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RESUMO

Foi desenvolvido um métocdo para detecgdo de cocaina e cocaetileno
(produto da associagao de cocaina e etanol) no suor. Amostras de suor
~ foram coletadas por meio de adesivos PharmChek®. O método se baseou
na eluigdo da cocaina e cocaetileno incorporados no adesivo com tampao
acetato, extragdo dos analitos por microextragdo em fase sélida (SPME) e
identificagdo por espectrometria de massa associada a cromatografia em
fase gasosa {GC/MS). O método foi validado e aplicado em pacientes
internados para tratamento da dependéncia a cocaina. Foram coletadas
amostras de urina dos mesmos pacientes para pesquisar benzoilecgonina
por enzimaimunoensaio. Cocaina e cocaetileno foram detectados nas
amostras de suor até dez dias e oito dias, respectivamente, apos a ultima
exposigdo. Benzoilecgonina foi detectada nas amostras de urina ate 4 dias.
A concordancia entre o relato dos pacientes e os resultados das analises do

suor foi de 94% para a cocaina e cocaetileno.
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ABSTRACT

A method was developed to detect cocaine and cocaethylene (product of the
association between cocaine and ethanol) in sweat. Sweat samples were
collected by means of a sweat patch device supplied by PharmChek™. The
method was based on the elution of de cocaine and cocaethylene
incorporated in the patch with acetate buffer, extraction of the analytes by
solid-phase microextraction (SPME) and identification by mass spectrometry
associated with gas chromatography (GC-MS). The method was validated
and applied in inpatients in treatment to dependence to cocaine. Urine
samples were collected from the same inpatients to search benzoyilecgonine
by enzyme immunoassay. Cocaine and cocaethylene were detected in sweat
samples untill ten days and eight days, respectively, after the last exposure.
Benzoyilecgonine was detected in urine samples untill four days. The
agreement between the inpatients reports and the sweat analysis results was
about 94% for cocaine and cocaethylene.
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1. INTRODUGAO

As politcas de combate ao narcotrdfico no mundo ainda nao
obtiveram o sucesso desejado, pois 0 que se observa € que as drogas
ilicitas estdo cada vez mais disponiveis e 0 numero de usuarios tem
aumentado significativamente. Surgem novas drogas de abuso de origem
sintética, com produgdo menos ostensiva do que as de origem natural e
formas de distribuicdo mais sofisticadas.

O consumo de drogas ilicitas atinge 4,2% da populagdo mundial e as
complicagdes médicas e sociais causadas pelo consumo destas
substancias, sdo hoje bem conhecidas e consideradas um problema de
saude e seguranga publica (LARANJEIRA et al., 2003).

Existem diferengas regionais no padrdo de abuso de drogas de pais
para pais € mesmo dentro de um mesmo pais, mas o impacto do abuso de
drogas tem sido universalmente negativo na saude, na seguranga dos

individuos e na estrutura social de todas as nagtes (CONE, 2001).

O Brasil nao & produtor de cocaina, mas os grandes produtores sao
seus vizinhos: Bolivia, Coldombia e Peru. Por outro lado, estes paises nédo
tém a rede de industrias quimicas que o Brasil possui, propiciando a este
Gitimo o trafico de produtos quimicos utilizados na extragdo da cocaina. A
rentabilidade do comércio de cocaina é muito superior ao de outras
atividades econdmicas (UNODC, 2003).

Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas contra Drogas e Crimes
(UNODC), o Brasil deixou de ser considerado apenas o maior corredor de
trafico de drogas do mundo, para ser reconhecido também como um pais de
consumo médio, onde o mercado interno esta ativo € em expansao.

No relatério do UNODC divulgado em dezembro de 2003, foram
apresentados alguns dados extremamente preocupantes. O abuso e o



trafico de drogas seriam responsaveis por grande parte dos trinta mil
homicidios praticados por ano no Brasil, e para cada assassinato, outras
vinte a quarenta pessoas seriam feridas e hospitalizadas. O narcotrafico
tambéem empregaria mais de vinte mil entregadores, os chamados
“avidezinhos”, sendo na maioria jovens de dez a dezesseis anos, protegidos
pelo Estatuto da Crianga e do Adolescente do Brasil, que receberiam
salarios de trezentos a quinhentos ddlares, muito mais do que
provavelmente obteriam num emprego formal.

Varios estudos com a finalidade de verificar o uso de drogas no Brasil
foram realizados pelo CEBRID (Centro Brasileiro de Informagbes sobre
Drogas) em carater nacional, entre 1987 e 2001. Observou-se uma
tendéncia de aumento estatisticamente significante do uso freqiente de
drogas (seis ou mais vezes nos Uuitimos trinta dias). Para as cinco
substancias psicoativas mais utilizadas (maconha, ansioliticos, solventes,
anfetaminicos e cocaina), houve aumento significativo do uso de quatro.

Apenas o uso de solventes ndo aumentou no periodo estudado.

A cocaina se expandiu em nosso cotidiano nos Ultimos vinte anos e
hoje atinge todos os extratos sociais. No levantamento domiciliar realizado
para estudar o uso de drogas psicotrépicas no Brasil nas 107 maiores
cidades do pais, 0 uso de cocaina na vida atinge 2,3% da populagéo, o uso
no Uultimo ano atinge 0,4% e o uso no Ultimo més atinge 0,2% da populagdo
(CARLINI et al., 2001). Entre as maiores cidades do Estado de Sao Paulo, o
uso de cocaina na vida atinge 2,1% da populagio, sendo a terceira
substancia ilicita mais utilizada, atras dos solventes (2,7%) e da maconha
(6,6%) (CEBRID, 1999).

No levantamento realizado pelo CEBRID no periodo de 1988 a 1999,
foram analisadas 726.429 internagbes em hospitais e clinicas psiquiatricas
do Brasil, das quais a cocaina e seus derivados foram responsaveis por
0,8% delas em 1988 e 4,6% em 1999, revelando um significativo aumento
(CEBRID, 2001).



As altas taxas de mortalidade entre usudrios de drogas de abuso
estdo relacionadas a numerosos fatores tais como complicagées devido ao
uso da droga (exemplo: A/DS), overdose, suicidio, acidentes e homicidios.
No Brasil, sdo poucos os dados sobre a mortalidade da cocaina. Num
estudo de 294 usuarios de cocaina, frequentando servicos de atendimento
em S&o Paulo, 43% relataram que j4 tiveram uma overdose por cocaina. A
ultima overdose ocorreu em 58% dos usuarios pela via puimonar {(crack), em
23% pela via endovenosa e 18% pela via intranasal. Além disso, 56% dos
usuarios ja presenciaram outra pessoa ter tido uma overdose por cocaina
(FERRI & DUNN, 1999).

Um levantamento das apreensdes e padroes de uso de cocaina em
Sao Paulo no periodo de 1983 a 1997 detectou um aumento de 24,5% no
nimero de casos de ébitos relacionados a overdose de cocaina, enquanto ©
numero de apreensbes de crack/cocaina em termos relativos aumentou
101,5% sendo que o nuUmero de apreensdes especificas de crack aumentou
850,5% com relagdo ao numero total de casos recebidos pelo Instituto
Médico Legal de Sao Paulo (CHASIN, CARVALHO, PEDROSO, 1999).

As diferentes formas de apresenta¢éo e diluigdo da cocaina permitem
uma variedade de pregos que atende a populagdo de praticamente qualquer
poder aquisitivo. O facii acesso ao crack deve-se principalmente ao baixo
prego e a preferéncia dos traficantes de algumas regides do pais, por
comercializar esta forma que instala a farmacodependéncia rapidamente. O
usuario se torna comprador assiduo e gera maior lucro em curto prazo
(CHASIN & SILVA, 2003).

Um estudo sobre o perfii sociodemografico dos dependentes de
cocaina, realizado em alguns hospitais psiquiatricos da regido metropolitana
de Sio Paulo, encontrou maior indice de usuarios de crack (38,4%) e
pequena prevaléncia de usuarios de drogas injetaveis (1,6%). Os usuarios
de crack apresentavam pior condigdo socioeconémica (baixa escolaridade,
freqlientemente desempregados, haviam morade nas ruas) e maior
envolvimento com a violéncia e a criminalidade (FERREIRA et al., 2003).



Outra explicagiio para o aumento da utilizagdo de crack seria o
reconhecimento peios usuarios dos riscos de transmissdo do HIV e de
outras doengas graves, que podem ocorrer com ¢ uso da via intravenosa. O
segmentc dos usuarios de drogas injetaveis (UDI), desde os anos oitenta
ocupa posi¢dc de destaque entre os casos de AIDS por transmisséo
sanguinea. Atualmente, devido ao rigoroso controle do sangue e
hemoderivados, 99% dos casos de AIDS por transmissdo sanguinea sio
atribuidos ao compartilhamento de seringas e agulhas entre os UDI (BRITO,
CASTILHO, SZWARCWALD, 2001).

Um estudo realizado com usuarios de drogas nao injetaveis
demonstrou que a prevaléncia da soropositividade para o HIV também é
elevada neste grupo, com valores em torno de 16%. A explicagdo para este
indice esta na contaminagéo por via sexual. As situa¢gdes mais comuns de
exposi¢ao ao HIV sao as relagbes sexuais sem a protecao de preservativos,
por dinheiroc cu em troca da prépria droga e o compertamento promiscuo sob
o efeitc de substancia psicoativa, muitas vezes com usuarios de drogas
injetaveis {(PECHANSKY, DIEMEN, GENRO, 2001).

Estima-se que 50% a 90% dos usudrios de cocaina associam a
ingestdo de bebida alcodlica, referindo que a interagdo aumenta efou
prolonga a euforia e reduz os efeitos desagradaveis posteriores ao uso.
Essa interagdo gera um produto de transesterificagac, o cocaetileno, que de
acordo com pesquisas recentes, mostrou-se mais potente € com maior
expressdo de toxicidade aguda que a propria cocaina. (CHASIN & MIDIO,
1987).

Para uma reducdo eficaz do abuso de drogas seria necessario
restringir conjuntamente a produgéoc, a distribuicdo € © consumo. Ja se
mencionou anteriormente gue a repressao ao trafico, ndo tem sido suficiente
para impedir a progressdo dos indicadores de consumo, portanto seria
apropriado incrementar as medidas de restricao ao consumo por meio da

prevengao.



O abuso as drogas causa preocupagdo porque provoca acidentes,
gera violéncia e pode evoluir para ¢ desenvolvimento da dependéncia. Neste
caso, € importante a identificagdo precoce para aumentar as possibilidades
de tratamento efetivo.

A analise toxicolégica de fluidos biolégicos tem pape! fundamental nos
programas de prevengdo, no tratamento e na pesquisa deste tipo de
dependéncia, constituindo o método mais segurc de se comprovar a
exposi¢d@o humana a droga (SILVA & ODO, 1999). A aplicagdo destas
analises nos tratamentos, desde que realizadas dentro de um protocolo
médico adequado, tende a aumentar a adesdo e conseqientemente a
efetividade do tratamento.

Atualmente a urina é a matriz biolégica de escolha para se verificar a
exposicdo a drogas de abuso e tem sido amplamente utilizada em
programas de prevengdo e controle do usc de drogas no ambiente de
trabalho (HUESTIS & CONE, 1998; SILVA & YONAMINE, 2000; CONE,
2001; KIDWELL et al., 2003), em ciinicas de tratamento e recuperagao e
também na justica criminal (GUIMARAES, 1998; HUESTIS et al,, 1899,
PRESTON et al., 1999).

O consumo de substancias psicoativas no local de trabalho pode ser
responsavel por danos nac sé ao individuo, como aocs colegas de trabalho,
ao empregador e ao publico em geral; representando custos financeiros e
sociais & empresa e a sociedade. Uma das alternativas para diminuir o
impacto negativo que o uso de drogas provoca na saude do usuario e no
ambiente onde trabalha & a imptantagdo de um programa de prevengao e de
dissuasio ao uso de drogas no ambiente de trabalho.

Nos Estados Unidos da América, a implantagdo de programas com
esta finalidade teve inicio em 1983 no setor de transportes. Em 1987, o
governo americano implantou o Drug Free Federal Workplace Program com
exames toxicolégicos utilizando a urina como amostra bioldgica, para

funcionarios civis e militares de instituigbes federais. Devido aos resuitados



favoraveis, diversas empresas de varios segmentos de atividades passaram
a realizar exames toxicolégicos para detecgao de drogas de abuso, inseridos
em programas de prevengao e recuperagao de usuarios. Atualmente, cerca
de trinta milhdes de trabalhadores americanos (aproximadamente um terco
da forga laborial do pais) s30 examinados por ano, por meio de analises
para verificar o uso de drogas (SILVA, 1999).

No Brasil, varias empresas ja incluem exames toxicologicos em seus
programas de prevengao ao consumo de drogas. O Laboratério de Analises
Toxicoldgicas (LAT) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas / USP atende
varias empresas de todo o territéric nacional para a realizagdo de exames
toxicolégicos utilizando a urina como amostra biolégica. As empresas s3o de
pequeno, medio e grande porte, principalmente do setor de transportes, mas
tambem de prestagac de servigos e de seguranga patrimonial.

Embora a urina seja a matriz bioldégica de escolha nos referidos
programas do mundo inteiro, sabe-se que a maicria das drogas de abuso
ndo sd3o detectaveis nesta amostra apos dois a trés dias a partir de uma
Onica exposi¢do. Assim, para monitorar o consumo de drogas de abuso a
longo prazo, no caso de clinicas de recuperagdo ou justiga criminal, se faz
necessario coletar varias amostras de urina, de acordo com a meia-vida das
substancias em questdo. Desta forma, a analise da urina deve ser realizada
com uma freqiéncia minima de duas a trés vezes por semana para ser
efetiva, gerando a necessidade de varias analises, com dificuldades
operacionais € maior custo (HUESTIS ef al., 1999; PRESTON et al., 1999;
CONE, 2001; KIDWELL ef al., 2003).

O estudo de matrizes biologicas alternativas e de novos métodos para
a comprovagdo dessa exposigdo aumenta as chances de se obter algum
sucesso nessa luta contra as drogas de abuso e seus efeitos devastadores.
Além da urina, varias matrizes biolégicas, incluindo o0 sangue, cabelo, saliva,
mecdnio, sémen, leite materno, tecido cerebral, liqguido amnidtico, liquor,
unha, secre¢do gordurosa da pele, extrato corneo e suor tém sido utilizadas
para verificar a exposigao & cocaina (JOSEPH et al., 1998). Cada espécime



apresenta vantagens e desvantagens dependendo da situagac, do objetivo

que se pretende alcangar, dos meios disponiveis para a analise e dos
custos.

Com o atual interesse em estudar amostras biolégicas alternativas,
este trabalho foi desenvolvido para incrementar a abrangéncia e a eficacia

das analises toxicoldgicas para drogas de abusc por meio da analise do
suor.



2. ASPECTOS TOXICOLOGICOS DA COCAINA

2.1 Origem e caracteristicas

A cocaina & o principal alcaldide da Erythroxylum coca, arbusto nativo
em alguns paises andinos, especialmente Peru, Bolivia e Coldmbia. Existem
mais de duzentas espécies conhecidas do género Erythroxylum, porém
apenas trés delas (Erythroxylum coca, Erythroxylum novogranatense e
Erythroxylum truxillense) contém quantidades apreciaveis de cocaina, sendo
a Erythroxylum coca a que apresenta maior porcentagem de cocaina nas
folhas: 0,5 a 2,0% (LARINI, 1997).

A primeira fase da extragdo da cocaina, maceragdo das folhas com
acidos ou solventes orgénicos para obtengdo da pasta de coca, costuma ser
realizada proximo das plantagées, ocorrendo principalmente na Bolivia,
Colémbia e Peru. Os laboratérios de produgéo normalmente encontram-se
préximos a rios ou possuem pistas de pouso clandestinas para propiciar as
atividades de posterior trafico. A pasta de coca constitui a principal forma de
trafico e nos laboratérios de refino, a pasta de coca é utilizada para produzir
o crack (pedra) ou o cloridrato de cocaina (pd) (BONO, 1998).

A merla, refugo da extragdo da cocaina com aparéncia pastosa,
apareceu recentemente em Brasilia. Por ser uma droga barata, ganha a
preferéncia dos usudrios menores de idade que vivem nas ruas, em
substituicao a cola de sapateiro (BAUMKARTEN, 2001; GREA, 2004).

No crack e na merla, a cocaina encontra-se na forma de base livre,
volatiliza-se quando aquecida (aproximadamente 90°C) permitindo que seus
vapores sejam inalados no ato de fumar. A cocaina na forma de po6 é

hidrossolivel, n3o se presta a ser fumada pois se decomple em



temperaturas elevadas, e & consumida por via intranasal e intravenosa.
Raramente a cocaina em p6 € encontrada na forma pura, para aumentar o
rendimento ela costuma ser diluida com produtos que imitam sua agéo
farmacologica, cor ou sabor, compondo assim a “droga de rua” cujo teor de
cocaina varia de 20 a 70%. Sao utilizados com essa finalidade outros
anestesicos locais (lidocaina, procaina), estimulantes (cafeina, efedrina),
quinina, estricnina, manitol, sacarose, pé de marmore, talco, amido, etc.
(CHASIN & SILVA, 2003).

2.2 Toxicocinética

A velocidade de absorgdo e a concentragdo plasmatica maxima
ailcangadas sao dependentes das vias de exposigdo. A via oral nao propicia
o abuso de cocaina, porque a absor¢ao é retardada pela ionizagdo da
cocaina no meio acido do estdmago e pela demora em atingir 0 meio menos
acido do intestino deigado, onde a forma nao ionizada prevalece e facilita a
absor¢ao. A concentragado plasmatica maxima geralmente ocorre entre 45 e
90 minutos (CAMPQOS, 2002).

As principais vias de exposi¢do sdo a intranasal e intravencsa para a
forma de cloridrato de cocaina, e a via pulmonar para a forma de base: crack
ou merla (SILVA & ODO, 1999).

Com o advento do crack {1992 no Brasil) e da AIDS, os padrdes de
usc da cocaina mudaram, sendo que a via intravenosa tem sido substituida
pela via pulmonar, que apresenta velocidade de absorgéo, pico de
concentragdo plasmatica, duraglio e intensidade de efeitos equivalentes ou
maiores e com menor risco de transmissao de doengas infecto-contagiosas.
A via puimonar apresenta uma velocidade de absorgao efetiva devido a
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vasta superficie da muccsa pulmonar e sua rica vascularizagao; o inicio da
agao ocorre entre um e dois minutos (LEITE, 1998),

A utilizagao da cocaina por via intranasal apresenta menor velocidade
de absorg¢do devido a agdo vasoconstrictora da substancia sobre a mucosa
nasal. O resultado disso séo teores plasmaticos menores por um tempo mais
prolongado. A concentragao plasmatica maxima ocorre em média apés trinta
minutos e depende da técnica de aspiragdo do pd e caracteristicas
individuais do usuaric (CAMPOS, 2002; YONAMINE, 2000).

A cocaina liga-se a proteinas plasmaticas, apresenta velocidade de
distribuicdo relativamente alta, e devido ao seu carater tipofilico atravessa
prontamente as membranas (inclusive das barreiras hematoencefalica e
placentaria) e pode ser seqiestrada pelos adipécitos acumuiando-se no
tecido gorduroso (LEVISKY et al., 2000).

A biotransformagao da cocaina & bastante extensa (Figura 1), apenas
pequenas quantidades da substancia sdo excretadas na urina na forma
inalterada.
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Figura 1: Produtos de biotransformagéo e transesterifica¢do da cocaina:
1-> carboxilesterases; 2-> colinesterases; 3 enzimas P-450

(CHASIN & MIDIO, 1997)
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O cocaetileno ou etilbenzoilecgonina & uma substancia resultante da
transesterificagao etilica em que o grupo 2-carboximetil da cocaina é
transformado em 2-carboxietil na presenga de etanol. Esta rea¢éo é mediada
por carboxilesterases, envolvidas também na biotransformacéo da cocaina a
benzoilecgonina. O cocaetileno, dado sua semelhanga estrutural com a
cocaina, segue 0s mesmos padrdes cinéticos que o precursor, sendo
considerado por alguns autores como um produto de biotransformacgéo da
cocaina, por outros como produto resultante da intera¢do do farmaco com
etanol e ainda como aduto desses dois farmacos, podendo funcionar como
um biomarcador da exposigdo associada de cocaina e etanol (CHASIN &
MIDIO, 1997).

O modelo farmacocinético mais utilizado para a cocaina é o
monocompartimental, apesar de haver controvérsias sobre o mesmo e
também sobre os tempos de meia-vida plasmatica de eliminagao (t12) da
cocaina. Os pardmetros cinéticos variam de acordo com a via de
administragdo: para a via intranasal, a maioria dos trabalhos refere um ti
entre 50 e 78 minutos; para a via pulmenar um ty entre 38 a 58 minutos e
para a via intravenosa entre 40 e 67 minutos. Para ac cocaetileno, estudos

demonstraram um t;;; entre 138 e 155 minutos (CHASIN & SILVA, 2003).

Apesar do tempo de meia vida curto da cocaina (30 a 80 min) e longo
da benzoilecgonina (4 a 11 h}, o principal analito encontrado no suor € a
cocaina que aparece em pouco tempo (0,5 a 2,5 h) apés uma unica dose,
independente da via de exposi¢do, e continua aumentando por 24 horas,
quando ocorre a concentragdo maxima. Esta demora em atingir a
concentragdo maxima, principaimente quando comparada com o tempo para
atingir a concentragdo maxima no sangue (poucos minutos), ndo deve ser
uma surpresa considerando a jornada que o analito tem que percorrer para
alcangar a pele. A cocaina é estdvel em contato com a pele (BURNS &
BASELT, 1995).
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Os produtos de biotransformagao da cocaina, ecgonina metilester,
benzoilecgonina e cocaetileno, podem ser identificados em pequenas
quantidades no suor, somente apds a administragdo de grandes doses do
farmaco, porque os mesmos nao se difundem através das membranas tao
bem quanto a substancia inalterada (BURNS & BASELT, 1995; CONE,
1994; HUESTIS et al., 1999).

A difusao passiva do sangue para os tecidos € o principal mecanismo
do aparecimento de farmacos no suor. O coeficiente de particdo 6leo-agua e
o pKa da cocaina favorecem esse tipo de transporte, devido ao seu carater
lipofilico (KIDWELL, HOLLAND, ATHANASELIS, 1998).

A eliminagdo da cocaina ocorre predominantemente pela via urinaria
e depende de sua biotransformagdo, uma vez que menos de 10% da
quantidade consumida é excretada na sua forma inalterada (SILVA & ODO,
1999).

O suor pode ser considerado uma via secundaria de excre¢ao, cuja
caracteristica principal € a proporgdo inferior a 10% na quantidade de
produtos de biotransformagao (BURNS & BASELT, 1995; HUESTIS et al,

1999), situagao oposta a da excregao urinaria.

Alguns autores administraram doses conhecidas de cocaina a
voluntarios e determinaram a concentragdo da mesma no adesivo coletor.
Os resultados deste estudo indicaram que a cocaina em dose Unica pdde
ser detectada no suor até sete dias ap6s a administragdo, mas houve uma
grande variabilidade intra e inter individuos, e a relagao dose-concentragao
no suor ndo pbéde ser demonstrada (BURNS & BASELT, 1995, CONE et al.,
1994; HUESTIS et al., 1999).
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2.3 Efeitos toxicos

A cocaina possui multiplas agdes periféricas e centrais: € um potente
anestésico local com propriedades vasoconstrictoras e também um
estimulante do SNC. Seus efeitos agudos preduzem um quadro de euforia
com aumento do estado de vigilia, sensagdo de bem estar, autoconfianga
elevada, aceleragdo do pensamento e sintomas fisicos da natureza
autondmica, tais como: aumento da frequéncia cardiaca, aumento da
temperatura corporea, aumento da frequéncia respiratoria, sudorese, tremor
leve de extremidades, espasmos musculares, tiques e midriase (LARINI,
1997).

Nao ha um consenso sobre qual a dose de cocaina necessaria para
desencadear problemas sérios a saude ou mesmo a vida do usuario.
Laranjeira et al. (2003) relatam acreditar que o consumo ao redor de 2 a 4
mg/Kg ocasione uma redugao discreta do fluxo coronarianc e um aumento

da mesma magnitude na freqiiéncia cardiaca e na pressao arterial.

A via de administragdo escothida pode ocasionar efeitos téxicos
especificos (LARANJEIRA ef al., 2003):

O aparelho cardiovascular & afetado pelo abuso por qualquer via de
administracdo, podendo ocorrer hipertensao, arritminas cardiacas, isquemia
do miocardio, infarto agudo do miocardio, cardiomiopatias, dissec¢do ou
ruptura da aorta e pela via endovenosa pode ocorrer também a endocardite
bacteriana. O Sistema Nervoso Central também pode ser afetado pelo abuso
por qualquer via de administragdo, podendo ocorrer cefaléias, convulsées,
acidente vascular cerebral, hemorragia intracraniana, hemorragia
subaracndidea e pela via endovenosa pode ocorrer aneurisma micotico.

O aparetho respiratério € obviamente mais afetado quando se utiliza a

via pulmonar, podendo ocorrer broncopneumonias, hemorragia pulmonar,
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edema pulmonar, pneumotérax, asma, bronquite, depésito de residuos e
pela via endovenosa pode ocorrer embolia pulmonar.

A administragdo pela via intranasal provoca efeitos tdxicos
principalmente no nariz e garganta, que seriam rinite, sinusite, necrose do
septo nasal e laringite. Nos aparelhos digestivo e excretor, os efeitos téxicos
sdo menos freqlentes.

2.4 Tolerancia e Sindrome de Abstinéncia

A tolerancia aos efeitos da cocaina, ou seja, a diminuigdo dos efeitos
euféricos e fisiolégicos com a mesma dose, parece ocorrer em usuarios
cronicos apds consumo de altas doses, mas € considerada modesta quando
comparada & que ocorre com outros estimulantes. Leite (1999) relata que
individuos com uso intenso de cocaina descrevem consumo de doses que

seriam letais ao usuario ocasional.

A retirada da cocaina apds © uso a longo prazo pode resuitar em
depressao, fadiga, irritabilidade, perda do desejo sexual ou impoténcia,
tremores, dores musculares, distarbios da fome, mudangas do EEG e dos
padroes de sono. Estes sintomas, segundo alguns autores, configuram a
sindrome de abstinéncia; entretanto ha outros que ndo aceitam essa
sindrome (CHASIN & SILVA, 2003).

A tolerdncia e a sindrome de abstinéncia sao sintomas fisiologicos
importantes no diagnéstico da dependéncia, porém nao sdo os Unicos.
Segundo o manual “Usuarios de Substancias Psicoativas: abordagem,
diagnastico e tratamento”, elaborado pelo Conselho Regional de Medicina do
Estado de Sao Paulo (CREMESP) em conjunto com a Associagdo Médica
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Brasileira (AMB), um diagnéstico definitivo de dependéncia deve usualmente
ser feito somente se trés ou mais dos seguintes requisitos (C!D-10) tiverem

sido vivenciados ou exibidos em algum momento do ano anterior:
- um forte desejo ou senso de compulsao para consumir a substancia;

-dificuldades em controlar o comportamento de consumir a

substancia em termos de seu inicio, término € niveis de consumo;

- um estado de abstinéncia fisiolégico quando o uso da substancia
cessou ou foi reduzido, como evidenciado por: sindrome de abstinéncia para
a substancia ou o0 uso da mesma substancia (ou de uma intimamente

relacionada) com a intengao de aliviar ou evitar sintomas de abstinéncia;

- evidéncia de tolerancia, de tal forma que doses crescentes da
substancia psicoativa sao requeridas para alcangar efeitos originalmente
produzidos por doses mais baixas;

- abandono progressivo de prazeres e interesses alternativos em favor
do uso da substancia psicoativa, aumento da quantidade de tempo
necessaria para se recuperar de seus efeitos;

- persisténcia no uso da substéncia, a despeito de evidéncia clara de
conseqiiéncias manifestamente nocivas. Esforgos claros devem ser feitos
para determinar se o usuario estava realmente consciente da natureza e

extensdo do dano.
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3. SUOR COMO MATRIZ BIOLOGICA PARA ANALISE
TOXICOLOGICA

3.1 Caracteristicas fisico-quimicas do suor

A secregac de suor & um mecanismo homeostatico importante para a
manutengdo da temperatura do corpc humano numa estreita faixa
fisiologica. Em temperatura ambiente acima de 31° C, seguindc a
estimulagdo do nerve simpatico, o sucr & secretado para a superficie da pele

e evapora para abaixar a temperatura do corpo (HUESTIS & CONE, 1998).

Existe o sucr imperceptivel (300 a 700 mL/dia) produzidc por tode o
corpo € o suor perceptivel que € secretade ativamente durante uma situagao
de tensao psicolégica ou exercicio fisico podendo chegar em 2 a 4 L/h
(KIDWELL, HOLLAND, ATHANASELIS, 1898).

Assim sendo, a sudorese depende nidc apenas da temperatura
ambiente e do nivel de atividade fisica, mas também do estado emocional e

de caracteristicas individuais.

Aproximadamente 50% do volume de suor & gerado pelo tronce do
corpo, 25% pelas pernas e os 25% restantes pela cabega e extremidades
superiores (CONE ef al., 1994).

O suor & composto de agua (98%) e o soiuto mais concentrado é o
cloretc de sédio. O suor também contém albumina, gamaglobulinas,
residuos, tracos de elementos quimicos, farmacos e vdarias outras
substancias encontradas no sangue. O pH médio do suor, para individuos
em repouso & 5,8. Contudo, em temperatura ambiente superior a 31°C e
apos exercicio fisico, a produgao e o pH do suor aumentam, pedendo este
gitimo chegar em 6,1 a 6,7 (HUESTIS et al,, 1999).

i,

[ \
Faculdade d& Urro..gs Farmacéuhcas
Universidade de Saa Paulo
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As glanduias sudoriparas sao estruturas tubulares gue consistem em
duas partes, uma por¢ao enovelada profunda que secreta o suor e uma
por¢ao condutora que passa por intermédio da derme. A maior parte do suor
é produzido por glandulas écrinas localizadas na camada transdérmica da
maioria da superficie da pele. Um outro tipo de glandula sudcripara € a
glandula apdcrina, maior, que secreta uma substancia mais viscosa e
localiza-se em regides restritas como a pele das axilas, regiao pubiana e
anus (GUYTON, 1977).

As glandulas sudoriparas freqlientemente desenvolvem-se em
associagdo com foliculos pilosos (cabelos, pelos) e algumas vezes
desembocam diretamente nos foliculos pilosos (LEVISKY ef al., 2000).

A figura 2 mostra um diagrama com a anatomia da pele e do tecido
subcutaneo.
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Figura 2: Diagrama da anatomia da pele e tecido subcutéaneo
(LEVISKYet al., 2000):

1- secregao de glandula sebéacea;

2 - extrato corneo;

3 —suor;
4 — epiderme;
5 —derme;

6 - tecido adiposo;
7 - foliculo piloso;
8 — glandula sudoripara;

9 — capilares sanguineos.
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3.2 Mecanismos de incorporagéo de farmacos no suor

Varios mecanismos de incorporagdo de famacos no suor ja foram
sugeridos e, embora nédo totalmente esclarecidos, parecem demonstrar que
as substancias estao presentes no suor como resultado de varios processos,
onde a difusdo passiva e a migragéo transdérmica sdo os mais importantes
ate o momento (HUESTIS et al.,1998).

A difusdo passiva de farmacos do sangue para o suor é favorecida
para as substancias basicas e lipossoluveis. Substancias de carater basico
ndo ionizadas difundem-se para o suor e se tornam ionizadas como
resultado do pH baixo deste fluido biologico. Estas substancias podem se
acumular no suor quando comparadas ao sangue devido a diferenga de pH
entre estas duas matrizes. A razido da excregao de substancias bdsicas no
suor & pH dependente (CONE et al., 1994).

A migragdo transdérmica & a passagem de substancias do fluido
intersticial para a superficie da pele, onde seria dissolvida pelo suor.
Algumas substancias podem migrar (difundir passivamente) pelas camadas
dérmica e epidérmica da pele, haseado nas propriedades fisico-quimicas e
nas condigdes fisioldgicas e patoldgicas da pele, até o extrato corneo. O
coeficiente de particdo éleo-dgua e a constante pKa da cocaina parecem
favoraveis para difusao por meio das membranas adjacentes das glandulas
sudoriparas (HUESTIS & CONE, 1998).

As multiplas barreiras que precisam ser ultrapassadas para alcangar o
exterior (gordura subcutanea, derme, epiderme e extrato cdrneo) sdo os
fatores limitantes para a migragdo transdérmica de substancias para a
superficie da pele. Além disso, o extrato corneo contém estruturas que
podem funcionar como desvios de difusao, os foliculos pilosos, os dutos de
suor e o extrato corneo inquebravel. A afinidade da substancia pelo extrato
cérneo e a relativa hidratagao dessa camada seriam criticas para a migragao
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transdérmica, e & possivel que a pele sirva como um depdsito para
substancias que exibam afinidade por essa camada.

A passagem de substéncias na diregdo oposta, do meio exterior para
o interior da pele, parece ser bem lenta. A estreita justaposi¢ao das céluias
da epiderme forma uma barreira protetora efetiva, porém substancias
lipossolliveis podem atravessar essa barreira e atingir a circulagdo, como é o
caso da nicotina, fentanil e fenciclidina. Devem ser mencionados aiguns
fatores que afetam a permeabilidade da pele, tais como hidratagéo,
temperatura, idade, variagdes regionais e lesdes (CONE et al., 1994).

O suor constitui uma das formas com que as drogas de abuso podem
atingir os cabelos (KIDWELL, HOLLAND, ATHANASELIS, 1998). Conforme
mencionado anteriormente, os foliculos pilosos humanos tém glandulas
sudoriparas associadas, com dutos desembocando nos foliculos e na
superficie da pele (CONE et al., 1994; KIDWELL et a/., 1998). O estudo da
disposi¢do de drogas de abuso no suor, secregdo gordurosa da pele, extrato
corneo e cabelo é importante porque mecanismos complexos podem ocorrer
na transferéncia destas substancias entre matrizes. A pele e o cabelo estao
constantemente expostos ao suor e a secregcdo gordurosa da pele, e
substancias presentes nessas secregdes podem contaminar a pele e o
cabelo, ou o contrario. A relagdo entre a disposigdo de drogas nestas
diferentes matrizes ainda ndo foi bem definida (JOSEPH ef al., 1998).
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3.3 Analise toxicolégica do suor
BiBLIOTECA

Faculdade de Ciércias Farmacéulicay
Universidade de Sao Paulo

3.3.1 Coleta de amostra

Varios métodos foram desenvolvidos para a coleta do suor, incluindo
0 uso de gaze, algodao e papel de filtro para absorvé-lo. A aplicagdo de
calor ou de substancias quimicas (ex: pilocarpina) também foi utilizada para
aumentar a produgido de suor. Os diferentes métodos jA permitiram a
identificagdo de substancias licitas e ilicitas no suor, incluindo o élcool,
anfetamina, cocaina, heroina, morfina, metadona, metanfetamina e
fenciclidina. (HUESTIS et al., 1989).

O método que se mostrou mais adequado para a coleta de amostras
por periodos prolongados, foi 0 uso do adesivo coletor. Os primeiros
adesivos coletores projetados (1980) eram oclusivos, ou seja, ndo permitiam
0 escape de qualquer gas ou vapor para 0 meio ambiente, o que
teoricamente tinha a vantagem de permitir a determinagéo da concentragio
do analito, ja que todo o volume de suor era recolhido ali. Uma area de
coleta de 10 cm? podia recolher 1 mL de suor em quatro dias de uso, com o
individuo em estado de repouso. Esse tipo de coletor gerou problemas
porque as peles hidratadas sofriam alteragéo do pH, da colonizagdo de
bactérias e do transporte caracteristico da pele; resultando em irritag3o apds
um unico dia de uso (BURNS & BASELT, 1995).

Os adesivos coletores avangaram significativamente. Os utilizados
neste estudo (PharmaChek Sweat Patch), foram aprovados nos Estados
Unidos pelo Food and Drug Administration (FDA), néo sé&o oclusivos, o que
significa que gazes e vapores escapam para o meio ambiente, e podem ser
usados durante cinco a dez dias, sendo o suor coletado e concentrado na
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almofada de celulose absorvente (HUESTIS et a/., 1999; PHARMCHEM,
1999).

A camada adesiva externa € composta de um filme transparente fino
de potiuretano (medindo 6 cm x 7 cm), que permite que o oxigénio, gas
carbdnico e vapor de agua escapem para o meio ambiente, mas previne o
escape de constituintes nao volateis e moléculas maiores presentes no suor,
que excedem o tamanho do poro da membrana plastica. Ele previne também
o transporte inverso, impedinde que agua e outras moléculas externas
penetrem no sistema (KIDWELL et al., 1998, PRESTON et al., 1999).

Conseqiientemente, apdés um periodo de varios dias, os solutos
presentes no suor vao saturar a aimofada absorvente {(que mede 5 ¢cm x 3
cm), concentrando-se vagarosamente e ndc ocorrendo proliferagdo de
bactérias ou irritagao da pele (CONE et al., 1994).

A camada intermediaria € constituida de um tecido fino de celulose,
colado no adesivo (PHARMCHEM, 1999).

Os adesivos coletores sao identificados com um cédigo affanumeérico
que deve ser registrado em documento apropriado de identificagac do
usuario. Caso um adesivo coletor seja descolado da pele, ndo existe a
possibilidade de uma nova aderéncia do mesmo adesivo, garantindo a
seguranga da relagao adesivo-paciente (PHARMCHEM, 1999; PRESTON et
al., 1999).

Dois novos adesivos coletores estdo sendo estudados para acelerar a
cole¢do de suor: o Hand-held Fast Patch (aplicados na paima da méo) e ¢
Torso Fast Patch (aplicados no abdémen ou nas laterais do tronco). Ambos
empregam uma estimulagdo da produgédo do suor pelo calor, e uma
almofada de absorgao de maior tamanho. O suor é coletado durante trinta
minutos em varias oportunidades, apos a administragao da droga (HUESTIS
et al., 1999).
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Para aplicag&o forense, a quantidade de matriz biolégica que pode ser
coletada & extremamente importante porque € necessario preservar uma
parte desta matriz para reteste ou contraprova (KIDWELL, HOLLAND,
ATHANASELIS, 1998). No caso dos adesivos coletores, a sugestao é que se
aplique no minimo dois adesivos por individuo (na mesma regiao).

3.3.2 Extragéo dos analitos

A primeira etapa da analise compreende a eiuigdo dos analitos
incorporados nas almofadas absorventes por meio de solugdes-tampao. No
levantamento bibliografico realizado, a solugao mais freqientemente citada
foi a mistura de tampéao acetato 0,2M (pH=5.0) com metanol na propor¢éo
de 25.75 (SPIEHLER et al., 1996; PRESTON et al, 1999, MOODY &
CHEVER, 2001). Huestis ef al. (1999) usaram apenas o0 tampdo acetato
0,5M (pH=4,0); Cone ef al. (1994) usaram Triton X-100, 0,1% em tampéo
acetato 0,2M; e Kidwell & Smith (2001) usaram HCI 0,1M.

O tempo de contato da aimofada absorvente com o eluente variou de
poucos minutos a duas horas, entre os trabalhos estudados, e alguns
autores recomendaram agitar o sistema, almofadas absorventes e tampéao
eluidor (CONE ef al., 1994 e PRESTON ef al.-, 1699).

Apobs a eluig8o é necessario extrair os analitos da solugao obtida e a
extracao em fase solida (SPE) tem sido a técnica de escolha para esta
finalidade (CONE ef al., 1994; HUESTIS ef al., 1999, KIDWELL & SMITH,
2001).
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3.3.3 Reagbes de derivagdo quimica

Alguns metodos foram descritcs para a derivagdo quimica das
substancias extraidas, consecutiva a extragdo em fase sélida. No método
padronizado por Huestis et al. (1999), os eluatos foram evaporados até a
secura sob fluxo de nitrogénio a 40°C e foram realizadas duas etapas
consecutivas de derivagdo, a primeira utilizando N-metil-N-(tert.-
butildimetilsilif) trifluorcacetamida (MTBSTFA) + 1% tert-
butildimetilclorosilano (TBDMCS) e a seguinte utilizando N,O-
bis(trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA)} + 1% trimetilclorosilano (TMCS).
Spiehler et al. (1996) utilizaram hexafluoroisopropanol e anidrido
pentaflucropropibnico para a derivagao, e Kidwell et al. (2003} anidrido

acético e pentafluoropropanol.

3.3.4 Identificagao da cocaina e cocaetileno

Varias técnicas sdo citadas na literatura cientifica para identificagao
de cocaina e seus produtos de biotransformagdo no  suor:
enzimaimunoensaio (SPIEHLER et al, 1996; PRESTON e! al, 1999;
MOODY & CHEEVER, 2001; KIDWELL et al., 2003), radioimunoensaio
(MOODY & CHEEVER, 2001) e espectrometria de massa associada a
cromatografia em fase gasosa — GC/MS (CONE et al., 1994; SPIEHLER et
al, 1996; HUESTIS ef al., 1999; PRSTON ef al., 1999, KIDWELL et al.,
2003).

Os limites de detec¢éo de cocaina no suor, encontrados nos metodos
descritos na literatura variaram entre 1,0 e 5,0 ng/mL: Cone el al. (1994)
chegaram a um valor de 1 ng / adesivo coletor = 2,5 ng/ mL ; Burns & Baselt
(1995) chegaram a 1 ng / mL; Huestis ef al. (1999) chegaram a 1,25
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ng/adesivo coletor= 3,1ng/mL ; Preston et al. (1999) chegaram a 3 ng / mL;
Kidwell & Smith (2001) chegaram a 2 ng/adesivo coletor = 50 ng/ mL e
Kidwell ef al. (2003) chegaram a 4 ng/mL.

No levantamento bibliografico elaborado para ¢ presente estudo, néo
foram encontradas referéncias relativas a identificagdo de cocaetilenc no

Suor.
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4. OBJETIVOS E PLANO DE TRABALHO

O objetivo principal do trabatho foi desenvolver um método analitico
para avaliar a utilizagdo do suor como matriz biolégica na identificagac da
exposi¢ao a cocaina, associada ou nao & ingestéo de bebida alcodlica.

Como objetivo secundario ficou estabelecido que amostras de urina
provenientes da mesma populagdo seriam analisadas para comparar os
resuitados quanto ac periodo de detecgéo.

Visando alcangar os objetivos citados, foi elaborado o seguinte plano
de trabalho:

» Estudo da origem do suor, suas principais caracteristicas e os
mecanismos de incorporagdo de cocaina e/ou seus produtos de
biotransformacao nesta secregao.

» Levantamento bibliografico sobre as técnicas existentes para a
coleta de suor, extragao e identificagdo da cocaina e/ou seus
produtos de biotransformagao nesta matriz.

» Avaliagdo da técnica de coleta de suor por intermédio do uso do

adesivo coletor PharmChek®.

» Padronizagao e validagéo das técnicas de eluigdo dos analitos da
almofada absorvente de suor, microextragdo em fase sélida
(SPME) e identificagdo da cocaina e/ou seus produtos de
bictransformacgao.

e Coleta de amostras de suor e urina de pacientes internados em
clinicas para tratamento da dependéncia a drogas de abuso,

usuarios de cocaina em abstinéncia.
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Aplicagdo do método validado nas amostras de suor fornecidas
pelos usuarios de cocalna em abstinéncia.
Analise das amostras de urina por meio de enzimaimunoensaio.

Interpretagdo dos resultados obtidos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Material

5.1.1 Solugbes-Padrao

Solugdes padrdo de cocaina e cocaina-d3, cocaetileno e cocaetileno-
d3 na concentragao de 1 mg/mL em acetonitrila, adquiridas da Radian

International.

A partir destas solugbes padrdo, foram preparadas solugdes de

trabalho na concentragao de 1 ug/mL de cada substancia, em acetonitrila.

Estas solugdes foram armazenadas a —200C, quando ndo estavam
sendo utilizadas.

5.1.2 Reagentes e outros materiais

- Acetato de sédio, bicarbonato de sédio e carbonato de potassio em
grau p.a. da Merck;

- Tampéao acetato 0,2 M, pH 5,0: 27,216g de acetato de sddio foram
dissolvidos em 900 mL de agua destitada. O pH foi ajustado com HCl 1 M e

o volume completado para 1L;
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- Tampao Sdlido: o bicarbonato de sédio e o carbonato de potassio
foram misturados, na proporgio de 2:1;

- Reagentes para analise de benzoilecgonina na urina por meio de
enzimaimunoensaio (EMIT), marca Syva / Dade Behring, para utilizagido no
equipamento ETS Plus;

- Calibradores e controles para Drogas de Abuso, marca Syva / Dade
Behring, para utilizagdo no equipamento ETS Plus;

- Dispositive de micro-extragao em fase soélida, equipado com fibra de

polidimetilsiloxano de 100um (Supelco);

- Kit de aplicagao do dispositivo de coleta de suor (PharmChek®
Sweat Patch -PHARMCHEM Laboratories, INC - CA} composto por:

Adesivos coletores;

Lengos umedecidos em alcool isopropilico para limpeza da pele;

Pinga plastica individual para manipulagdo da almofada

absorvente;

Saco plastico para acondicionamento individual da almofada
absorvente, com tira de selagem a prova de violagdo e area para
identificagdo da amostra,;

Luvas plasticas para procedimentos;
- Frascos plasticos coletores de urina,
- Tubo plastico para centrifugagdo com reservatorio para eluato;,

- Pipetas automaticas com volume reguldveis (varias marcas e

fabricantes);

- Vidrarias;
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- Pinga metalica;
- Unidade filtrante descartavel com porosidade de 0,22 um (Millex);

- Fita indicadora de pH (Merck).

5.1.3 Equipamentos e Acessorios

- Centrifuga comum (Hettich);
- Balanga analitica (Sartorius);

- Analisador de enzimaimunoensaio automatizado ETS Plus (Syva /
Dade Behring);

- Equipamento de cromatografia em fase gasosa modelo 6890 com
detector seletivo de massa modelo 5972 e coluna capilar de silica
fundida HP-5MS com as dimensdes de 30m x 0,25mm x 0,25um
(Agilent).

5.1.4 Amostras de suor

5.1.4.1 Amostras de Referéncia Negativa

Foram obtidas com a aplicagdo de adesivos coletores em voluntarios

adultos ndo usuérios de cocaina.
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5.1.4.2 Amostras de Referéncia Positiva

Foram obtidas pela adigao de 25 pl e 125 pL das solugées-padrio de
trabalho de cocaina e cocaetileno (1 pg/mL) &s amostras de referéncia

negativa.

5.1.4.3 Amostras de pacientes

Foram obtidas com a aplicag3c de adesivos coletores em pacientes
internades nas Clinicas Vila S&o José e Vila Serena para tratamento da

dependéncia a cocaina.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3oc Paulo
(CEP - FCF/USP) conforme Anexo 1.

5.1.5 Amostras de urina

Foram obtidas amostras de urina dos mesmos pacientes internados

nas clinicas citadas, no primeiro dia do uso de cada adesivo coletor.
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5.2 Métodos

5.2.1 Padronizagao do método para detecgéo de cocaina e cocaetiteno em
amostras de suor

5.2.1.1 Coleta de suor

Para a coleta do suor foi utilizada a técnica ja padronizada do adesivo
coletor PharmChek®.

Para estabelecer a melhor regido do corpo para a aplicagao do
adesivo, foram testadas as duas regides indicadas pelo fabricante
(PHARMACHEM, 1999): a regido dorsal inferior e a regido do musculo

deltdide (parte superior do brago).

5.2.1.2 Extragdo e identificagdo da cocaina e cocaetileno nas

amostras de suor

Foram realizados experimentos com amostras de referéncia positiva

na concentragao de 25 ng / adesivo coletor.
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A eluigao baseou-se no metodo descrito por Huestis ef al. (1999). A
aimofada absorvente foi retirada do saco plastico individual com o auxilio de
uma pinga e transferida para um béquer de 10 mL limpo e seco. Foram
adicionados 2,5 mL do Tampao Acetato 0,2 M - pH 5,0, os quais foram
imediatamente absorvidos pela almofada. Apés quinze minutos, a almofada
foi transferida para um tubo plastico de centrifuga¢do (com reservatorio para

o eluato) e centrifugado a 300g durante 10 minutos para obtengao do eluato.

Foi investigada a possibilidade de extragdao da cocaina e cocaetileno
deste eluato, por microextragdo em fase sélida (SPME) tomando como base
os estudos realizados por Snow (2000), Lord & Pawliszyn (2000),
Theodoridis et al. (2000) e Ulrich (2000).

O dispositivo basico para SPME (Figura 3) tem a forma de uma
seringa modificada, contendo uma fibra de silica fundida recoberta por um
fino filme de polimero sorvente que quando em contato com a amostra
adsorve os analitos em condigdes adequadas de extragdo.
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O eluato foi filtrado por uma membrana de 0,22 um e transferido para
um vial de 4ml. O pH foi elevado para a faixa situada entre 9 e 10
adicionando-se 30mg de tampdc sélido (NaHCO3 : K2CO3 razao 2:1). A
sequir, foram adicionados 25 pL das solugdes de trabalho dos padroes
internos deuterados Cocaina-d3 e Cocaetileno-d3. Desta mistura foram
extraidos a cocaina e 0 cocaetiieno por intermédic da técnica de
microextragcdo em fase sélida (SPME) com a imers3o da fibra na solugdo
durante vinte minutos sob agitagdo magnética.

Em seguida, a fibra de microextracdo foi retraida pelo dispositivo e
transferida para o injetor do cromatografo a gas, onde foi novamente exposta
durante vinte minutos. Os analitos foram termicamente dessorvidos e
carregados pelo gas de arraste para a coluna cromatografica.
Posteriormente a cocaina e o cocaetileno foram identificados por intermédio

da espectrometria de massa associada a cromatografia em fase gasosa.

As condicdes de operagdo do equipamento foram padronizadas
tomando como base o0 método desenvolvido por Toledo et al. (2003) para
determinagao de cocaina e cocaetileno no cabelo:

- Gas de arraste: Hélio a um fluxo constante de 0,6mL/min

- Temperatura do injetor: 250°C

- Temperatura da interface: 250°C

- Programagao da Temperatura do Forno: 150°C (2 minutos);
15°C/min até 220°C; 20°C/min até 25G°C (5 minutos).

- Monitoramento seletivo de ions {SIM):

- cocaina: 182, 272, 303; cocaina-d3; 185, 306;

- cocaetileno: 196, 272, 317; cocaetiteno-d3: 199, 320.
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A seqiiéncia completa do método padronizado, incluindo as etapas de

eluiglo, extragao e identificagéo da cocaina e cocaetileno; esta representada

na figura 4.
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Figura 4: Seqiéncia da metodologia de forma esquematica
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5.2.2 Validag8o do método para detecgdo de cocaina e cocaetileno em
amostras de suor

As amostras de suor utilizadas na validagdo do método padronizado
foram as amostras de referéncia positiva citadas no item 5.1.4.2.

A validagao do método foi realizada estabelecendo valores de
recuperagao, precisdo intra e interensaio, limite de detecgdo e estabilidade.

5.2.2.1 Recuperagao

Os estudos de recuperagdao para cocaina e cocaetileno foram
realizados levando em consideragdo a possivel perda dos mesmos por
retengdo na almofada absorvente.

Foram empreendidas duas series distintas de amostras para cada
concentragdo, denominadas de Série A e Série B. As Séries A, consistindo
de seis replicatas para cada concentra¢do, foram preparadas a partir das
amostras de referéncia positiva (item 5.1.4.2), seguindo-se da metodologia
padronizada no item 5.2.12. As Séries B, também consistindo de seis
replicatas para cada concentragdo, foram preparadas adicionando-se 25 plL
e 125 uL das solugbes padréo de trabalho (cocaina e cocaetiieno, conforme
item 5.1.1) em 2,5 mL de tampdo acetato, objetivando as mesmas
concentragdes finais (25 e 125 ng/adesivo coletor) e passaram diretamente
para a microextragdo em fase sblida € em seguida para a identificagao no
GC/MS.
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A recuperagdo absoluta foi avaliada por comparacdo da resposta
média obtida para a Série A (padrdes adicionados ac adesivo coletor) e para
a Serie B (padrées adicionados diretamente ao tampao acetato).

5.2.2.2 Precisao intra e interensaio

Os estudos de precisdao do método foram realizados levando em
consideracao as variagdes intra e interensaio.

Para avaliar a precisao intra-ensaio, foram feitas analises em
sextuplicata, num mesmo dia, das amostras de referéncia positiva nas duas
concentragbes citadas para cocaina e cocaetileno, de acordo com o método
padronizado (item 5.2.1.2).

A precisao interensaio foi avaliada da mesma forma, porém em trés
diferentes dias. As analises foram realizadas em sextuplicata para cada dia,
de acordo com o método padronizado (item 5.2.1.2}.

Foram calculados os coeficientes de variagdc (CV) para cada
substéncia, para a determinagao da precisdo intra-ensaio e interensaio.

BIBLICTL A
Faculdade de Ciencias Farmactuticas
Universidade de Sao Paulo

5.2.2.3 Limite de detecgéo (LD)

O limite de detecgdo foi determinado por um método empirico que
consiste em analisar uma série de amostras de suor contende gquantidades
decrescentes do analito (ARMBRUSTER, TILLMAN, HUBBS., 1994).
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O limite de detecgo foi a menor concentragdo que apresentou um
coeficiente de variagao (CV) que ndo excedeu 20%. O limite de detecgao
deve satisfazer também dois critérios de aceite de qualificagdo pre-
determinados, que sdo o tempo de retengdo a 1% dos padrées e a razao
entre os ions a 20% dos padrées. Abaixo do limite de detecgéo os resultados

falham ao encontrar esses critérios (NEEDLERMAN & ROMBERG, 1990;
PEAT & DAVIS, 1998).

5.2.2.4 Estabilidade

A estabilidade dos analitos em almofadas absorventes contendo 10
ng de cocaina/ml ou 25 ng de cocaina/adesivo coletor € a mesma
concentragdo de cocaetileno, foi avaliada durante sete dias a temperatura
ambiente e durante quatorze dias a 4°C. Os testes de estabilidade foram

realizados em friplicatas.

5.2.3 Aplicagdo do método para detecgdo de cocaina e cocaetileno em

amostras de suor de pacientes

5.2.3.1 Apiicagao do questionario

Os pacientes gue forneceram amostras, foram previamente
esclarecidos sobre os objetivos e condigdes do estudo (Anexo 4), assinaram
um termo de consentimento (Anexo 5), e responderam a um questionario
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(Anexo 6) sobre a via de utilizagdo da cocaina, tempo e freqiéncia de uso,

quantidade utilizada e uso associado a ingestdo de bebida alcodlica.

Os codigos alfanuméricos dos adesivos coletores utilizados foram

registrados nos questionarios respondidos pelos respectivos pacientes.

Os critérios de inclusédo dos pacientes no estudo foram: ser maior de
21 anos; ndo ter histdrico de alergia a adesivos de qualquer tipo de curativo;
nao ter excesso de pélo no local da aplicagao do adesivo coletor e nao

apresentar qualquer tipo de lesdo no mesmo local.

5.2.3.2 Coleta de suor

A aplicagdo e a retirada dos adesivos coletores de suor foram
realizadas pelos funcionarios das equipes de enfermagem das Clinicas,

apds treinamento adequado, conforme indicado nos Anexos 2 e 3.

Apos a retirada, quando a almofada absorvente nao pbdde ser
encaminhada para andlise no mesmo dia, ela foi conservada a temperatura
de 4°C até o momento da realizagéo da analise.

5.2.3.3 Analise das amostras de suor

Foram analisadas 32 amostras de suor de 17 usuarios de cocaina em
abstinéncia, pacientes das clinicas para recuperagdo e tratamento de
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dependentes de drogas, de acordo com o método padronizado no item
5.2.1.2 e esquematizado na figura 5,

5.2.4 Aplicagdo do método de enzimaimunoensaio (EMIT) em amostras de
urina de pacientes

Assim como na coleta das amostras de suor, os responsaveis pela
coleta das amostras de urina foram os funcionarios da equipe de
enfermagem das Clinicas.

Os frascos contendo urina (comuns) foram identificados e
armazenados a 4°C até o momento do envio das amostras para a andlise.

Foram analisadas 34 amostras dos mesmos 17 usuarios de cocaina
em abstinéncia

O método empregado para andlise de urina, enzimaimunoensaio
automatizado, é um método validado e amplamente utilizado para este tipo
de analise (DADE BEHRING, 2002). O valor de referéncia (cut off) para
cocaina € de 300 ng/mL.
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6. RESULTADOS

6.1 Padronizagdo do método

6.1.1 Coleta de suor

A regiao do corpo que se mostrou mais adequada para aplicagdo do
adesivo coletor foi a parte superior do brago, regido do musculo deltéide
(Figura 5).

6.1.2 Extracao e identificagdo da cocaina e cocaetileno nas amostras de

suor

Nas figuras 6 e 7 estéo representados os cromatogramas obtidos com
a analise de amostras de referéncia negativa e positiva, utilizando como
padrdes internos os padroes deuterados de cocaina e cocaetileno. O tempo
de retencao da cocaina foi 11,7 e do cocaetileno foi 12,3.



Figura 5: Adesivo coletor aplicado na regido do masculo deltéide
(PHARMCHEM, 1999)
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Figura 6: Perfil cromatografico obtido com a analise de uma amostra de

referéncia negativa, adicionada dos padrbes internos (COC-d3 e CE-d3,
cocaina e cocaetileno deuterados).
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Figura 7: Perfil cromatografico obtido com a analise de uma amostra de
referéncia positiva (COC = cocaina, CE = cocaetileno,), adicionada dos
padrdes internos { COC-d3 e CE-d3 = cocaina e cocaetileno deuterados).
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6.2 Validagdo do método

6.2.1 Recuperagao

Os estudos de recuperagdo com a concentragdo de 10 ng/mL cu 25
ng/adesivo coletor (valor de cut off) ndo indicaram perda significativa de
analitos, principaimente por retengdo na almofada absorvente. As médias de
recuperagéo para cocaina e cocaetieno foram de 103% e 97%,

respectivamente,

Na concentragao de 50 ng/mL ou 125 ng/adesivo coletor as médias
de recuperagdoc para cocaina e cocaetileno foram de 58% e 50%

respectivamente.

6.2.2 Precisan

Os coeficientes de variagdo {CV} obtidos no estudo de precisao intra-
ensaio para cocaina e cocaetileno, na concentragdo de 10 ng/mL ou 25
ng/adesivo coletor, foram 6,9 e 7,0%, respectivamente. Os coeficientes de
variagio (CV) obtidos para a precisao interensaio na mesma concentragao

foram 3,6% para cocaina e 2,0% para cocaetileno.

Os coeficientes de variagdo (CV) obtidos no estudo de precisao intra-
ensaio para cocaina e cocaetileno, na concentragéo de 50 ng/mL ou 125
ng/adesivo coletor, foram 5,9 e 5,5%, respectivamente. Os coeficientes de
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variagao (CV) obtidos para a precisdo interensaio nesta concentragao foram
7.6% para cocaina e 8,6% para cocaetileno.

6.2.3 Limite de detecgao

O limite de detecgao, determinado pelo método empirico descrito no
item 5.2.2.3, foi de 5,0 ng/ml ou 12,5 ng/adesivo coletor para ambos os

analitos.

6.2.4 Estabilidade

Nao foi observada perda significativa de cocaina (<2%) apods
estocagem das amostras de suor nas respectivas almofadas coletoras,
conservadas em temperatura ambiente por sete dias e a 4°C por 14 dias.
Para o cocaetileno foi observada uma perda de aproximadamente 17% no 5°
dia de conservagio em temperatura ambiente e no 14° dia em temperatura
de 4°C.

Estes resuitados estao sintetizados na Tabela 1,
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6.3 Amostras de pacientes

As analises foram realizadas no Laboratério de Analises Toxicoldgicas
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
(LAT - FCF/USP).

Os resultados obtidos com as andlises das amostras de suor e urina
estao relacionados nas Tabelas 2 (pacientes que relataram o consumo de
cocaina) e 3 (pacientes que nao relataram ¢ consumo de cocaina, mas a

equipe clinica solicitou a analise).

Na Tabela 2 estido também relacionados os relatos dos pacientes
estudados, no que se refere a via de exposigdo, quantidade de substancia
consumida, associagao com bebida alcodlica, tempo e fregliéncia de uso.

6.3.1 Amostras de suor

Das amostras analisadas (n=32), 19 apresentaram resultado positivo.

A Figura 8 mostra um exemplo de cromatograma, obtido com a

analise da primeira amostra de suor do paciente n° 8.
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Figura 8: Perfil cromatografico obtido com a analise da primeira amostra de
suor do paciente n° 8.

6.3.2 Amostras de urina

Das amostras analisadas {n=34), 5 apresentaram resultado positivo.
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Tabela 1: Resuitados obtidos com a validagdo do método

COCAINA COCAETILENO
RECUPERAGAO (%)
25 ng/adesivo coletor 103 97
125 ng/adesivo coletor 58 50
PRECISAO INTRA-ENSAIO (CV%)
25 ngfadesivo coletor 6,8 7.0
125 ng/adesivo coletor 59 55
PRECISAO INTERENSAIO {(CV%)
25 ng/adesivo coletor 3.6 2,0
125 ngfadesivo coletor 7.6 8,6
ESTABILIDADE
Temperatura ambiente (7 dias) < 2% 20%
4° C (14 dias)} <2% 17%

125ng/ 125ng/

LIMITE DE DETECGAD

adesivo coletor adesivo coletor
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Tabela 3: Resuitados obtidos com as andiises solicitadas pela
eguipe clinica, das amostras de suor e urina de pacientes que
nac admitiram o uso de cocaina.

PERIODO
PACIENTES pEyUsO DO ADESIVOS RESULTADO RESULTADO
ADESIVO  USADOS SUOR URINA
15 3 dias 1° ND ND
4 dias 2° ND ND
[+]
16 4 dias 1 ND ND
2° ND ND
1]
17 4 dias 1 coc ND
2° cocC ND

LEGENDA: COC = cocaina; ND = nio detectado

Tabela 4: Pericdos de detecgao

SUBSTANCIA / PERIODO DE PERIODO DE
MATRIZ BIOLOGICA DETECCAO VERIFICACAO
Cocaina / suor Até 10 dias 16 dias
Cocaetileno / suor Até 8 dias 14 dias

Benzoilecgonina / urina Ate 4 dias 6 dias




Tabela 5: Concordancia entre relatos dos pacientes e
resultados obtidos com pesquisa de cocaina no suor.

N° PACIENTES RELATOS ABSTINENCIA RESULTADOS

11 Uso Até 10 dias positivo
3 Uso Mais de 10 dias negativo
2 N&o uso - negativo
1 Nao uso - positivo

Tabela 6: Concordancia entre relatos dos pacientes e

resultados obtidos com pesquisa de cocaetileno no suor.

N° PACIENTES RELATOS ABSTINENCIA RESULTADOS

Uso . -
4 associado Até B dias positivo
Uso ; .
1 associado Até B dias negativo
3 Uso Mais de 8 dias negativo
associado
6 N&o uso de - negativo

alcool
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7. DISCUSSAO

Atualmente existe um grande interesse da comunidade cientifica
especializada em estudar matrizes biologicas alternativas visando
incrementar a abrangéncia e a eficacia das analises toxicologicas para
identificar a exposigdo a drogas de abuso.

Em relagdo & utilizagdo do suor como matriz biologica, foram
encontrados poucos trabalhos na literatura cientifica internacional (nenhum
destes utilizando a microextragao em fase soélida) e ndo foi encontrado

gualquer trabalho na literatura nacional.

Algumas questdes relativas & andlise do suor ainda estdo sem
respostas, tais como: o periodo de detecgdo das substancias estudadas, a
possivel influéncia da contaminagao externa, o valor de referéncia (cut off) e
a validade da analise para identificar usuario de fongo prazo.

Além dos aspectos citados acima, um fator que influenciou a decis&o
de realizar este estudo foi a perspectiva de poder identificar 0 consumo de
cocaina durante um periodo de sete dias ou mais, realizando a coleta do
suor por meio de adesivos coletores, onde as substancias eliminadas por
esta via de excregdo se acumulam nas almofadas absorventes e sao

estaveis nestas.

Trabalthos publicados na literatura relatam que mesmo que o usuario
tenha consumido a substancia no primeiro dia de uso do adesivo, a
possibilidade de detecgdo da mesma nao serd perdida até o final do periodo
especificado pela metodologia empregada (BURNS & BASELT, 1995;
KIDWELL, MARSHA, SMITH., 1997; HUESTIS et al., 1999).

Este fato representa uma vantagem comparativamente a urina, que
para avaliar o mesmo periodo (sete dias) exige, de maneira geral, trés

amostras considerando o tempo de meia-vida de cada farmaco.
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A analise do suor pode ser uma ferramenta muito Gtil na vigilancia de
individuos em tratamentos ambulatoriais para a dependéncia a drogas de
abuso ou em liberdade condicional, que s&o submetidos a visitas periédicas
de acompanhamento (CONE et al., 1994; HUESTIS & CONE, 1998). As
visitas para realizag&o de exame toxicolégico podem ser menos fregiientes
quando comparadas a utilizagao da urina como matriz bioldgica.

Alem dessa aplicagdo, a andlise do suor apresenta outras, atuais e
futuras. Em investigagdes forenses, possibilita a obtengdo de amostras na
auséncia de espécimes bioldgicos, por exemplo, por meio do suor
impregnado em roupas de acusados ou vitimas, podendo fornecer
evidéncias de uma possivel exposi¢do a drogas de abuso (PRESTON et al.,
1999).

Observou-se gque as curvas de excregdo de drogas no suor seguem o
mesmo padrao da urina, sugerindo que este podera ser uma matriz biolégica
alternativa para controle da dopagem. A analise do suor também podera ser
utilizada para avaliar a ades&o do paciente a tratamentos farmacolégicos ou
prever o periodo fértil da muiher, monitorando a excregao de esteroides no
suor, para prevenir ou promover a gravidez (KIDWELL, HOLLAND,
ATHANASELIS., 1998).

O suor apresenta outras vantagens em relagdo a urina. Uma delas €
que a urina pode ser diluida tanto /n vitro como /n vivo, 0 que pode gerar um
resultado falso negativo. Tal procedimento & impraticavel com a amostra de
suor coletada por meio de adesivo coletor. O mesmo vale para outras
substancias que podem ser adicionadas a urina, com a intengéo de alterar
seu pH e também gerar resuitados falso negativos.

A amostra de suor coletada por meio do adesivo coletor, seguindo
criteriosamente os procedimentos de aplicagdo e retirada (Anexos 2 e 3)
apresenta baixo risco de ser adulterada sem deixar sinais da violagao. A

mera observagdo macroscopica do adesivo coletor p%rzneite denunciar

Faculdade de Citneias Farmaculicas
Universidade de Sdo Paula
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quaiquer tentativa de fraude. Neste estudo nao foi verificada nenhuma
tentativa de aduiterar o adesivo coletor.

Outra vantagem do suor é a coleta n#o invasiva da amostra e com o
minimo de constrangimento, procedimento inevitavel na coleta de urina que
deve ser supervisionada para evitar os riscos de adulteragdo citados
anteriormente. A aplicagdc e remogdo do adesivo coletor s&o rapidas e
praticas, ndo exigindo privacidade ou cuidados de seguranga extremos.

Comparativamente a analise do cabelo, a andlise do suor também
apresenta vantagens. O sucr apresenta quantidades detectaveis de cocaina
mais freqlientemente que amostras de cabelo; exige menor tempo de
analise (n3o ha necessidade de extensivas lavagens e procedimentos de
extragdo); €& adaptavel para uso em campo;, e a preocupagidc com
interferéncia de cosmeéticos € muito menor (KIDWELL, MARSHA, SMITH,
1997). Além disso, o cabelo nem sempre € uma amostra viavel porque ©

individuo pode corta-lo intencionalmente, para evitar o0 exame.

Uma desvantagem da analise do suor seria o desconforto ocasionado
pelo uso do adesivo coletor. Alguns trabalhos publicades na literatura
relatam uma certa dificuldade de uso do adesivo coletor, declarando uma
porcentagem de perda ou dano em torno de 12% (KIDWELL, HOLLAND,
ATHANASELIS, 1998; TAYLOR et al,, 1998; WINHUSEN et al, 2002). Neste
estudo, a maioria dos voluntarios ndo demonstrou resisténcia em usar o
primeiro adesivo, mas esta aceitagdo mostrou-se progressivamente reduzida
nas tentativas seguintes. Alguns individuos relataram desconforto ou

irritagéo, retirando o adesivo antes do prazo.

Uma segunda desvantagem da analise do suor seria o custo, que €
maior que o da andlise da urina. Taylor ef al. (1998) declararam um custo
total da analise do suor coletado com adesivo coletor cinco vezes maior que
a analise de urina. Neste estudo o custo da andlise do suor foi ainda
onerado pela necessidade de importagdo do adesivo coletor, que ndo &

fabricado nem comercializado no Brasil.
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O desenvolvimento de novas tecnologias em analises toxicoldgicas
para verificar a exposi¢do a drogas de abuso precisa levar em conta as
semelhancas e as diferengas no padrao de abuso de drogas de cada pais.
Apesar de algumas similaridades, as diferengas cuiturais, sociais e iegais
criam situagdes especificas em cada pais.

Leis nacionais e locais de cada pais fornecem a sustentagdo para
programas de analises toxicolégicas que verificam a exposi¢do a drogas de
abuso, permitindo ou proibindo determinadas condutas que definem os
programas, limitando as circunstancias que as analises podem ser aplicadas
e as agdes que os resultados positivos podem gerar. Estatutos locais e
nacionais também podem determinar o processo de coleta, manipulagao das
amostras, procedimento das analises e emissio de resultados.

Atualmente, parece haver uma adequada aceitagdo das matrizes
alternativas pelos estatutos legais da maioria dos paises, permitindo uma
evolugao continuada dessas matrizes, porém poucos paises aprovaram
legislagao especifica que fornece a base necessaria para ¢ desenvolvimento
dessa tecnologia, para o nivel de aceitagdo no sistema judicial como é
praticado para o exame toxicolégico na urina. O amadurecimento dessas
tecnologias ira determinar a sua incorporagac em leis da maioria dos paises,
buscando o avango e a melhoria dos programas de anaiises para verificar a
exposicdo a drogas de abuso (CONE, 2001).

Segundo a Pharmchem Laboratories Inc., que fabrica o adesivo
coletor utilizado neste estudo e também realiza as analises dos mesmos,
esse adesivo coletor e 0 procedimento técnico para detecgdo de drogas de
abuso no suor, foram aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e
sao aceitos como prova de exposicao as drogas de abuso pelo sistema

judicial norte-americano.

No Brasil, ndo existe qualquer regulamentagao para programas de
anlises toxicolbgicas que verificam a exposicédo a drogas de abuso, nem
para matrizes tradicionais @ muito menos para matrizes alternativas. Os
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laboratorios especializados seguem as regulamentagdes de entidades
internacionais oficiais.

No caso da analise do suor, mesmo estas entidades ainda ndo tém
todos os critérios e métodos padronizados.

A quantificacéo dos analitos presentes no suor, por exemplo, & uma
questao duvidosa. No estudo da fisiologia da transpiracao verificou-se que o
volume de suor secretado num periodo de tempo definido é muito variavel
entre individuos e até em um mesmo individuo, j4 que depende de suas
atividades diarias, do seu estado emocional e da temperatura ambiente
(GUYTON,1877).

No caso de amostras de suor coletadas com adesivo coletor nao
oclusivo, existe mais uma dificuldade para a quantificagao dos analitos que &
a impossibilidade de se determinar o volume de suor secretado num periodo
de tempo definido (BURNS & BASELT, 1995; KIDWELL, HOLLAND,
ATHANASELIS., 1898; PRESTON et al., 1989).

Para a obtencédo desia medida, seria necessaria a utilizagao de
adesivos coletores oclusivos que ja cairam em desuso, uma vez que
provocam freqientes reagdes dermatoiégicas como conseqiiéncia da
retengdo de umidade, da alteragdo do pH do meio e da proliferagao de
bactérias (BURNS & BASELT, 1995).

Pelas razdes apresentadas, optou-se por utilizar o adesivo coletor ndo
oclusivo que, em concordancia com a informacgao prestada pelo fabricante,
ndo provocou rea¢des dermatologicas na grande maioria dos participantes
do estudo, mas prejudicou a quantificagao dos analitos.

Até mesmo o adesivo coletor ndo oclusivo, que ndo contém qualquer
produto quimico na almofada absorvente, eventualmente pode provocar
reacdes alérgicas a cola empregada. O fabricante declara que a ocorréncia
deste tipo de reagdo dermatolégica é muito rara (PHARMCHEM, 1999).
Burns & Baselt (1995) e Cone et al. (1994) confirmaram essa declaracgao.
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No presente estudo, um unico voluntario entre aproximadamente
quarenta que utilizaram o adesivo coletor, apresentou reag&o dermatolégica.
Este individuo ja havia desenvolvido reagao alérgica a outro tipo de fita
adesiva, mas nao lembrou de relatar no questionario prévio a que foi
submetido (Anexo 6}.

O fabricante do adesivo coletor eleito recomenda a aplicagao do
mesmo na regigo dorsal inferior ou na parte superior do brago, regizo do
musculo deftoide, e que o usuario pode levar vida normal enquanto estiver
usando o adesivo coletor, podendo inclusive tomar banho de piscina
(PHARMCHEM, 1999).

Na literatura, alguns autores relataram a aplica¢do dos adesivos na
regido abdominal e dorsal (CONE ef al., 1994; PRESTON et al., 1999).
Burns & Baselt, (1995) observaram que aplicando os adesivos na regiao do
musculo deltdide, a perda dos mesmos foi menor,

No presente estudo, quando os adesivos coletores foram aplicados na
regido dorsal inferior, ocorreram alguns descolamentos sem que o usuario
tenha percebido. E provavel que este fato decorra das condigées tropicais do
pais, que favorecem a sudorese mais intensa e a maior freqiéncia de
banhos, incluindo aqueles feitos com imerso (banheira, piscina e outros).

A partir disso, a regido do musculo deltoide foi escolhida como a
melhor regido para aplicagao do adesivo coletor, porque 0 mesmo fica mais
visivel para o usuario conferir seu estado de conservagdo, sofre menos o
efeito do atrito com as roupas e da flexdo do corpo, o efeito da sudorese
intensa nao prejudica tanto a aderéncia e na opinido dos usuarios o

incémodo é menor.

Uma vez definido o local da aplicagdo, a limpeza da pele foi realizada
com os lengos umedecidos em isopropanol para evitar a contaminagéo por
bactérias, farmacos ou qualquer interferente presente na mesma, além de
meihorar a aderéncia do adesivo (PHARMCHEM, 1999).
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Na literatura sdo encontrados trabalhos que discutem a eficiéncia
desta limpeza recomendada pelo fabricante do adesivo coletor e também a
impermeabilidade da membrana do mesmo adesivo. Alguns autores
demonstraram que a contaminagdo externa da pele, assim como a
contaminagdo da membrana do adesivo, podem gerar resultados faiso-
positivos (CROUCH, METCALF, SLAWSON, 2002; KIDWELL et al., 2003:
KIDWELL & SMITH, 2001; LEVISKY et al., 2001).

Existe uma grande discussdo sobre a possibilidade da andlise do suor
identificar ndo apenas o uso, mas também a contaminagdo externa as
drogas de abuso.

Familiares n&o usudrios, inclusive criangas, que convivem com
individuos usuarios de cocaina, foram submetidos a analises para verificar a
exposigao a drogas e alguns apresentaram resuitados positivos em anélise
de suor, confirmando a contaminagao ambiental (SMITH & KIDWELL, 1996).

Kidwell et al. (2003) analisaram a persisténcia de 1ug de cocaina
aplicado na pele humana, apds higiene normal somada a limpeza com
isopropanol recomendada pelo fabricante do adesivo coletor. A cocaina

permaneceu detectavel por até trés dias, porém com niveis muito baixos.

Crouch et al. (2002) desenvolveram um trabalho no qual concluiram
que a limpeza da pele com isopropanol ou sabonete, seguida de outra
limpeza com isopropanol foi efetiva para remover 100 ng de cocaina
previamente aplicados na pele. Nenhum adesivo coletor, aplicado apos este
esquema de limpeza, apresentou resultado positivo para cocaina. Os
autores concluiram que a limpeza com sabonete e isopropanol foi mais

efetiva que a limpeza repetida (duas vezes) com isopropanol.

No presente estudo, as recomendagdes técnicas do fabricante para a
limpeza da pele foram seguidas e os resultados obtidos mostraram-se

conforme o esperado.
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A aplicabilidade da andlise do suor em usuarios crénicos também &
questionada por alguns pesquisadores, uma vez que nao esta claro se a
cocaina que aparece no adesivo coletor provém de uso atual, uso passado,
contaminagdo externa atual, contaminagao externa passada ou uma
combinagao de todos estes fatores (KIDWELL ef al., 2003).

O estudo realizado por Jufer et al. (2000) parece ter sido o primeiro a
analisar a distribuic&o e eliminagao da cocaina apés uma administragao a
longo prazo. A meia-vida encontrada apds exposicao intravenosa foi de 0,26
a 3,44 horas; ap6s exposicdo intranasal foi de 0,55 a 4,79 horas; e apds
exposi¢ao oral foi de 0,78 a 0,9 h. Assim sendo, 0 autor estabeleceu que a

meia vida média da cocaina apds exposigao crénica é de 1,5 hora.

Existem evidéncias de que, apos exposicdo crdnica, substincias
lipofilicas podem ficar depositadas no tecido adiposo. Levisky et al. (2000)
demonstraram que surpreendentemente, apesar da cocaina apresentar
tendéncia hidrofilica, ela também se acumula na gordura e na pele. Segundo
este autor, o tempo de transporte de substancias do tecido adiposo para a
superficie da pele pode ser relativamente curto ou extremamente longo
dependendo da razdo de transigdo entre as camadas, do mecanismo de
transporte, do grau de reversibilidade e da magnitude das constantes de
equilibrio. Portanto o uso do adesivo coletor em usuarios cronicos nao seria

indicado, pela possibilidade de indicar falsamente que ocorreu um novo uso.

Este efeito nd3o foi observado neste estudo. O paciente n° 2 relatou
em seu questionario, que vinha fazendo uso diario de cocaina ha cerca de
trés anos. Doze dias apés o (ltimo uso, ja nao foi detectada cocaina em seu

SUQor.

O periodo de uso dos adesivos coletores pelos voluntarios foi
inicialmente definido como sendo de sete dias conforme orientacdo do
fabricante (PHARMCHEM, 1998). Contudo, alguns fatores determinaram a
alteracio deste prazo: inicio de descolamento do adesivo, desconforto do
paciente, escalas da equipe de enfermagem treinada e eventual desisténcia
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do tratamento por parte do paciente. Esta alteragéo nao interferiu no estudo,
pois segundo Burns & Baselt (1995) a concentragio maxima de cocaina no
suor ocorre vinte e quatro horas apds o consumo (BURNS & BASELT,
1895),

O tampdo esceolhido para eluir os analitos da almofada absorvente foi
o tampao acetato 0,5M, proposto por HUESTIS ef al. em 1999, pela
facilidade de aquisigao, de preparagdo e compatibilidade com a fibra de
microextragao em fase sdlida (SPME).

Apds alguns experimentos prévios, ¢ tempo de contato desta solugao
com a almofada absorvente foi definido em quinze minutos sem agitagao,
seguido da centrifugagdo a 300g durante dez minutos. Os estudos de
recuperagado das substancias analisadas na concentragao de 10 ng/mL ou
25 ng/adesivo coletor (valor de referéncia proposto pelo Substance Abuse
and Mental Health Services Administration - SAMHSA), mostraram que nao
houve perda significativa de analitos por retengdo na almofada absorvente,

pois 0s resultados estiveram préxim os de 100%.

Para extrair a cocaina e o cocaetileno do eluato, foi estudada a
aplicagio da técnica relativamente nova de microextragdo em fase sdlida
(SPME). Esta técnica apresenta uma série de vantagens sobre as técnicas
convencionais de extragdo porque nao requer a utilizagéo de solvente
orgénico, que constitui uma possivel fonte de contaminagdc e gera a
necessidade de descarte especial, 0 procedimento é simpies e rapido, com
pouca manipulagio da amostra; o dispositivo basico é reutilizavel, bastando
trocar apenas o conjunto fibra e agulha de ago, quando necessario; € a
técnica se mostra perfeitamente adequada a posterior analise

cromatografica.

A eficiéncia da extragdo depende da partigdo ou adsorgdo dos
analitos de interesse, entre a fase extratora imobilizada sobre a fibra e a
matriz bioldgica, e o tempo em que a fibra fica em contato com a amostra

BledLiG T T A o
Faculdade de Ciéncias Farmactulicas
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(SNOW, 2000; LORD & PAWLISZYN, 2000; THEODORIDIS et al., 2000:
ULRICH, 2000).

A fibra & extremamente fragil, razdo pela qua! ela deve ficar retraida
dentro da agulha de ago durante operagdes que possam danifica-la, tais
como a de transporte e a de perfurar o septo do injetor do cromatografo.

Nas primeiras analises, foi constatada uma dificuidade de adaptacéo
da SPME a metodologia que estava sendo desenvolvida, porque o
mecanismo de exposicdo da fibra estava sendo danificado com freq(iéncia
anormal. Apds intensa observagdo, admitiu-se a hipdtese de que
minuasculas fibras da almofada absorvente estariam se soltando e poderiam
estar danificando o dispositivo de SPME. Os eluatos passaram a ser filtrados
antes da microextragao em fase soélida e a dificuldade foi superada.

Esta fibra, embora apresente um custo elevado no Brasil por se tratar
de material importado, é capaz de realizar aproximadamente cem injegdes, o
que torna sua relagao custo-beneficio bastante favoravel.

Neste estudo, inicialmente foi feita uma tentativa de padronizar a
identificacdo da cocaina por meio da Cromatografia em fase gasosa com
detector de Nitrogénio-Fésforo (Farina et al., 2002). Os resultados nao foram
satisfatérios devido a sensibilidade conseguida para esta identificagéo.

A Espectrometria de Massa associada & Cromatografia em fase
gasosa {GC/MS) foi avaliada posteriormente e apresentou sensibilidade,
precisao e exatidao adequadas para esta identificagio.

Para a identificac&o das areas de cada analito, foram monitorados os
jons 182, 272 e 303 para a cocaina e 196, 272 e 317 para o cocaetileno. Os
de menor peso molecular s3o os mais abundantes, mas os de peso
molecular médio e alto, apesar de apresentarem menor intensidade, sao
mais especificos e tendem a apresentar menor ocorréncia de interferentes
(YONAMINE, 2000).
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A nao disponibilidade de amostras certificadas, com concentragdes
conhecidas de cocaina e cocaetileno no suor, dificultou a avaliagdo de
determinados parametros de validagdo como, por exemplo, a recuperagao
propriamente dita.

Para resolver esta dificuldade foram utilizados no estudo de validagao
do método, amostras de referéncia positiva (descritas no item 5.1.4.2) e
foram avaliados os itens: recuperagéo dos analitos da almofada coletora,
precisdo intra e interensaio, limite de detec¢éo e estabilidade.

Os parametros do estudo de validagao foram obtidos partindo das
concentragdes de 25 e 125 ng de cocaina e cocaetiieno por adesivo coletor,
sendo a primeira concentra¢do equivalente ao valor de referéncia (cut off),
proposto pelo Substance Abuse and Menta! Health Services Administration
(SAMHSA) para cocaina no suor.

Como ja foi dito anteriormente, na concentragdo de 25 ng/adesivo
coletor (cut off proposto pelo SAMHSA) os resultados do estudo da
recuperagao foram excelentes, em torno de 100%. Na concentragdo de 125
ng/adesivo coletor esses resultados (em torno de 50%) nao foram os
esperados, provavelmente devido a alta con¢entragdo escolhida para o
estudo: cinco vezes a concentragao considerada como valor de referéncia.

O uso do critério “valores de referéncia” (cut off), é pratica comum de
reportar resultados positivos na area de drogas de abuso, porém esta foi
outra dificuldade encontrada neste estudo. Nac existe consenso sobre o

valor de referéncia para a detecgdo de cocaina no suor.

Alguns pesquisadores preconizam um valor de 5 ng/mL para a
detecgdo de cocaina no suor por Espectrometria de Massa associada a
Cromatografia em fase gasosa (GC/MS) (PRESTON et al., 1999). A entidade
Substance Abuse and Mental Health Services Administration (SAMHSA)
preconiza um valor de 10 ng/mL ou 25 ng/adesivo coletor. Outros autores
sugerem cut offs mais elevados (50 ou 70 ng/ml) visando diminuir a
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ocorréncia de falsos positivos em virtude da contaminagdo externa
(KIDWELL & SMITH, 2001; KIDWELL et al., 2003).

Apesar da substancia inalterada ser predominante e estavel em
amostras de suor (KIDWELL, HOLLAND, ATHANASELIS, 1998), a detecgao
de produtos de biotransformagdo poderia aumentar a seguranca dos
resultados positivos, permitindo distinguir a contaminagdo ambiental do
consumo da substéncia. Decidiu-se experimentar a extracao e detecgdo da
benzoilecgonia, principal produto de biotransformagdo da cocaina, que
devido a sua natureza polar exige um passo adicional na técnica, a
derivagao, que foi realizada com acetonitrila, piridina e butilcloroformato. Os
estudos de recuperagdo nao foram satisfatérios, pois os cromatogramas ndo
apresentaram os resultados esperados devido a presenga de varios

interferentes.

Estudos encontrados na literatura demonstraram que a quantidade de
benzoilecgonina excretada no suor & muito pequena, menor que 10% da
quantidade de cocaina (BURNS & BASELT, 1995; HUESTIS ef al., 1999). A
benzoilecgonina pode estar presente em pequena escala na droga de rua,
podendo provocar contaminagdo externa ou poderia ser produto da
degradagdo da cocaina na pele, pois o suor contém esterases nao
especificas e outras enzimas que podem degradar a cocaina que se
deposita na superficie da pele (KIDWELL, HOLLAND, ATHANASELIS, 1988,
KIDWELL & SMITH, 2001; KIDWELL et al., 2003). Por estas razdes,
somadas a dificuldade analitica, a benzoilecgonina nédo foi pesgquisada nas

analises realizadas.

A pesquisa de cocaetileno no suor foi realizada, apesar da pequena
quantidade que é perceptivel somente apbs o consumo de grandes doses de
cocaina e alcoo! (KIDWELL, 1998; HUESTIS ef al., 1998), devido ao fato
desta associagao ser bastante freqliente entre os usuarios e também por

que esta substancia pdde ser analisada da mesma forma que a cocaina.



68

No presente estudo, dos quatorze pacientes que declararam consumo
de cocaina, oito responderam afirmativamente & questdo da associagao com
bebida aicodlica (aproximadamente 57%). Dos cinco pacientes que
relataram consumo recente (até oito dias), em quatro foi constatada a
presenga de cocaetileno no suor representando uma correlagao entre relato
e resultado de analise da ordem de 80% (Tabela 6).

Foi observado um fato inesperado quando as anélises seriadas do
paciente n° 9, que declarou o uso associado de cocaina e &lcool, foram
realizadas: no primeiro adesivo coletor foi constatada apenas a presenga de
cocaina e no segundo adesivo analisado, foi identificado apenas o
cocaetileno (Tabela 2).

Com a aplicagao de mais de um adesivo coletor em seqiéncia foi
possivel a detecgao de cocaina no suor por até dez dias apés o Ultimo
consumo e de cocaetileno por até oito dias (Tabela 4).

Foram analisadas 32 amostras de suor e 34 amostras de urina porque
os pacientes no 5 e 8 perderam a terceira amostra de suor. O paciente n® 5
relatou descolamento do adesivo durante banho de piscina e o paciente n° 8

alegando irritag@o e desconforto retirou e desprezou seu adesivo (Tabela 2).

Os resultados obtidos nas analises das amostras de urina s6
permitiram comprovar a exposi¢do de cinco pacientes, & cocaina. O periodo
de detecgdo da benzoilecgonina, principal produto de bictransformagéo da
cocaina presente na urina, foi de no maximo quatro dias apés o (itimo
episodio de consumo (Tabela 4), préximo do periodo obtido por Guimaraes
(1998). No caso do paciente n° 17, que a equipe clinica suspeitou de
exposicdo a cocafna apesar da sua negagdo, 0 exame de urina nao

confirmou a suspeita (Tabela 3).

Foi observada uma grande correfagéo (aproximadamente 94%) entre
o relato dos pacientes e os resultados analiticos. Dos dezessete pacientes
estudados: onze declararam usc recente de cocaina e os respectivos
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resultados das analises no suor foram positivos; trés declararam uitimo uso
ha mais de dez dias e os resultados foram negativos, trés declararam nao
uso e os resultados foram negativos para dois (Tabela 5). Apenas o
resuftado do paciente n° 17 (Tabela 3) ficou em desacordo com ¢ seu relato,
que negava 0 consumo da droga. Esta correlagao existe, provavelmente,
porque os pacientes estavam cientes da realizagdo das analises. Este
resultado esta muito proximo do encontrado no estudo realizado por Odo
(1999).

O questionario foi aplicado visando a obtengao de informagdes
supostamente importantes para a interpretagéo dos resultados das analises,
porém os relatos dos pacientes quanto a quantidade de cocaina consumida
e a freqgiiéncia de uso foram imprecisos, impossibilitando uma correlagao

com ¢s resultados das analises.
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8. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

O método desenvolvido e validado demonstrou ser pratico e

eficiente para detecgdo de cocaina e cocaetileno no suor.

Nas amostras de suor, a cocaina foi detectada até dez dias apos a

ultima exposigdo e o cocaetileno até oito dias.

Nas amostras de urina, a benzoilecgonina foi identificada até
quatro dias apés a ultima exposigao.

Foi constatada a presenca de cocaetileno no suor em 80% dos
pacientes que relataram a associagdo recente de cocaina e bebida

alcodlica (até oito dias).

Ficou demonstrada uma concordancia de 94% entre o relato dos
pacientes referente a4 exposicao e os resultados das analises do

suor para detecgao de cocaina e cocaetileno.

O suor é uma matriz biolégica adequada para verificar a exposi¢ao
a cocaina, associada ou ndo a ingestao de bebida alcodlica.
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UNIVERSIDADE DE SAQ PAULD

Facuidade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

S&o Paulo, 24 de junho de 2003,

Ilmo(a) Sr(a).
Maria José Damas Follador

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
realizada em 23 de junho p.passado, APROVOU o projeto “Avaliagdo do uso do
Suor como matriz bioldgica para detectar o consumo de cocaina” (Protocolo no
182) apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que apés a execugdo de 50% do cronograma do projeto, deverd ser
apresentado um relatério parcial, de acordo com o Artigo 18 - item C, da
Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

! p— e
Prof. fitT‘Dmtm’éTg'Saes Parra Abdaila
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP

Orientador: Prof. Ovandir Alves Silva
FBC

Av. Prof, Liney Fresies, n® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 06508-500 - 540 Pauilo - 5P
Fone: (11) 2091-3677 - Fax (11) 2031-8986 - e-muail: rrigo@usp.or



Anexo 2: Procedimento de aplicacédo do adesivo coletor

1. Material necessario

- adesivo coletor
- lengo umedecido em alcool isopropilico para limpeza
- luvas de procedimento

- pinga

2. Selegao da area do corpo

O adesivo deve ser colado na parte superior externa do brago (regido
do musculo deltéide), em area livre de pelos (ndo raspar os pelos) e nao

comprometida por lesdes, cortes ou irritagoes.

O voluntario deve ser questionado quanto a algum histdrico de reacgao
alérgica a esparadrapos ou similares. Em caso afirmativo, o adesivo nao

deve ser aplicado.

3. Limpeza da area de aplicagéo

- O aplicador deve usar luvas de procedimento.

- A area selecionada, numa extensdo de aproximadamente 16 x 16

cm, deve ser limpa usando pelo menos dois lengos umedecidos em alcool
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isopropilico, de modo a retirar excesso de oleosidade, células mortas e

possiveis contaminantes.

- Deixar a area limpa secar completamente (60 a 90 segundos).

4. Aplicagao do adesivo coletor

- Remover o adesivo coletor do envelope;
- Remover o papel protetor do adesivo;

- Segurar o adesivo pela ponta sem cola, evitando tocar na supefrficie

da almofada absorvente;
- No momento da aplicagao, o voluntario deve contrair os musculos,
- Aplicar o adesivo coletor na area limpa e esticada;

- Pressionar o adesivo coletor contra a pele e esfregar delicadamente
a area do filme ao redor da almofada abscrvente com o dedo indicador por

aproximadamente 10 segundos;

- Encontrar a fenda na borda lateral do papel protetor, remové-lo e

descarta-lo;

- Esfregar delicadamente as bordas do adesivo coletor.

BIBLIOTECA
Faculdade de riencias Faimacéulicas
Universidade de Sac Faulo
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5. Orientagdes ao voluntario

Ele pode levar uma vida normal enquanto estiver usando o adesivo
coletor, s6 precisa evitar banho de imersao, evitar esfregar o adesivo quando
estiver se lavando ou se secando, e deve observa-lo diariamente para avisar

a enfermagem em caso de descolamento ou qualquer tipo de reagéo.

Nio é esperado que ocorra reagdo alergica, mas caso ocorra,

procurar a enfermagem para a imediata remog¢éo do adesivo.
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Anexo 3: Procedimento de retirada do adesivo coletor

- Examinar o adesivo para verificar se houve descolamento ou
tentativa de violagao. A almofada absorvente esta no centro do adesivo? Ha

alguma marca de furo com agulha? Qualquer alteragao deste tipo invalida a
analise.

- Descolar um dos cantos superiores do adesivo e puxar até que a

parte superior da almofada absorvente fique exposta.

- Usar uma pinga para puxar almofada absorvente e acondiciona-la no
saco plastico individual, destinado a esta finalidade.

- Lacrar o saco plastico e descartar a pinga.
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Anexo 4: Esclarecimento do Pesquisador

Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

1. Titulo da Pesquisa: “Avaliagdo do uso do suor como matriz bioldgica

para detectar 0 consumo de cocaina”.
2. Pesquisador: Maria José Damas Follador - Farmacéutica-Bioquimica
Orientador: Prof. Dr. Ovandir Alves Silva - Farmacéutico-Bioquimico.

3. O objetivo da pesquisa & avaliar as vantagens e desvantagens da
utilizagdo do suor para detectar o uso da cocaina. A analise do suor podera
ajudar no diagnéstico e tratamento da dependéncia as drogas de abuso,

indicando se a pessoa usou droga e quando o organismo estara limpo.

4, Esta pesquisa ndo oferece risco aos participantes pois a coleta do
suor néo é invasiva, sera realizada através de adesivos coletores colados no
brago, apés limpeza do tocal com lengo umedecido em alcool. Cada adesivo
permanecera aderido 4 pele durante aproximadamente 5 dias, permitindo

que o participante tenha vida normal. Apés o periodo de § dias, o adesivo
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sera substituido por um novo. O que foi retirado sera acondicionado em saco
plastico individual e enviado para analise. OBS: o adesivo coletor s6 adere
uma vez, portanto se for observado um descolamento importante, o adesivo

devera ser retirado para evitar a perda do suor recolhido.

Sao raros os casos de reagbes alérgicas, mas caso elas ocorram & so
remover 0 adesivo coletor e tratar o local com pomada antialérgica, que a

reagao desaparece em pouco tempo.

A confidencialidade, sigilo e privacidade dos participantes serao
preservados. A identificagéo das amostras sera feita apenas atraves de uma

numeragao impressa no adesivo coletor.
A participagdo de voluntarios & muito importante para esta pesquisa.

As duvidas poderao ser esclarecidas com o proprio pesquisador, a

qualguer tempo, através dos telefones: (11) 4485-1251 ou (11) 9136-6511.

Maria José Damas Follador

Pesquisador responsavel
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Anexo 5: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
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Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e
ter entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente

Protocolo de Pesquisa.

Séao Paulo, de de

Assinatura do paciente Assinatura do médico responsavel

(carimbo)
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Anexo 6: Questionario

1. Tem alergia a Band-aid® ou esparadrapo?

2. Quando foi a altima vez que usou cocaina?

Dia: Hora:

3. Qual a via de consumo utilizada?

4. Qual a quantidade consumida neste altimo uso?

5. Qual era a frequéncia de uso?

6. H& quanto tempo vocé usava com esta frequéncia?

7. O Gltimo uso de cocaina foi associado a bebida alcodlica?

8. Primeiro Adesivo coletor: NUmero:
Data que foi aplicado:

Data que foi retirado:






