

25 23,4 4 -6

100 95,4 3 -5

200 192 2 -4

500 492 2 -2

1000 1039 2 4

AEME 1,0 0,97 9 -3
2,0 1,81 4 -10

50 4,40 3 -12

25 22,8 4 -9

100 94,3 4 -6

200 188 3 -6

500 479 3 -4

1000 964 5 -4

Abreviacdes: DPR = desvio padrao relativo; AEME = anidroecgonina metil éster

5.2.3.4 Recuperacao

A recuperacdo obtida com o método validado foi de aproximadamente
80% para cocaina, cocaetileno e AEME e de cerca de 40% para benzoilecgonina
(Tabela 10). Valores similares foram observados no teste de otimizacdo dos
solventes organicos quando se empregou a mesma composicao utilizada para a

validacdo do método (Tabela 6).
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Tabela 10 - Valores de recuperagao obtidos com a aplicacéo
do método proposto em amostras de sangue

Concentracgéo Recuperagdo (n=6)
Analitos teodrica Recuperacéo 0
(ng/mL) média %) DCPR(%0)
Cocaina 25 76 9
100 80 4
Benzoilecgonina 25 43 6
100 45 5
Cocaetileno 25 82 6
100 81 2
AEME 25 81 7
100 84 3
Abreviacdes: DPR = desvio padréo relativo; AEME = anidroecgonina metil

éster

5.2.3.5 Efeito matriz (EM)

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos para o teste de efeito matriz
e revela a ocorréncia de um discreto acréscimo de sinal, o qual foi corrigido pelo

padrdo interno marcado com is6topo estavel.

Tabela 11 — Estudo de efeito matriz

Concentraqéo Efeito matriz (n=8)
Analitos tedrica L DPR Média EM
(ng/mL) Média EM (%) corrigida com Pl

Cocaina 5 130 10 99

100 124 10 107
Benzoilecgonina 5 129 11 102

100 122 8 106
Cocaetileno 5 131 11 99

100 125 10 106

continua
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Tabela 11 — Estudo de efeito matriz (concluséo)

Efeito matriz (n=8)

Concentracéao
Analitos tedrica Ly DPR Média EM
(ng/mL) Média EM (%) corrigidacom PI
AEME 5 121 7 92
100 117 8 98

Abreviacdes: DPR = desvio padréo relativo; EM = efeito matriz; Pl = padrao interno;
AEME = anidroecgonina metil éster

5.2.3.6 Carryover

O método ndo apresentou a ocorréncia do fendmeno de carryover. As
médias calculadas, para os quatro analitos, da primeira amostra “branco” e da
segunda (injetadas logo apds o controle de qualidade mais alto, de concentracao

1000 ng/mL) foram, respectivamente, < 0,05% e < 0,01%.

5.2.3.7 Estabilidade da amostra

Para tornar a exposicao dos dados mais compreensivel, os resultados das
analises de estabilidade das amostras serdo apresentados no item seguinte,
juntamente com os resultados da aplicacdo do método em amostras de sangue

postmortem.

5.2.4 Aplicacdo do método em amostras de sangue postmortem e célculo

de estabilidade

O meétodo desenvolvido e validado, o qual incluiu a extragdo dos analitos
utilizando-se extracao liquido-liquido e a posterior deteccao e quantificacao por
UHPLC-MS/MS, foi aplicado em 21 amostras de sangue postmortem, coletadas
nos postos do Instituto Médico Legal para o estudo de prevaléncia do uso de

cannabis e cocaina em vitimas de mortes violentas. Tais amostras foram
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analisadas duas vezes, com um intervalo de tempo de 63 dias entre as analises,
e em duplicata em cada teste, sendo mantidas congeladas a — 20 °C neste

periodo.

A Tabela 12 apresenta os resultados das analises toxicoldgicas, sendo 0s
resultados da segunda andlise (decorridos os 63 dias) apresentados por meio do
desvio (%) observado entre as duas analises. Informacdes sociodemogréficas

das vitimas e do evento que levou ao desfecho fatal também séo apresentados.
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Tabela 12 — Analise de amostras de sangue postmortem, estabilidade e dados das vitimas e ocorréncias

Cocaina Benzoilecgonina Cocaetileno AEME

Caso Prirpgira Seg,upda Prirp(_aira Segypda Prirp(_aira Segypda Prirp(_eira Segypda Sexo  ldade Ocorréncia

analise andlise andlise andlise anélise anélise andlise anélise

(ng/mL) (% desvio) (ng/mL) (% desvio) (ng/mL) (% desvio) (ng/mL) (% desvio)
1 2 ND ND 7.8 -5 ND 10 ND ND M 33 Morte suspeita
2 2 ND 6 11 2 1,0 5 ND ND M 48 Morte suspeita
3 2 0,7 23 60 19 ND ND ND 5 M 27 Homicidio (FAF)
4 2 0,8 -8 10 18 ND ND ND ND M 20 Morte suspeita
5 2 0,9 -19 54 4 ND ND ND -6 F 28 Suicidio
6 2 51 -3 91 8 ND ND ND -14 M - Morte suspeita
7 2 5,4 -21 3440 1 ND ND 19 8 M 51 Morte suspeita
8 2 10 0 780 -3 ND ND ND -8 M 35 Homicidio (FAB)
9 2 11 -6 205 4 2,6 4 1,6 1 M 19 Morte suspeita
10 2 17 -4 1397 7 15 0 1,5 -5 M 27 Homicidio (FAF)
11 2 27 12 439 19 0,8 17 1,1 -6 M 20 Morte suspeita
12 2 32 -3 116 2 18 -4 ND 4 M - Homicidio (FAF)
13 2 55 -15 727 -4 ND -1 4,7 -8 M 45 Morte suspeita
14 2 58 -24 1262 -1 60 12 2,8 -5 M 35 Homicidio (FAF)
15 2 62 2 437 -7 18 2 ND -6 M - Homicidio (FAF)
16 2 78 -10 318 2 135 4 ND ND M 24 Homicidio (FAF)
17 2 84 11 201 12 43 2 ND -11 M 28 Acidente de transito
18 2 154 7 562 14 ND ND 1,8 -9 F 57 Morte suspeita
19 2 248 0 341 6 106 -3 1,7 12 F 36 Homicidio (FAF)
20 2 341 -11 2394 3 ND ND 14 0 M - Atropelamento
21 2 488 -8 910 -2 ND 24 5,4 -8 M - Morte suspeita

Abreviacdes: AEME = anidroecgonina metil éster; ND = ndo detectado (amostras cujas concentragfes < LQ); M = masculino; F = feminino; FAF = ferimento por arma de fogo; FAB =
ferimento por arma branca (objetos cortantes, perfurantes, perfurocortantes, contundentes, cortocontundentes, perfurocontundentes e perfurocortocontundentes)



5.2.5 Cromatogramas

63

A Figura 3 representa os fragmentos monitorados e cromatogramas de

uma amostra de sangue adicionada dos padrbes na concentragéo de 1,0 ng/mL

e submetida ao processo de extragcdo conforme descrito no item 4.2.4. Os

padrdes internos foram adicionados na concentracdo de 100 ng/mL.
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Figura 3 — Fragmentos monitorados e cromatogramas referentes a uma amostra
adicionada dos padrdes de drogas na concentracéo de 1,0 ng/mL. Os respectivos padroes
internos foram adicionados na concentracdo de 100 ng/mL
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A Tabela 13 apresenta o tempo de retengéo e o tempo de retencéo relativo
para os quatro analitos pesquisados. Os dados basearam-se nos quatro ensaios
realizados para a determinacdo da estabilidade dos analitos nas amostras de
sangue postmortem. Cada ensaio incluiu seis calibradores, oito controles de
qualidade, seis amostras “branco” e 10 a 12 amostras post-mortem (em
duplicata), resultando no total de 170 injecbes dentro de um periodo de

aproximadamente 10 semanas.

Tabela 13 — Tempo de retencéo e tempo de retencéo relativo dos analitos em
estudo

Tempos de Retencéo (TR)

Analitos TR dos DPR TR TRR dos DPR TRR
analitos (min) (%) analitos (min) (%)
Cocaina 2.65 1,1 1,000 0,04
Benzoilecgonina 2.38 15 1,000 0,08
Cocaetileno 2.85 0,7 1,001 0,04
AEME 1.48 1,3 0,518 0,58

Abreviacdes: TR =tempo de retencdo; DPR = desvio padréo relativo; AEME = anidroecgonina
metil éster; TRR = tempo de retenc¢éo relativo

A Figura 4 representa os cromatogramas e fragmentos monitorados de
uma amostra de sangue postmortem submetida ao método desenvolvido e
validado e que apresentou as seguintes concentracbes para AEME,
benzoilecgonina, cocaina e cocaetileno: 0,3 ng/mL, 11 ng/mL, 0,7 ng/mLe 1,1
ng/mL, respectivamente. Os padrdes internos foram adicionados na

concentracéo de 100 ng/mL.
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Figura 4 — Fragmentos monitorados e cromatogramas referentes a uma amostra de sangue
postmortem submetida ao método desenvolvido. As concentracdes obtidas respectivamente
para AEME, benzoilecgonina, cocaina e cocaetileno foram: 0,3 ng/mL, 11 ng/mL, 0,7 ng/mL e
1,1 ng/mL. Os respectivos padrdes internos foram adicionados na concentragéo de 100 ng/mL

A Figura 5 mostra uma amostra de sangue “branco”, isenta dos analitos

de interesse. Neste caso, ndo foram adicionados os padrdes internos.
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Figura 5 — Fragmentos monitorados e cromatogramas referentes a uma amostra de

sangue “bra

nco”,

padrdes internos também

isenta de quaisquer analitos pesquisados. Nao foram adicionados
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6 DISCUSSAO

Sabe-se que a ocorréncia de lesdes intencionais e ndo-intencionais é
influenciada por uma série de fatores, os quais podem se relacionar ao préprio
individuo (tomada de comportamentos de risco, uso de substancias psicoativas,
etc.) ou a comunidade no qual se insere (desigualdade social, inseguranca,
disponibilidade de estratégias de seguranca, etc.) (Zinberg, 1984, Vitale & van
de Mheen, 2006; Rehm et al., 2017). Dentre os fatores individuais, 0 consumo
de substancias psicoativas exerce um importante papel nos casos com

desfechos fatais (Wolfgang, 2002; Vitale & van de Mheen, 2006; Darke, 2010).

Particularmente no Brasil, maconha e cocaina sédo as duas drogas ilicitas
cujo consumo em algum momento da vida e também no ano de 2012,
especificamente, foi o mais reportado entre adolescentes e adultos (Laranjeira,
2014). Diante deste cenéario, optou-se por estudar, entre as vitimas fatais por
causas externas, na cidade de S&o Paulo, a prevaléncia destas duas drogas

ilicitas cujo consumo parece ser mais expressivo no pais.

No Brasil, exames toxicolégicos ndo séo requeridos de todos os casos
submetidos ao exame necroscoépico, ficando tal decisdo a cargo da autoridade
policial competente e responsavel por conduzir a investigacdo ou, entdo, como
acontece no IML-SP, do médico legista no momento do exame, caso este julgue
necessario. Uma vez que o intuito do presente trabalho foi verificar a prevaléncia
do uso recente de cannabis e cocaina nos casos de morte por causas externas,
todos os cadaveres (exceto 0os casos mencionados no item 4.1.1.1.2) que deram

entrada nos dias programados para que houvesse coleta tiveram um exemplar



68

de amostra de sangue colhido. O emprego da metodologia de amostragem
probabilistica assegurou que houvesse uma igual representacdo de todos os
periodos de um dia (aqui denominado manha, tarde, noite e madrugada) e de

todos os dias da semana.

Sabe-se que para a quantificacdo de drogas em amostras de sangue
postmortem o ideal é que sejam coletados espécimes de dois sitios distintos,
sendo um periférico (veia femoral) e outro central (camara cardiaca direita,
preferencialmente), em virtude do fendbmeno de redistribuicdo postmortem
(Hepler & Isenschmid, 2008). Para se obter o primeiro exemplar é recomendada
puncéo direta da veia, sem dissecacao dos tecidos adjacentes (Flanagan et al.,
2005). Tal procedimento requer muita experiéncia, demanda grande
investimento de tempo e fornece um pequeno volume de amostra. Além disso,
no caso da pesquisa de farmacos/drogas e/ou praguicidas em amostras
postmortem, nas normas do IML-SP ndo esta especificado de qual sitio o
material deverd ser coletado, sendo feita mencdo apenas para o caso da
dosagem de alcool etilico, para o qual determina: “coletar 4 mL (quatro mililitros)
de sangue da veia femoral ou da cavidade cardiaca em tubo contendo o
conservante fluoreto de sddio e o anticoagulante EDTA (tubo de tampa cinza)”
(Séo Paulo, 2012). Diante do exposto e considerando o elevado numero de
casos que sao submetidos a necrépsia diariamente nos postos do IML-SP e,
ainda, em respeito ao trabalho desenvolvido pelos médicos legistas e auxiliares
de necropsia, nao foi solicitado a eles que modificassem a rotina diaria por conta
da pesquisa, com a inclusdo da coleta de sangue da veia femoral. Assim sendo,

0s espécimes utilizados neste trabalho foram provenientes do mesmo sitio
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adotado pelo IML-SP, ou seja, da cavidade cardiaca e foram coletados em tubos
tipo Vacutainer® contendo fluoreto de sédio (NaF) e EDTA, os quais
permaneceram armazenados a —-20 °C até o momento das analises
toxicoldgicas, de acordo com procedimento sugerido em literatura para este tipo
de andlise (Baselt, 1983; Giorgi & Meeker, 1995; Hepler & Isenschmid, 2008;

Kerrigan, 2011).

O intervalo de tempo decorrido entre a amostragem e as analises nao foi
superior a 12 semanas. Scheidweiler e colaboradores, em 2013, verificaram que
analitos como A%-THC, THC-COOH e 11-OH-THC se mantiveram estaveis por
até 26 semanas em amostras de sangue. Amostras de sangue de cavalo
preservadas com NaF e armazenadas a -18 °C mantiveram 90% da
concentracéo inicial de cocaina preservada ao final de 84 dias. Além disso, a
concentracdo de benzoilecgonina detectada representou a quantidade total de
cocaina perdida, indicando que houve uma efetiva inibicdo da hidrélise

enzimatica da cocaina (Rees et al., 2012).

As andlises toxicoldgicas revelaram que quase um terco (29,9%) das
vitimas fatais por causas externas se encontravam sob influéncia, no momento
do 6bito, de pelo menos uma das substancias ilicitas pesquisadas. Tal resultado
representa uma prevaléncia acima daquela encontrada em outros estudos, a
qual pode ser explicada pelo proprio padrao de consumo de drogas no pais e
pelos tipos de metodologias empregadas, tanto na selecdo das amostras, como
nas analises (Darke, 2010; Ahlner et al., 2014; Jones & Holmgren, 2014). Foi
constatado também que o consumo de cocaina foi maior (21,9%) quando

comparado ao consumo de cannabis (14%). Os resultados de estudos prévios
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demonstraram a existéncia de uma correlacdo mais clara e evidente entre os
Obitos por causas externas (acidentes e violéncia) e o uso de cocaina em
comparacdo ao uso de cannabis, sendo o0s resultados para esta ainda
controversos (Wintemute, 2015; McGinty et al., 2016; McGinty et al., 2017;
Liakoni et al., 2018). Fonseca Pego e colaboradores, em 2018, encontraram uma
positividade de 50,5% para o uso recente de cocaina entre vitimas necropsiadas
no Instituto Médico Legal de Sdo Paulo. Os proprios autores atribuiram a elevada
prevaléncia encontrada, em relacdo a outro estudo nacional, a selecdo da
amostra incluida, a qual procurou estudar mais detalhadamente o perfil dos
agressores, e ndo das vitimas propriamente ditas (Campelo & Caldas, 2010;

Fonseca Pego et al., 2018).

No grupo estudado, o0s Obitos por causas externas vitimaram
predominantemente individuos do sexo masculino, acima de 30 anos de idade
(optou-se por esta categorizacdo com base na piramide etéria brasileira) e com
grau de escolaridade primario (IBGE, 2018). Quanto a etnia, as vitimas foram
classificadas em brancos e ndo-brancos, o que resultou em dois grupos com
proporcao bastante similar. De forma geral, os estudos mostram que 0s Obitos
por causas externas vitimam predominantemente individuos do sexo masculino,
com idade entre 20 e 39 anos e de cor parda. Pode-se atribuir esse perfil a maior
exposicdo de homens jovens a situagdes de maior risco, como consumo de
alcool, drogas, trafico, comportamentos agressivos, violéncia urbana, atividades
laborais e a direcdo perigosa de veiculos automotores. A etnia ndo deve ser
entendida como um fator de risco, mas sim deve-se considerar que uma provavel

relacéo exista entre insercao social e etnia e insercéo social e obito (Batista et
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al., 2004; Brasil, 2015). Na amostra estudada os homens jovens, ndo-brancos e
com menor grau de escolaridade foram de fato os que apresentaram maior

prevaléncia de consumo recente de cannabis e/ou cocaina.

Para a causa do 0bito, o grupo denominado morte suspeita, por englobar
uma variedade de causas muito grande, foi o que resultou no maior nimero de
casos dentro da amostra total. Apesar disso, 0 homicidio e o acidente de transito
como causas do Obito apresentaram proporcdes significativamente maiores para
0 consumo de pelo menos uma das substancias pesquisadas e cocaina, ho caso
do homicidio, e cannabis, no caso do acidente de transito. Como ja foi apontado,
elevadas taxas de homicidio podem estar relacionadas aos efeitos diretos da
droga (como, por exemplo, a desinibicdo causada pela ingestdo de alcool, ou
aos episodios de paranoia provocados pelo consumo de psicoestimulantes,
como € o caso da cocaina) que podem levar a casos de violéncia e também as
consequéncias secundarias, uma vez que atos de violéncia podem ser
cometidos com a finalidade de sustentar tal pratica ou para a protecao do trafico
de drogas (Goldstein, 1985; Room & Rossow, 2001; Ousey & Lee, 2002; Mann
et al., 2006). Lee e colaboradores (2016) verificaram que o uso de estimulantes
(anfetaminas e cocaina) esteve mais associado a ocorréncia de mortes
acidentais e homicidios, entre os anos de 2001 e 2013, nos Estados Unidos.
Vitimas cuja analise toxicologica foi positiva para cocaina/benzoilecgonina
tiveram maior probabilidade de serem mortas com o uso de arma de fogo e em
locais publicos, cenario que no presente estudo também foi o local onde o

consumo de substancias ilicitas foi maior (Tardiff et al., 1995). Entrevistas

realizadas com usuarios de cocaina em seis diferentes clinicas de reabilitacao
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na regiao Centro-Oeste do Brasil revelaram que o uso de cocaina esteve mais
associado ao cometimento de homicidios, e o uso de crack, a pratica de roubos

(Guimarées et al., 2017).

Cannabis é a substancia ilicita mais consumida mundialmente e também
a mais prevalente entre motoristas que dirigem sob efeito de alguma droga
(Hartman & Huestis, 2013; UNODC, 2018). Apesar das diferencas
metodoldgicas verificadas entre os diferentes trabalhos, evidéncias sugerem que
0 uso recente e/ou concentracdes sanguineas de THC entre 2-5 ng/mL estéo
associadas a um prejuizo importante na direcdo, especialmente em
consumidores ocasionais, muito embora muitos motoristas ainda apresentam
baixa percepcdo de risco quando do consumo de cannabis e conducdo de
veiculos (Hartman & Huestis, 2013; Malhotra et al., 2017). Volkow e
colaboradores, em 2014, reportaram que o uso de cannabis entre motoristas
vitimas fatais de acidentes de transito foi maior quando comparado ao consumo
de outras substancias ilicitas, mesmo resultado observado em um estudo
retrospectivo conduzido na Suécia entre os anos de 2008 a 2011 (Ahlner et al.,
2014) e em outro estudo realizado na Nova Zelandia, o qual detectou uma
positividade para cannabis quase similar aquela encontrada para o consumo de
alcool (Poulsen et al., 2012). No Brasil, estudo realizado na cidade de Vitéria/ES,
analisou amostras de sangue de 391 vitimas fatais de acidentes de transito
(incluindo-se motoristas, passageiros e pedestres) e encontrou, entre as
substancias ilicitas, uma positividade de 12% para cocaina (sendo que 27,7%
destes haviam feito uso de crack), 4,3% para cannabis e 4,1% para anfetaminas

(Pelicao et al., 2016).
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De acordo com estudos prévios, usuarios de drogas ilicitas apresentam
chance maior de ja terem sido presos quando comparados a ndo usuarios, o que
confirmam as altas taxas de problemas envolvendo questbes legais nesta
populacao (Vaughn et al., 2011; Bertoni et al., 2014; Halpern et al., 2017). Foram
obtidos dados referentes ao registro de antecedentes criminais das vitimas (os
principais observados foram tentativa de homicidio, homicidio, furto, roubo, leséo
corporal dolosa), os quais revelaram maior prevaléncia de consumo de drogas
ilicitas entre aqueles que possuiam algum registro, embora este grupo dentro da
populacdo geral amostrada tenha representado apenas 15,9% do total

investigado.

Apesar de nao terem sido observadas relacbes estatisticamente
significativas entre o dia e o periodo das ocorréncias que levaram ao desfecho
fatal e 0 consumo de cocaina e/ou cannabis, um maior nimero de casos ocorreu
durante a semana (provavelmente em virtude da prépria distribuicdo
naturalmente desigual entre dias da semana e finais de semana) e no periodo
noturno (entre 18:00 e 23:59), embora o uso de pelo menos uma das substancias
pesquisadas tenha sido maior aos finais de semana e pelas vitimas que vieram
a Obito durante a madrugada (entre 00:00 e 5:59), caracteristica que esta de
acordo com estudos epidemioldgicos sobre o consumo de drogas ilicitas

(Institéris et al., 2013; Domingo-Salvany et al., 2017; Zeferino et al., 2017).

Deve-se ressaltar que todos os casos incluidos neste estudo foram
considerados como sendo vitimas do evento lesivo por falta de informacdes
adicionais, poréem nao se deve ignorar o fato de que aqueles que vieram a ser

vitimas também podem ter atuado como agressores em determinadas situacoes.
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Além disso, ndo foram obtidas amostras dos agressores que nao vieram a obito.
N&o foi possivel, portanto, fazer a distincdo do uso de substancias psicoativas
entre vitimas e agressores, como alguns autores ja propuseram (Darke, 2010).
Com base nas informacfes disponiveis também seria temerario associar o
consumo dessas duas drogas ilicitas (cannabis e cocaina) como causa Unica e
exclusiva do evento fatal. Porém, acredita-se que principalmente em paises de
baixa e média rendas, como € o caso do Brasil, estudos tal como este fora
desenvolvido e conduzido (ou seja, através da analise toxicoldgica em amostra
de sangue, a qual reflete o consumo recente de determinada substancia e
fazendo-se a selecdo de um namero maior de casos a serem investigados, e ndo
somente o0s rotineiramente incluidos) ainda sdo escassos e deveriam ser
implementados em todo pais para que um sistema nacional de vigilancia em
salde e pesquisa de drogas fosse instituido, a exemplo do que ja ocorre em
paises desenvolvidos (Romano et al., 2017; UNODC, 2017). As informacdes
geradas servem como base para que estratégias de prevencao e fiscalizacdo de
combate as lesdes relacionadas ao uso de drogas sejam delineadas de acordo

com o tipo de substancia, do cenario da ocorréncia e do perfil da vitima.

O crack, droga estimulante produzida a partir da pasta-base de coca,
surgiu no Brasil em meados de 1988, sendo as primeiras aparicdes reportadas
no estado de Sao Paulo. Ao longo dos anos 1990, o consumo rapidamente se
expandiu para todo o territério nacional devido, principalmente, ao baixo custo
da droga, sua crescente disponibilidade e seu efeito potente (Raup & Adorno,
2011). Como jarelatado por alguns autores, o perfil dos usuarios de crack parece

diferir daqueles que fazem uso de outras drogas ilicitas ou até mesmo dos que
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também consomem cocaina, porém através de outras vias de administracédo
(aspirada e/ou injetada, por exemplo) (Duailibi et al., 2008; Chaves et al., 2011;
Fischer et al., 2016).

Devido ao elevado poder de dependéncia e aos efeitos devastadores da
droga, € importante que se tenham metodologias analiticas que permitam
diferenciar entre o consumo recente de cloridrato de cocaina ou de crack. O
sangue é uma das Unicas matrizes biologicas que reflete a concentracdo de uma
determinada droga no cérebro sendo considerada, portanto, ideal para o estudo
dos prejuizos psicofarmacologicos atribuidos as substancias psicoativas e
também o mais recomendado para a analise da influéncia de drogas em vitimas

fatais (Gjerde et al., 2011).

Embora o processo de aquecimento durante o consumo de crack
rapidamente volatilize a droga, ele também produz grandes quantidades do
produto de pirélise denominado anidroecgonina metil éster (AEME) (Fandino et
al., 2002). Assim, a deteccdo em amostras biolégicas de cocaina e do principal
produto de biotransformagédo inativo benzoilecgonina indica que houve o
consumo de cocaina, ao passo que a determinacdo de AEME é um marcador
especifico para o consumo de crack e a deteccdo do produto de
biotransformacgdo cocaetileno revela o uso concomitante de cocaina e alcool
(etanol) (Hearn et al., 1991; Cone, 1995; Kolbrich et al., 2006).

Existem na literatura métodos analiticos descritos para a determinagao
simultanea de cocaina, benzoilecgonina e AEME, empregando-se as técnicas
de GC-MS (Cone et al., 1994; Jenkins & Goldberger, 1997; Kintz et al., 1997;

Cardona et al., 2006; Valente et al., 2010; Fonseca Pego et al., 2017) e LC-
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MS/MS (Fandino et al., 2002b; Dams et al., 2003; Langman et al., 2009; Imbert
et al., 2014; D’Avila et al., 2015; D’Avila et al., 2016; Dulaurent et al., 2016;
Fiorentin et al.,, 2017a; Fiorentin et al., 2017b). Estes métodos geralmente
utilizam técnicas de preparacdo de amostras baseadas na extracdo em fase
sélida (SPE, do inglés “Solid Phase Extraction”) ou na precipitacdo de proteinas
(PPT, do inglés “Protein Precipitation Technique”), as quais envolvem varias
etapas e podem ser encarecidas pelo custo dos cartuchos, como é o caso da
SPE, ou ndo sdo capazes de remover completamente os fosfolipidios e
componentes enddgenos da matriz, como ocorre principalmente com a PPT
(Kraemer & Paul, 2007; Barroso et al., 2009; Ismaiel et al., 2010; Jemal et al.,
2010; Kole et al., 2011; Barroso & Gallardo, 2015). A extracao liquido-liquido e a
extracdo solido-liquido (SLE, do inglés “Solid Liquid Extraction”) s&o outros
exemplos de técnicas utilizadas com sucesso na analise de drogas em amostras
biolégicas (Ismaiel et al., 2010; Kole et al., 2011; Novakova, 2013; Bylda et al.,
2014), porém a baixa taxa de recuperacdo de compostos hidrofilicos/ionizados
deve ser uma questdo a ser considerada, fato que foi observado quando as
técnicas de SLE e PALME (“Parallel Artificial Liquid Membrane Extraction”) foram
testadas. A cocaina é uma base fraca (pKa 8,7 + 0,6) e pode ser facilmente
extraida por LLE, porém a benzoilecgonina é um analito anfotérico (pKa1 13,2 +
0,6 e pKa2 10,1 = 0,6) e, por esta razdo, encontra-se ionizada em toda faixa de
pH, o que pode dificultar a extracao (Hezinova et al., 2012). Oiestad et al. (2007),
Oiestad et al. (2011), Zancanaro et al. (2012) e Vanstechelman et al. (2012)
desenvolveram métodos por LC-MS/MS de deteccéao de diferentes drogas em
amostras de sangue ou fluido oral utilizando-se LLE e a mistura de acetato de

etila/heptano ou acetato de etila/hexano como solventes organicos, porém todos
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eles obtiveram baixas taxas de recuperacdo para benzoilecgonina (< 5%).
Outros autores, por outro lado, atingiram resultados satisfatérios de recuperacao,
também com LLE, para cocaina e benzoilecgonina, utilizando-se solventes
clorados (Kintz et al., 1997; Gergov et al., 2003; Strano-Rossi et al., 2008;
Bystrowska et al., 2012; Thibert et al., 2014). Apesar disso, devido aos riscos
ambientais e aos possiveis efeitos carcinogénicos em humanos, optou-se por
utilizar no presente estudo apenas solventes ndo-clorados (Guha et al., 2012;
Benbrahim-Tallaa et al., 2014). Por esta razéo e pelos resultados apresentados
no item 5.2.1 e na Tabela 6, o método de extracdo escolhido foi a LLE com o
emprego da solucdo MTBE/2-propanol (70:30, v:v) como solventes organicos e
ajuste de pH com solucéo tampéo de carbonato de aménio 0.2 M (pH 9.3), o qual
forneceu valores de recuperacdo de aproximadamente 80% para cocaina,
cocaetileno e AEME e de aproximadamente 40% para benzoilecgonina, valor
que se mostrou superior ao obtido em outros métodos utilizando-se LLE e
apenas solventes nao-clorados.

Estudos prévios demonstraram que padrdes internos marcados com
isétopos apresentam maior similaridade com seus respectivos analitos, quando
comparados aos padrdes internos deuterados, e, portanto, fornecem uma
correcdo das eventuais variagbes no preparo de amostras e efeitos de
supressao/acréscimo idnico mais precisa (Wieling, 2002; Wang et al., 2007; Berg
& Strand, 2011; Berg et al., 2014). Neste estudo, cocaina-13Cs, benzoilecgonina-
13Cs e cocaetileno-Ds foram utilizados como padrdes internos, sendo o Gltimo
também empregado como padréo interno para o analito AEME, ja que este ndo
possuia 0 seu correspondente comercialmente disponivel. Apesar disso,

verificou-se que ndo houve prejuizos as analises, uma vez que 0 composto
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apresentou boa separacdo cromatografica dos demais analitos pesquisados
(Figura 2).

Os resultados obtidos com a validagdo do método estéo de acordo com o
preconizado por guias internacionais de validacdo em Toxicologia e
demonstraram que o0 método apresenta a precisdo, a exatidao, a robustez e a
sensibilidade requeridas (UNODC, 2009; SWGTOX, 2013). A aplicacdo do
método em 21 amostras de sangue postmortem, positivas na etapa de triagem
por ELISA para a classe da cocaina, foi realizada em duplicata e a andlise foi
repetida apés um intervalo de tempo de 63 dias, periodo no qual as aliquotas
permaneceram armazenadas a — 20° C em tubos tipo Vacutainer® com NaF e
EDTA. As concentracfes calculadas na reanalise variaram cerca de + 20% para
benzoilecgonina, cocaetileno e AEME e aproximadamente + 30% para cocaina.
De maneira geral, verificou-se um decréscimo nas concentracdes de cocaina
decorridos os 63 dias, ao passo que as concentracdes de benzoilecgonina foram
ligeiramente maiores, o que provavelmente indica uma converséo da cocaina em
benzoilecgonina.

O tempo de meia vida para a eliminacao da cocaina € bastante curto (0,5-
1,5h) se comparado ao do seu principal produto de biotransformacéao
benzoilecgonina (6-10h); apesar disso, somente duas amostras (casos numero
1 e nimero 2 — Tabela 12) tiveram valor abaixo do limite de quantificacéo para
cocaina, o que pode sugerir que houve um consumo relativamente recente da
droga nos 19 casos restantes, embora os dados nao permitam com que se fagam
afirmacdes referentes a quantidade de cocaina administrada ou ao momento em

que se deu o ultimo consumo (Cone, 1995; Moolchan et al., 2000).
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Ao contrario do que ocorre com individuos vivos, nos quais a mensuracao
de uma droga no sangue pode fornecer informacdes sobre a quantidade
administrada (ap6s o consumo de uma dose Unica, por exemplo, e levando-se
em conta caracteristicas farmacocinéticas) o0 mesmo nao pode ser observado
nos casos postmortem (Pelissier-Alicot et al., 2003). A principal raz&o para tal é
gue as concentracdes obtidas dessas amostras néo refletem necessariamente a
concentracdo do sangue no momento da morte, devido a fenbmenos e
mecanismos diversos que ocorrem no intervalo de tempo decorrido entre o 6bito
e a amostragem, modificando as concentracdes e, assim, dificultando a
interpretacdo dos resultados (Pelissier-Alicot et al., 2003). Certas propriedades
fisico-quimicas inerentes a algumas drogas e que influenciam nesta disparidade
sao: volume de distribuicao (Vd), lipofilicidade, ligacédo a proteinas e pKa, sendo
gue compostos com elevado Vd e caracteristicas alcalinas parecem ser mais
suscetiveis as variacdes (Yarema & Becker, 2005). A interpretacdo das
concentracfes de drogas obtidas de amostras de sangue e tecidos postmortem
pode ser dificultada também pela instabilidade de algumas substancias,
tolerancia, variacdo interindividual na resposta farmacoldgica, interacbes entre
drogas, presenca de certas patologias e circunstancias nas quais a morte
ocorreu (Morgan & McLean, 1995; Wong et al., 2000; Karch, 2001; Drummer,
2004; Jones, 2008; Drummer & Karch, 2011).

Alguns ¢6rgéos e tecidos, tais como o trato gastrointestinal, figado,
pulmdes, miocardio e tecido adiposo funcionam como verdadeiros
‘reservatorios” de drogas ante mortem; apos a morte, mudangcas no pH
provocam autdlise das células e devido a diferencas de gradiente, essas

substéancias séo redistribuidas aos tecidos adjacentes por difusdo através dos
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vasos sanguineos e pela propria parede em direcdo a outros 0rgaos
circundantes (Pelissier-Alicot et al., 2003). Em virtude da proximidade desses
“reservatorios” com vasos de grande calibre e 0 coragao, o sangue coletado
deste sitio central tende a apresentar concentracdes mais elevadas, que podem
chegar a uma diferenca até dez vezes maior quando comparado a uma amostra
de sangue periférico, como é o caso daquele coletado da veia femoral, por
exemplo, e j& mencionado anteriormente (Jones, 2011). Além disso, 0 processo
de putrefacdo, por acdo de bactérias, pode levar a sintese ou a decomposicao
de xenobibticos; e, mesmo ap0s a morte, muitas enzimas importantes na
metabolizacdo de farmacos continuam atuando por algum tempo, resultando na
degradacédo destes e assim dificultando a correlagcdo com as concentracdes ante
mortem (Gerostamoulos et al., 2012). Por estas razfes, ndo foram feitas
quaisquer inferéncias acerca das concentracdes obtidas e a causa provavel do
Obito.

Por fim, a determinacado do produto de biotransformacgéo cocaetileno em
dez das 21 amostras testadas indica que, além do consumo de cocaina, as
vitimas fizeram uso concomitante de alcool, uma vez que tal analito funciona
como marcador para 0 uso associado dessas substancias, o qual ja se
demonstrou ser bastante comum entre vitimas de causas externas, podendo
agravar a precipitacdo de episoédios de violéncia (Macdonald et al., 2014;
EMCDDA, 2015; Herbst et al., 2011; Houwing et al., 2011). Anidroecgonina metil
ester (AEME) € um produto obtido exclusivamente da pirélise da cocaina e
utiizado como marcador nas analises toxicoldgicas forenses para a
determinacao do consumo de crack (Martin et al., 1989; Jacob et al., 1990; Kintz

et al., 1995; Toennes et al., 1999; Toennes et al., 2003). Dez amostras foram
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positivas (concentracdo determinada > LQ) para AEME; apesar do numero de
amostras testadas ter sido relativamente pequeno, os resultados indicam que
0 consumo de crack entre vitimas de causas externas € comum e, portanto,
precisa de fato ser estudado.

O uso de élcool e outras drogas pode ser associado a episoédios de
violéncia com vitimas ou ndo. Assim, acredita-se que estudos que tenham por
objetivo estimar a prevaléncia desse uso em uma determinada localidade séo de
grande importancia, pois fornecem dados que poderdo ser utilizados para a
elaboracdo de estratégias que visem a reducdo desses desfechos

desfavoraveis.
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7 CONCLUSOES

- Dentre as vitimas incluidas (n=365), quase um terco (29,9%) havia feito
uso recente de pelo menos uma das substancias pesquisadas. Cocaina e
cannabis, por meio de seus produtos de biotransformacgao, foram detectadas em

21,9% e 14% das amostras de sangue postmortem analisadas, respectivamente.

- Uma nova metodologia analitica para identificacdo e quantificacdo de
cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno e anidroecgonina metil éster (AEME) em
sangue total foi desenvolvida e validada. A metodologia envolveu a extracao dos
analitos pela técnica de extracdo liquido-liquido com o uso de solventes néo
clorados e analise por UHPLC-MS/MS. A aplicacdo em amostras de sangue
postmortem revelou o consumo concomitante de cocaina e alcool por dez vitimas

e também indicou que houve o consumo de crack por dez vitimas.
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8 ANEXOS
ANEXO A
6 LW 1 04
MEDICINA
N ISP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Ao

Prof. Dr. Heraclito Barbosa de Carvalho

Departamento de Medicina Preventiva

O Comité de FEtica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina da Universidade de S3o Paulo, em 08.12.2014 tomou conhecimento que

o Protocolo de Pesquisa intitulado: “Determinacao de lesdes relacionadas ao

uso de drogas: unindo achados toxicoldgicos e dados criminais”,

contempla o sub-projeto intitulado: “Vitimas de morte violenta e a rela¢do com o

uso de drogas no municipio de Sao Paulo. que serd Tese de Doutorado da(o)

aluna(o) Juliana Takitane, tendo como orientador(a) Prof. Dra. Vilma

Leyton.

CEP-FMUSP, 08 de Dezembro de 2014.

Dlleatiany

Prof. Dr.Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
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ANEXO B

MEDICINA

LS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Vice-Coordenador do Comité de Ftica em Pesgquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3c Paulo, em 2204/ /2014, apos
atendimento a dilizéncia encaminhada APROVOT ad-referendum o Protocolo
de Pesquisa n° o096/14 intitulado: “DETERMINACAQ DE LESOES
RETACIONADAS AQO USO DE DROGAS: TUNINDO ACHADOS
TOXICOLOGICOS E DADOS CRIMINAIS™ apresentado pelo Departamento
de MEDICINA PREVERTIVA

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-
FMUSP, os relatorios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucio do
Conselho Nacional de Sande n® 466/12).

Pesquisador (a) Responsavel: Prof. Dr. Heraclito Barbosa de Carvalho
Pesquisador (a) Execntante: Gabriel Andrenccett

CEP-FMUSP, 2= de Abril de zo14.

Prof. Dr. Paulo Euripedes Marchiori
Vice-Coordenador

Comité de Etica em Pesquisa

Comite de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
e-mal: cep.fmifusp.or
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ANEXO C

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

OF. Comissdo Cientifico - IML N¥ 005/2014

Referéndia: Oficio 5/n? datada de 28 de Janeiro de 2014,
Interessado: Prof. Dr, Ivan D. Mizlara — Médico Legista — Assessor Técnico - IML,

Assunto: Projeto de estudo “Determinagio de lesdes relacionadas 20 uso de drogas:
unidos achados toxicologicos e dados criminais®,

$30 Paulo, 18 de Margo de 2014,

Prezado Doutor,

A Comissdo Centifica do IML/SP analisou & aprovou o projeto de
pesquisa “Determinaciio de lesdes relacionadas a0 uso de drogas:
unidos achados toxicologicos e dadas criminals™

Aguardamos o parecer da Consultoria Juridica para o iniclo da
SUD execucdo,

Atenciosamente,

, - M fllrioel
> P o 3
- Dra. Célia Beatriz GianGtti Antoneli
Membro da-€dmiss3o Clentifica

Senhor
Dr. Gabriel Andreuccetti
Departamento de Medicina Legal, Etica Médica e Medicina Soclal do Trabalho

Rua Moacorve Filha, 418 ~ Batuud - CEP 05507080 — S0 Paolo - Tel/Fax: 3811-7128
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