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1. INTRODUCAO

Os problemas relacionados ao abuso de cocafna emergiram durante a
Gltima década e sdo atribufdos ao aumento da produgido ilicita, 3 expansdo do
trifico e a popularidade crescente. Parte deste recrudescimento deve-se ao conceito
infundado de seguran¢a no uso recreacional do firmaco™ % % % 127 em uma
sociedade com valores e padrées que admitem a crenga de que a alteragio do
humor através de substéncias qufmicas & correta, aceitdvel e faz parte da vida'?’.

A intensidade dos efeitos prazeirosos - euforia e estimulagao geral -
propiciados pela cocafna sdo de tal ordem que apresentam alto potencial para a
dependéncia e a overdose , pois o periodo de euforia & seguido por alteragio de
humor, caracterizada por disforia intensa e depressao que levam ao uso repetido e
compulsivo™ ©.

A farmacodependéncia em cocafna constitui complexo problema de
Satide Péblica e necessita de intervengio médica, legal e social para estabelecer
delineamento de estratégias de tratamento'2.

Data de 1982 a primeira referéncia de 6bito relacionado a
intoxica¢do por overdose de cocafna na cidade de Sdo Paulo®™. Segundo registros do



Servigo Técnico de Toxicologia Forense-STTF do Instituto Médico Legal-IML sede,

0 nimero de casos vem crescendo no decorrer dos anos e atualmente acha-se por
volta de trinta mensais.

O aumento do nimero de mortes atribuidas a intoxicagao por
overdose de cocaina resulta da maior incidéncia de uso, bem como de mudangas nas
formas de administragdo, potencialmente perigosas® % 3% podendo, portanto,
funcionar como indicador indireto da prevaléncia e incidéncia do uso de cocaina®
em determinada populagao.

Para se estabelecer a causa mortis com finalidade forense € necessério
que haja interpretagdo cuidadosa dos resultados das anilises toxicol6gicas, em
conjun¢ao com os achados de necrépsia e os eventos do 6bito™ %,

A interpretacdo adequada pressupde um estudo sobre a toxicocinética
e toxicodindmica da cocaina, que possibilite, através do conhecimento dos niveis
encontrados em material biol6gico, a inferéncia sobre a realidade da morte. Dados
pertinentes a esses estudos orientam também o estabelecimento de metodologia
analitica que, obviamente, deverd possibilitar a determinacdo de faixa de
concentragdo compativel com a intoxicagdo letal por cocaina. O diagnéstico
laboratorial é, portanto, a integragao desses conhecimentos.

Pelo exposto, evidencia-se a preméncia desses estudos no STTF-IML
sede, devido a alta freqiiéncia de casos que referem intoxicagdo por overdose de
cocaina. Assim, a perspectiva deste trabalho € possibilitar a padronizagido de
metodologia analitica para identifica¢do e quantificagio de cocaina em material
biol6gico, em casos de intoxicagdo aguda e permitir a discussdo do significado dos
- niveis eventualmente encontrados.









A cocaina pode também ser obtida sinteticamente em laboratérios
clandestinos e o seu reconhecimento qufmico ser feito pela presenga do dextroenantidémero,
uma vez que a planta biossintetiza apenas o isdmero levorotatério, (-) cocafna® 113,

O cloridrato de cocaina é um p6 branco, cristalino, ou cristais higroscépicos
transparentes, ¢ constitui a formulagio da cocafna legal e, geraimente, da ilicita. Apresenta
ponto de fusdo de aproximadamente 197°C com decomposi¢io. E solivel em 4gua, e
praticamente insoltivel em éter etilico e pouco solivel em clorof6rmio®. Esta forma é termo-
14bil e se decompde rapidamente quando fumada*!->* %,

A forma basica da COC, chamada de "base livre" ou cocaina alcaloidal, é
substincia cristalina, branca ou transparente, inodora, levemente volitil e com ponto de
fusdo entre 96 e 98°C. Nio se decompde As temperaturas requeridas para sua vaporizagio*
. 9 E soliivel em etanol, acetona, éter etilico e praticamente insolivel em 4gna®. Em
virtude destas propriedades, a COC na forma bésica, ao contririo da forma cloridrato,
presta-se a ser inalada (fumada), hdbito que surgiu nos ultimos anos. Atualmente, é
comercializada ilicitamente nesta forma de massa sé6lida, em pequenos pedagos cristalinos
que recebem o nome de "craque” ("crack” ou "rock")!” 40-43.34.66,63,75,123, 137

Ha4 referéncias de que existem, disponiveis no mercado, dispositivos para
extragoes simples através de dissolugdo do cloridrato de cocaina, em solugdo alcalina como
bicarbonato de s6dio e separagio com solvente volitil, geralmente éter, que apds evaporagio
resulta no "craque™® % % 127 Dyrante o processo de preparagio dessa forma de uso,
adulterantes como os anestésicos locais sio extrafveis junto com a cocafna, porém o0s
aglicares e as substancias :inorgéinicas ndo o sao®,

2.1.2. Toxicocinética

2.1.2.1, Vias de administracio e concentra¢des plasmaiticas de pico

As vias pelas quais pode ocorrer a auto-administragdo de cocaina podem
ser divididas, por suas caracteristicas de absorgdo, em intranasal, oral, intravenosa €
17,68, 75

respiratéria, sendo a mais referida a intranasal e, mais recentemente, a via respiratéria 8,

A utilizagio da COC pela via intranasal (aspiragio nasai), ou pela mucosa
bucal, propicia a absorgao através das membranas nasoorofaringeas com baixa velocidade de
absorgio devido as propriedades vasoconstritoras do firmaco®



A despeito disso, esta pratica denominada popularmente de "cafungar”, é a
mais utilizada recreacionalmente. Consiste em se dispor os cristais de cloridrato de cocafna
enfileirados em superficie lisa. Cada fileira de cristais tem aproximadamente 10 a 30 mg e
sdo aspirados de tal forma que a absorgdo ocorre pela mucosa nasal. A média de uso, por
farmacodependentes, € de 4 a 5 g por semana'”*. A prética é geralmente feita em grupos,

em média trés vezes por reunido e em intervalos de 20 a 30 min, tempo que geralmente
duram os efeitos relacionados 2 euforia'”“.

‘ A concentragdo plasmética de pico, ap6s a aspiragido intranasal, ocorre em
tempos varidveis de 35 a 120 min. Estes dados foram obtidos em dois estudos que utilizaram
doses compardveis de COC (2 mg/kg) em voluntérios!” ¥, H4 referéncias ainda sobre este
tempo estar entre 15 e 60 min** P e haver variagdes dependendo da dose ou da forma
utilizada (tempo menor para cristais em relagio 2 solugio)'®.

Os motivos que explicam esta variagao relacionam-se a diferentes graus de
vasoconstri¢do induzidos pela COC, processos de biotransformagao ocorrendo na prépria
mucosa nasal, diferencas interindividuais de velocidades de hidrélise plasmdtica ou
diferengas na efetividade da técnica de auto-administragio, levando a degluti¢do parcial da
dose!’. A cocaina pode ser encontrada na mucosa nasal até trés horas ap6s a aspiragio'®,
Doses de aproximadamente 0,4 mg/kg de peso corpéreo (30 a 40 mg) sdo associadas a

concentragao plasmdtica de pico de 50 ng/mL, enquanto aquelas correspondentes a 1-2
mg/kg estdo associadas a 100-200 ng/mL®,

A biodisponibilidade referida por JEFFCOAT e cols.” para a via intranasal
foi em média de 80%, significativamente maior que os 60 e 25% encontrados por outros
autores’ '3, BUSTO e cols.!” referem que a biodisponibilidade parece ser dose-dependente.

~~"A via oral, a despeito da popularidade da cocaina como constituinte de
vinhos e ténicos no inicio do século, foi até bem recentemente questionada como efetiva em
termos da estabilidade qufmica do firmaco e de sua biodisponibilidade!™ %, Apés uma fase
de aproximadamente 30 min, onde nio h4 detecgdo plasmadtica, a absor¢do gastrintestinal &
répida e a concentragdo plasmitica de pico geralmente ocorre entre 45 ¢ 90 min* % 1%,
BUSTO e cols.'” referem experimento onde, apés administragio oral de 2,0 mg/kg, a
concentragio méixima ocorreu entre 50 e 90 min e variou de 120 a 474 ng/mL.

O retardamento da absorgdao pela via oral, em relagio ao que ocorre na
mucosa nasoorofaringea, é explicado pela ionizagao da cocafna no meio 4cido do estOmago ¢
a demora em atingir o meio menos 4cido do intestino delgado, local onde a forma nio-
ionizada prevalece, ocorrendo maior velocidade de absorgao!’.

Dados relativos a experimentos, onde a COC ¢ ingerida em cépsulas
podendo assim afastar a possibilidade de absorgio pela mucosa bucal, mostram que a
porcentagem de absorgdo do farmaco - calculada pela 4rea sob a curva - AUC- ¢ compardvel
aquela obtida na administragio nasal, com efeitos fisiol6gicos equivalentes. Ambas



apresentam biodisponibilidade de 60%*: % %.13 A biodisponibilidade relativa similar entre
as vias intranasal e oral mostra uma aparente "falta" do efeito de primeira passagem

hepatico, o que pode ser explicado pelo fato, conforme se ver4 mais adiante, de que a via
hepitica tem pequena contribuig¢do na biotransformagio'®,

A administragio da cocaina na forma de base livre, fumada, pode ser
comparada em termos de velocidade de absorgdo e concentragdo plasmatica de pico, A via
intravenosa®® 41: 43, 34, 6, 68, 75, 9 A base livre ou "craque” é fumada em cachimbos ou em
cigarros de maconha ou tabaco™ ™7, A pasta de coca, na forma bruta, contém teores
significativos de cocaina b4sica e, por isso, também se presta a este uso®,

A extensa area de superficie dos pulmées favorece a efetiva absor¢ao* ™, A
agao é rdpida e efeitos intensos, comparaveis aos que se seguem 2 administragao intravenosa,
ocorrem em 1 a 2 min™, com concentragoes plasmaticas de pico de 300 a 900 ng/mL%, A
meia-vida de absor¢do para a cocaina inalada é muito rdpida - da ordem de 1,1 min™. As
curvas, em termos de tempo para se atingir a concentragao sanguinea méxima e eliminagéao,
sao indistinguiveis para essa via e aquelas referentes 2 via intravenosa, sendo a duragao dos
efeitos considerada curta para as duas vias, o que requer a utilizagdo de novas quantidades
para manter o estado de intoxicagio.

O ato de fumar, por constituir via de administragido "socialmente" aceita,
posto que ndo necessita da paraferndlia associada a drogas ilfcitas (agulhas, seringas, etc),
propicia a busca imediata de doses adicionais do firmaco™. Estas propriedades
farmacolégicas tornam o ato de fumar "base livre" um componente particular do reforco,
associado ao uso compulsivo e mais intenso, que contribui para acelerar o desenvolvimento
de farmacodependéncia®® 45127,

SNYDER e cols.!'” referem experimentos que simulam os cachimbos usados
para fumar cocaina e concluem que, na realidade, o que se forma é um aerossol de COC,
sendo apenas 6,5% vapores da substincia. Os riscos decorrentes desta forma de uso incluem
aparecimento de bronqueolite obstrutiva, hemorragias ¢ edema pulmonar que podem levar a

lesGes de tecidos da superficie pulmonar, prejudicando a capacidade de trocas gasosas nos
pulmaes*l 6 137,



2.1.2.2. Distribuigéo e eliminacio

A despeito das variagdes encontradas nos virios trabalhos relativos ao
assunto, pode-se concluir que a COC apresenta uma velocidade de distribuigio r4pida® ® ™

¥ que dificulta até mesmo o estabelecimento de modelos firmaco e/ou toxicocinéticos para
seu estudo.

CHOW e cols.” referem que se pode adotar o modelo bicompartimental
para o estudo da cinética da cocaina e que os estudos que preconizam a utilizagio dos
modelos monocompartimentais sdo devidos a rapidez com que a distribui¢ido ocorre, apos a
administragio da cocaina. WILKINSON e cols.'® e JEFFCOAT e cols. por sua vez,
referem que a rapidez na velocidade de distribuigdo é tal que se pode adotar o modélo

monocompartimental para se tratar os dados de estudos relativos as vias intravenosa e
pulmonar.

A meia-vida de distribui¢ao apés administragiao intravenosa € de 11 min e a
meia-vida plasmatica de eliminagdo é de aproximadamente SO min para a via oral ¢ 75 min

para a via intranasal, quando da administragio de doses equivalentes, o que reflete a
absor¢io nasal continua™ ¥,

A ligag¢do a protefna plasmética ocorre com a albumina € a-1 glicoproteina
4cida e apresenta porcentagem de ligacdo tao baixa que deve ter efeitos insignificantes na
téxicocinética da cocaina®® ™. Os valores dos volumes de distribui¢io aparente (Vd)
variaram, nos trabalhos consultados, entre 1,5 e 2,7 L/kg e indicam uma moderada ligagdo
do formaco aos tecidos!” 25 40: 43,61, 66,68, 73, .13 () "clearance" renal da cocaina (26,5 mL/min)
¢ bem pequeno quando comparado ao "clearance" total (2096 mL/min) mostrando que a

eliminagio da cocaina €, predominantemente, controlada pela sua biotransformagao* % ' %
61

Como um alcaléide que apresenta dois grupos ésteres (metil-carboxil e

benzoato) e um grupo N-metila (Fig. 1), a COC é suscetivel 3 biotransforma¢ao muito
extensa’’,

A hidrélise das ligagdes ésteres ocorre espontinea e enzimaticamente. A via
enzimética de hidrélise ocorre no grupo benzoato através da agdo de enzimas plasméticas e
hepéticas e o produto resultante é o éster metilecgonina - EME, que constitui 32 a 49% da
excre¢do urindria da cocafna® S & %, 12 A colinesterase plasmdtica, responsivel pela
hidrélise da COC, é a EC 3.1.1.8, também denominada pseudocolinesterase, cujo substrato

principal é a benzoilcolina®® ™ 122123, 140 Egt3 enzima € inibida por védrias substincias, dentre
elas a eserina e o fluoreto®" 140,

A biotransformagio da cocafna em experimentos in vitro, nos quais se
utilizam plasma humano, é rédpida. Entretanto, isso nio ocorre em plasma de individuos com

-



colinesterase atfpica, os chamados "nimeros baixos de dibucaina”, e é de se esperar que
nestes casos de idiossincrasia a meia-vida biol6gica seja anormalmente alta’!: ™ 7112 porém,
se estes individuos apresentam ou ndo aumento de distribuicio da COC ou se sdo mais
suscetiveis a sua toxicidade, ainda nio est4 estabelecido.

Além dos individuos idiossincraticos, sensiveis a succinilcolina, a atividade
colinesterasica plasmatica é muito menor em fetos, criangas, idosos, gestantes e pessoas com

doengas hepéticas, ou que sofreram infarto do miocirdio, o que potencialmente pode
aumentar o efeito do foirmaco nesta populagao?!: 7 140,

STEWART e cols.'2 referem que as esterases hepéticas também hidrolisam
a COC a2 EME e através de medigao dos pardmetros cinéticos da hidrélise, verificaram que a
esterase hepatica tem menor afinidade pela COC, porém maior capacidade, ou seja em altas
concentragoes a COC ¢é hidrolisada com velocidade menor no plasma do que no figado.

Nao ha evidéncias de atuagao enzimdatica no grupo metil éster da cocaina e
0 que ocorre nessa posi¢io da molécula é a hidrélise espontinea da COC. Segundo
STEWART e cols.', ap6s incubagio do foirmaco em solugio fisiol6gica tamponada em pH
7,4, apresenta 42% de conversdo 2 benzoilecgonina - BEC, o0 que de acordo com esses

autores ja seria suficiente para explicar a excregao urindria desse produto, que geralmente
constitui 29 a 45% do total excretado® 12,

A BEC e EME compreendem 80 a 90% da dose total excretada na urina e a
cocafna inalterada apenas 2 a 14%> 2. INABA e cols.® referem que a excregio urindria
verificada através da radioatividade, variou entre 65 a 75% ap6és 28 horas da administragdo
oral de cocaina marcada com “C.

A meia-vida de elimina¢io da COC (t 1/2 8) encontra-se entre 30 ¢ 80 min*
| 5.17.25, 61,68, 3, 139 para as vias de administragdo intravenosa, intranasal-e respiratéria‘e entre
40 e 110 min para via oral®" ', enquanto para a BEC & referido estar entre 5 ¢ 8 horas e
para a EME, 3 e 6 horas* > 3 4. & 115 AMBRE?® desenvolveu nomograma que permite,
através das relagdes de concentragdes urindrias de BEC, EME e COC, estabelecer uma
estimativa entre o intervalo de tempo decorrido entre a exposigao e a colheita da amostra.

Uma outra possivel via de biotransformagio em humanos € a N-
desmetilagdo da COC 2 norcocaina - NOC, mediada pelo citocromo P-450, 2 semelhanga da
aminopirina, cuja presenga inibe competitivamente o aparecimento da NOC a partir da
COCS 6% 121 A NOC €& o fnico produto de biotransformagio referido como
farmacologicamente ativo in vivo e in vitro*® % %107, 113,

A NOC ¢, a semelhanga da COC, rapidamente biotransformada por
hidrélise, o que possivelmente explica sua baixa concentragéo no plasma'Z, INABA e cols.?
referem que em pacientes anestesiados com baixa atividade colinesterdsica a relagdo
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EME/NOC € menor que a verificada em individuos normais. Refere ainda que 2,4 a 6,2% da

dose de COC excretada como “CO, no ar expirado representa a porcentagem de norcocafna
na biotransformagio.

Embora a concentra¢do de NOC seja baixa, sua hidroxilagdo pelo sistema P-
450 como via de biotransformagio pode ser importante, em termos toxicologicos, pois leva ao
aparecimento de um composto denominado N-hidroxinorcocafna, cuja oxidagio resulta em
compostos relacionados com sua hepatotoxicidade devido 3 possibilidade de se ligar
covalentemente a proteinas, com conseqiiente morte celularf! % B Esses produtos foram
detectados em cérebros de animais de experimentagio e podem levar a conjecturas sobre seu
papel na neurotoxicidade apresentada pela COCP,

H4 ainda a possibilidade de haver hidrélise enzimatica da BEC e
espontinea da EME e resultar no aparecimento da ecgonina, que pode contribuir com 1 a
8% da excregdo urindria de COC> 450,122,123

A Fig. 2 ilustra as vias de biotransformag¢io no homem, adaptadas a partir
de ELLENHORN & BARCELOUX*, GARRET & SEYDA3® e INABAS!,

A cinética de eliminagdo da COC é de primeira ordem para nfveis plasmaticos
relacionados 3 farmacodependéncia (doses entre 0,2 e 2,0 mg/kg para as vias intranasal e
oral no homem'”), e de ordem zero para niveis plasméticos acima de 1,0 gg/mL, o que
sugere uma satura¢do do processo de biotransformacdo ou inibi¢gio do mesmo por algum
metabélito®.

Os parimetros téxicocinéticos podem diferir totalmente quando se trata de
overdose devido as mudangas na velocidade e extensio da absorgdo, biodisponibilidade,
saturacdo das principais vias de biotransformag¢io e importincia de outras vias nao
significativas em doses usuais. Dados especificos desses pardmetros com relagdo a overdase
de COC nido foram encontrados na literatura consultada, porém podemos inferir, pelo
anteriormente exposto, que maior porcentagem de excrecdo urindria da COC inalterada com
certeza serd observada.

O cariter lipofilico da cocafna faz com que atravesse prontamente as
barreiras biolégicas. Os dados dos experimentos de CONE e WEDDINGTON?, dentre
outros® % 43 sugerem que a COC se acumula nos tecidos adiposos e no sistema nervoso
central - SNC, resultando em concentragdes até quatro vezes maiores que as plasmaéticas,
com sua posterior liberagdo desses sftios de armazenamento.
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A COC atravessa prontamente a barreira hematencefilica - BHE, sendo
que nos picos méaximos de concentracio, apls intoxicacio aguda, a relagio entre
concentragao cérebro/sangue é de aproximadamente quatro. Os niveis sangiifneos caem mais
rapidamente que os cerebrais e possibilitam relacionar concentra¢oes de forma a se inferir
sobre a natureza da intoxicagdo'”. Em contraste com o precursor lipofilico, o produto de
hidrélise BEC dada sua polaridade, tem sua passagem dificultada pela BHE e apresenta
relagio de concentragio cérebro/sangue menor do que um. A combinagio desses dois
elementos possibilita a estimativa do intervalo de tempo que precedeu o 6bito!?.

Em andlises toxicol6gicas realizadas com tecidos provenientes de
necrdpsias, em casos de overdose as concentragoes mais elevadas de COC sdo encontradas na
urina e nos rins, seguidas pelas concentragdes no cérebro, sangue, figado e bile*® 1%,

H4 também referéncias sobre transferéncia placentiria, com detecg¢ao
inclusive de produtos de biotransformagio em urina, meconio e cabelo de neonatos! % 256
7. 8.92.97 A presenga de cocaina na secregio lictea é discutivel?! 2 enquanto na estomacal,

embora possivel por ser a cocaina uma base fraca'® 3 14 nio foi referida nos trabalhos
consultados.

A cocafna é eliminada na saliva, jA que nela o valor de pH € ligeiramente
menor do que no plasma, o que resulta numa concentrag¢io maior do farmaco ionizado neste
material®"" 13, Estudos mostram haver correlagio dos niveis encontrados na saliva e no
plasma, e a porcentagem de 3 a 47% maior na saliva aponta para a importidncia deste
material como amostra biolégica em estudos toxicocinéticos ou para o diagnéstico
laboratorial da farmacodependéncia® 361130,

2.1.3. Toxicodinamica

A cocaina é um anestésico local com propriedades simpatomiméticas. E um
potente estimulante do SNC, a¢do pela qual é utilizada como fArmaco de abuso.

O exato mecanismo fisiopatol6gico pelo qual ocorre esta agdo estimulante
ccntral néo € claro, porém, parece estar relativamente bem estabelecida a interferéncia com
os sitios de atuagio da dopamina, norepinefrina e serotonina*> 19127,

A poderosa capacidade de produzir reforco positivo (efeito desejado) €
at;ibufda 2 sua agdo nas vias dopaminérgicas dos neurénios mesocorticais e mesolfmbicos.
Segundo modelos experimentais com animais, essas vias parecem estar envolvidas com os

mecanismos da euforia e do comportamento compulsivo de busca ao firmaco, responsavel
pela auto-administragio® 4043, 60,125,127
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Aceita-se que a euforia produzida pela COC se dé pelo actimulo de
dopamina nos receptores pés-sindpticos Dy e D5, devido ao bloqueio de recaptura pré-
sindptica desse neurotransmissor, observado na presenca do firmaco* 4 41. 49 52 54, 60, 127
mecanismo exato pelo qual ocorre esse bloqueio nao est4 totalmente estabelecido®. Porém,
ha evidéncias de que a COC se liga a sitios nos transportadores de dopamina'?” 18,

Para compensar essa intensificagdo da atividade da dopamina, o neurénio
pré-sindptico diminui a liberagio e a sintese do neurotransmissor®’. Estudos in-vitfro em
receptores e tecidos post-mortem tém confirmado a hip6tese de haver deple¢io da dopamina
apos o0 aumento que ocorre no inicio da exposi¢do 2 COC, o que constitui a base bioquimica
do ciclo euforia/disforia, ou seja, refor¢o/comportamento de busca, que caracteriza a
farmacodependéncia'® ', A cronicidade deste fendémeno leva a diminuigdo da dopamina

cerebral'”’ e pode resultar em anormalidade destas vias, levando a complicagoes
psiquidtricas®.

Ha referéncias de que a sintomatologia relacionada a sindrome de
abstinéncia - exaustdo, irritabilidade, hipersonoléncia e depressio - esteja relacionada a
deplegio aguda deste neurotransmissor'> 3> 1?7, Foi comprovado que durante a abstinéncia h4
uma diminui¢do dos niveis de dopamina no corpo estriado em relagao aos do cerebelo, a
semelhanga do que ocorre na doenga de Parkinson. Isto indica que o uso abusivo de COC
prejudica a atividade funcional nesta parte do SNC, o que pode estar relacionado com a
toxicidade que se expressa a nivel comportamental'?. |

Da mesma forma, os mecanismos relacionados ao bloqueio da recaptura da
norepinefrina e serotonina nao estdo bem estabelecidos. Sabe-se apenas que, 4 semelhanga
da dopamina, h4 interferéncia nos sitios transportadores!?”’” e, com o uso crénico, h4
diminuigdo na biossintese da serotonina'?’, Este mecanismo pode potencializar a agio
excitatoria da dopamina.

A BEC e o0 EME nio apresentam a capacidade de bloquear a recaptura de
monoaminas nos neurénios pré-sinipticos, conforme atestam experimentos in vitro € em
animais® 17, A norcocaina (Fig. 2), no entanto, é biologicamente ativa. Apresenta poténcia
anestésica superior 2 cocafna e capacidade de inibir a recaptura da norepinefrina em
cérebros de ratos®. Segundo RITZ e cols.'??, a norcocaina possui uma maior capacidade de
bloquear a recaptura da norepinefrina.

A estereoquimica € muito importante para se determinar a poténcia da
COC em nivel de interferéncia nos transportadores monoaminérgicos: a (-) cocafna é 200
vezes mais potente que a (+) cocafna em relagdo a capacidade de bloqueio da recaptura da
dopamina; 146 vezes em relagio a norepinefrina e 478 vezes em relagio a serotonina'”,

A paralisia muscular causada pela COC é fato conhecido hd mais de um
século. E possivel que essa paralisia deva-se 4 agio da COC nos receptores nicotfnicos p6s-
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2.1.4. Sinais e sintomas da intoxicagdo aguda

2.1.4.1. Sindrome téxica e letalidade

Os farmacos e as drogas de abuso provenientes do comércio ilicito, inclusive
a COC, podem, por vezes, apresentar sintomatologia diferente daquela estabelecida em
experimentos controlados. Explica este fato a presenga dos adulterantes que eventualmente
ocorram nas drogas de rua, detectdveis ou ndo em procedimentos analiticos de triagem, mas
que, com certeza, contribuirdo na toxicidade'®. Além desse fato de dificil predigio, h4 a
dificuldade, mesmo em situagdes controladas, de se mimetizar em animais, as vias de

administragao potencialmente de maior risco, como a intranasal ou a inalatéria (ato de
fumar).

Assim, a sintomatologia aguda pode ser diversa e até de dificil
caracterizagao, € cada exposi¢io pode se constituir num evento isolado*’. Normalmente,
porém, as complica¢des que advém do uso da COC ocorrem dentro de um espectro de
efeitos de uma intoxicagio aguda, embora também possam ocorrer como efeitos isolados em
determinados orgaos ou sistemas.

A potente atividade simpatomimética da COC produz resposta fisiolégica
estimulatéria. Durante a fase inicial, acompanhando os efeitos euféricos esperados, ha
progressivas mudangas no SNC, sistemas cardiovascular e respiratério.

Modificagbes no estado mental podem ser um sinal precoce da intoxicagdo e
consistem em sensag¢do de confusio e paranéia intensa que pode ser acompanhada de pénico,
ansiedade, alucinagdes e comportamento suicida ou homicida*> 54 .94, 118,

Pode ocorrer hipertermia grave, que excede 40°C, como resultado da
estimulagio do centro hipotaldmico regulador da temperatura e hiperatividade motora em
combinagio com a vasoconstri¢io periférica que diminui a dissipagdo do calor®®** 127 Essa
hipertermia pode levar a convulsdes secundé4rias™.

Outro sinal neurolégico é a midriase com hiper-reflexia, decorrente do
efeito central e local (a- adrenérgico) nos misculos radiais da fris*> *» 1%, Podem ainda
ocorrer nduseas e vomitos por estimulagdo dos centros do vomito no bulbo e diarréias e
cblicas devido A agdo simpatomimética na parede intestinal*®%.

Doses excessivas, inclusive aquelas relacionadas com fatalidades, sao
freqiientemente ‘associadas a convulsdes tonico-clonicas, referidas como precedentes da
parada respirat6ria®® % ¥ TARR & MACKLIN'? ressaltam que o que ocorre nido é
verdadeiramente uma convulsio do tipo "grande mal", mas sim um tremor corpéreo, que €
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reportado incorretamente pois, geralmente, a testemunha nao € um profissional capacitado
para a diferenciagao.

Outros autores, entretanto, referem que realmente ocorrem mudangas nos
sistemas neuroquimicos, que culminam em convulsdes ténico-clonicas e que sio decorrentes
da administragdo repetida da cocaina. O aumento da probabilidade de gerar convulsées,
apresentado pela COC, foi comparado ao fenémeno denominado "kindling", que consiste no
desenvolvimento de predisposigdo a convulsées epileptiformes devido 2 repetida estimulagio
elétrica focal no sistema limbico. Assim, estimulos elétricos que, inicialmente, ndo tém efeito
aparente, podem, ap6s a chamada "sensibilizagdo”, ser suficientes para desencadear a
convulsao, até semanas ap6s o Gltimo evento™.

Esse fendmeno parece ocorrer também com outros firmacos e d4-se o nome
de "kindling" farmacolégico. Devido 4 administragdo repetida, h4 diminui¢io do limiar
convulsigeno levando ao aparecimento de convulsdes mesmo em doses ndo compativeis com
a intoxicagio agudal!> 7 105 106 127 Enptretanto, esse efeito é considerado como sendo
decorrente da intoxicagdo a longo prazo, e hd comprovagao experimental em animais, onde
as convulsdes sio desencadeadas com doses sub-convulsivantes, sem que haja alteragiao dos
niveis sangiiineos ou cerebrais da cocaina*®. Este fenémeno pode explicar a tolerincia
reversa relacionada a esse formaco'®.

A COC inicialmente estimula os centros bulbares da respiragao, resultando
num aumento da velocidade e profundidade da respirago, que caracteriza a hiperpnéia*: **
68,99, 106, Na estimulagio avangada ocorre cianose, dispnéia, faléncia respiratéria e apnéia,
decorrentes da depressao dos centros bulbares® 1%,

Durante muito tempo se creditou o 6bito A depressao respiratéria, porém
sabe-se atualmente que os efeitos letais da cocaina sdo devidos principalmente as suas agbes
no sistema cardiovascular e ocorrem independentemente da via de administragio pela qual
se dé a exposigdo.

A cardiotoxicidade apresentada pela cocafna pode resultar em infarto agudo
do miocirdio, arritmias e cardiomiopatias*® 4375 76. 78,93, 100,

O efeito inicial a nivel cardiaco é uma bradicardia que rapidamente evolui
para taquicardia. Essa taquicardia & resultante tanto de efeitos periféricos, por aumento da
estimulagdo dos receptores f-adrenérgicos no miocdrdio, como por estimulagio central
hipotaldmica. O estimulo se d4 por excesso de epinefrina no hipotdlamo posterior e explica
por que baixas doses de COC que produzem taquicardia ndo produzem aumento da pressao
arterial™ % %, AMBRE e cols.* referem que, 4 semelhanga do que ocorre com os efeitos
subjetivos, h4 tolerincia aos efeitos cardiovasculares.
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2.1.4.2. Correlagio entre doses , niveis sangufneos e letalidade

A intoxicagdo letal por cocaina tem sido referida como acidental ¢ como
decorrente tanto do uso recreacional, resultante de todas as formas e vias de administracdo,
quanto da chamada sindrome "body-packer”. Esta sindrome ocorre quando individuos que
ingerem pacotes de cocafna,feitos com diferentes tipos de pldsticos com a finalidade de

trifico, sdo acometidos de intoxicacdo aguda e frequentemente letal, devido a ruptura dos
pacotes no trato gastrintestinal*® 43,

Como j4 vimos, a sintomatologia terminal da intoxicag¢do letal por COC
geralmente envolve hipertermia, arritmia ventricular, midriase, convulsdes e parada
respirat6ria*® & 13 13 pode ocorrer também um estado psiquidtrico caracterizado por
delirio'*, com comportamento homicida ou suicida. SPERRY ¢ SWEENEY!® referem que
0 uso cronico pode precipitar episédios psic6ticos com idéias suicidas, porém, nio h4
referéncias da ocorréncia de suicidio em que a COC tenha sido escolhida como agente de
letalidade pelo farmacodependente que, ao invés disso, recorre a outras substincias ou
meios, como disparo com arma de fogo ou precipitagao de alturas'®.

A sintomatologia terminal acontece rapidamente, geralmente entre os 30
primeiros minutos ap6s o uso*® % %% embora a administragdo oral ou nasal possa retardar a
convulsio terminal por até uma hora p6s exposigio*® ©. SMART e ANGLIN!! referem que

"a morte relacionada com a cocaina € sdbita... e pacientes sobrevivem se chegam com vida ao
hospital”.

Exceto pelas marcas deixadas por agulhas e lesdes do libio inferior
resultantes da convulsio terminal, a autépsia mostra sinais inespecificos de 6bito por asfixia,
isto €, edema pulmonar, congestio visceral e petéquias* *, Sio referidas evidéncias de
infarto mioc4rdico e acidente vascular cerebral elucidados em exames post- mortem™ %093 100,
126 Esses achados, as vezes, sio conclusivos na determinagio da causa mortis por COC,
mesmo quando os niveis sangiiilneos encontrados estdo abaixo daqueles normalmente
relacionados com overdose™ 1%, Muitas mortes que ocorrem por cocafna nao sio reportadas,
provavelmente, porque se apresentam como quadro clinico de parada cardfaca, sem que haja
suspeigdo de envolvimento de drogas'?’,

Nos casos de fatalidade por ruptura de pacotes de cocafna no limen
gastrintestinal s3o observados locais de engurgitamento vascular, sugerindo necrose
isquémica aguda, devido as altas concentragdes do farmaco liberadas*® %8 %4, 142

Viérios autores tém enfatizado a variabilidade dos nfveis sanguineos
encontrados nos casos fatais (Tabela I). Entretanto, sdo esparsas as referéncias que

relacionam esses niveis sangiiineos com as respectivas doses de exposi¢do, que sdo de diffcil
determinagio'’,



19

TABELA I - Niveis sangiiineos encontrados em vitimas de intoxicagdo por overdose de cocaina.

Autor nivel sangiiineo média observagio
(ano da publicagio) (ug/mL) (ug/mL)
LUNDBERG® 0,1a21
(19717)
CHINN%# 0,01 a 7,62
(1980)
NAKAMURA% 01280
(1981)
GRIESEMERS’ 02255
(1983)
MITLEMAN 0,1a209 6,2 COC como férmaco
(1984) Ginico
0,2a178 26 vérios fArmacos
POKLIS104 082a82
(1985)
SANDER 111 0a39
(1985)
SPIEHLER11® 0,04 a 31,0 46
(1985)
MITTLEMAN"3 0,05 a 1,45 morte sGbita
(1987)
sims115 76 letal
(1987)
0,1 recuperagio
SWANSON1% 1a30 40a70
(1987)
ELLENHORN® 0,1a21 20a6,0 intoxicacio
(1988) aguda ¢ 6bito
TEBBET!?? 0a194
(1988)

COC - cocaina
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A dificuldade de se estabelecer as doses toxicas, e mesmo letais, deriva das
variagoes relacionadas com a exposicdo e as caracteristicas individuais da velocidade de
biotransformagio e de excregdo e com a possibilidade de pequenas variagdes de dose serem
suficientes para levar a aumentos desproporcionalmente altos nos niveis sangiifneos.

Isso se deve a caracterfsticas cinéticas que, como ji vimos, passa de eliminagio de
primeira ordem para ordem zero com conseqiiente aumento do risco de ocorréncia do efeito
téxico’. Outro fator, como j4 vimos, é o grau de pureza da droga de rua e a natureza da agéo
dos eventuais adulterantes!!,

/

A parte as limitagoes dos experimentos com animais, a DL 100 para ratos,
por diversas vias, estd entre 75 ¢ 100 mg/kg e para cdes, por via intravenosa, encontra-se
abaixo de 20 mg/kg!!®. Estudos com primatas ndo humanos mostram que as concentragdes
sanguineas neste mamifero sdo muito menores que as encontradas no homem, quando h4
simulagdo da dose usada por um individuo de 70 kg (15 mg/kg ou 1 g leva A concentragio
sangliinea, no macaco, de 0,7 a 1,0 pg/mL)"'%, Supde-se entdo que a quantidade que
caracteriza uma overdose seria em torno de 0,5 g, ou seja, por volta de duas vezes o que os
ugoulélrios geralmente utilizam''® e estudos indicam que a morte ocorre ap6s o uso de 0,8 a 1,2

, 116, 127

g

Os niveis sangiiineos determinados em amostras post-mortem, ndo podem
ser interpretados como aqueles que levaram ao 6bito, pois h4d remogdo espontinea ou
enzimética da COC, pré e p6s morte. Servem, entretanto, como indicadores, pois ndo h4
referéncias de niveis acima de 1,0 pg/mlL relacionados com efeitos de euforia, ou seja
concentragoes desta ordem constituem alto indicio de que houve intoxicagdo por overdose.
De fato, geralmente concentragdes referidas como letais estdo entre 1 e 25 pg/mlL, embora
valores tio altos, quanto 211 ug/ml° tenham sido reportados, geralmente nas sindromes
"body packer"!® 2, ou tdo baixos quanto 26 ¢ 94 ng/mL relacionados 2 intoxicagdo aguda
em crianga, onde os achados andtomo-patolégicos evidenciaram a COC como agente do
6bito®* *, ou ainda valores de 30 pg/ml, ndo associados 2 causa mortis em usuirios com
tolerancia desenvolvida®.

Algumas possibilidades de interagdes que possam potencializar o efeito da
COC devem ser consideradas. MITTLEMAN e WETLI* referem que a média letal
encontrada em an4lises, que evidenciaram a presenga de COC como fidrmaco tGnico, foi de
6,2 pg/mL contra 2,6 pg/mL naquelas onde outras substincias foram detectadas
concomitantemente.

Os farmacodependentes em COC frequentemente sio fumadores habituais
de maconha. O fato da COC, assim tomo o tetrahidrocanabinol, apresentar efeitos
cardiovasculares indica haver uma possibilidade de potencializagdo entre os dois agentes,
como de fato observaram FOLTIN e cols.*’, em experimento onde foi demonstrado haver
aumento adicional na frequéncia cardfaca e pressio sangiifnea em relagdo aos efeitos
observados com cada um dos agentes em separado.
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A interagdo entre a cocaina, o halotano e a quetamina & relatada em caso
considerado "acidente anestésico”, que refere a morte de um individuo devido 2 utilizagio
desta mistura em cirurgia de urgéncia, sem que tenha havido verificagio prévia da presenga
de COC. A quetamina potencializa a a¢gio da COC devido 2 similaridade da natureza do
efeito, pois também age por bloqueio de neurotransmissores nas terminagdes adrenérgicas,
enquanto os anestésicos volateis, como o halotano, podem desencadear ou agravar arritmias
cardiacas e hipertensao arterial®,

A potencializagdo com outros anestésicos locais também pode ocorrer. Pode
advir dessa interagio colapso cardiovascular com assistolia e 6bito®. A interagio com 4lcool
etilico, também freqiiente, pode resultar em efeitos cardiovasculares (frequéncia cardfaca e
pressdo sanguinea) mais acentuados que os observados com cada condi¢io em separado, o
que sugere que, em individuos suscetiveis, essa interagdo pode contribuir para a toxicidade,

referida como esporddica, mas que ocorre e se relaciona com a utilizagdo de dose tGnica de
COC?,

2.2. - Aspectos analiticos

A metodologia analitica para identificagdo e quantificagio de cocaina e seus
produtos de biotransformagao vem sofrendo um répido avango desde a década de 70, no
sentido de suprir as necessidades relacionadas as investigagoes cientificas, pertinentes ao
conhecimento da toxicologia do farmaco.

A possibilidade de se medir concentragoes de COC em fluidos corpéreos é
condigido essencial para investigagao sobre os efeitos farmacolégicos e toxicolégicos que lhe
sdo atribuidos®, Além disso, a determinacdo dos niveis plasmaticos de cocafna é necesséria
para o estabelecimento do diagnéstico laboratorial de intoxicagoes com vérias finalidades.

A detecgio e quantificagdo da cocafna em material biolégico apresenta certas
dificuldades em razio de seu curto tempo de meia vida e seu rdpido e complexo processo de
biotransformagido'!, Entretanto, quando se trata de intoxicagdo por overdose, esses
parametros obviamente estio alterados e portanto quantidades significativas do farmaco séo
eventualmente encontradas.

Os métodos utilizados na andlise de COC e seus produtos, de
biotransformagio em materiais bioldgicos sdo constitufdos por véarias técnicas de extragao e
quantificagio, que apresentam diferentes rendimentos e sensibilidades. Assim, a selegio de
uma metodologia e substratos a serem analisados, devem ser orientados pela finalidade da
andlise, que constitui o fator determinante da precisio, exatidio, sensibilidade e
especificidade necesséarias.
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Investiga¢des com finalidade forense relacionadas com o abuso de drogas
exigem métodos altamente sensiveis. J4 para o diagnéstico da intoxicagio letal, ou sub-letal,
os métodos deverao priorizar a especificidade, uma vez que as concentragdes esperadas nas
vdrias amostras biol6gicas deverio ser relativamente altas, quando comparadas as primeiras.

Em casos de intoxicagoes, a possibilidade de se estabelecer correlagio entre os
niveis sanguineos do firmaco ¢ o estado do paciente faz do sangue a amostra mais adequada
para a caracterizacdo laboratorial da intoxicagdo. Sua utilizagao ocorre, sempre que possivel,
na quantifica¢io em casos de 6bito por overdose® *%» 8- 1% 13 sendo nesse caso colhido da

cavidade cardiaca, ou vaso de grosso calibre. Além disso, é através desta matriz biolégica'que
se tenta estimar a DL50 para humanos!!é,

Para a triagem da presenga da cocaina no organismo em casos de intoxicagio
por overdose, a urina é muito importante, pois h4d neste material uma concentragio

relativamente alta do fArmaco inalterado, bem como de seus produtos de biotransformagio,
principalmente a BEC ¢ a EME ¢,

O conteddo estomacal também pode constituir amostra de anilise post-
mortem, uma vez que prevalece no estdbmago o firmaco na sua forma inalterada, por vezes ali
presente pela possivel secregdo gastrica da COC!, que facilita substancialmente a anilise.
Visceras como figado, rins e cérebro, também sdo utlizados nos casos de necrépsia 5" 104119 ¢
constituem amostras (teis nos estudos sobre distribuigao.

Anilises de cocafna em cabelo, segundo BAUMGARTNER e cols.!” e
GRAHAM e cols, sdo preferiveis 2as andlises de wurina na verificagio da
farmacodependéncia, pois apresenta a possibilidade de detec¢do em usudrios que tenham
andlise urinéria negativa por um largo periodo de tempo, podendo alcangar meses ou anos, €
pode prover informagées relativas a severidade ou a padrdes individuais de uso!® 1%, Essas
informagdes mostram a utilidade, em potencial, que este tipo de amostra apresenta na
investigacao toxicol6gica forense, principalmente nos casos provenientes de exumagoes, onde
os fineros constituem materiais de eleigao, sempre que a distribuigdo no xenobiético a ser
pesquisado, assim o permitir,

Com relagdo a saliva, que tem.sido objeto de inimeras pesquisas em
toxicologia nos Gltimos anos, devido a sua ficil obtengido e cardter nao-invasivo na coleta,
ocorrem alguns trabalhos relativos a andlise de COC e seus produtos de biotransformagio .
A finalidade da anilise, porém, objetivou dados pertinentes A conservagao de amostras ou

tentativas de correlagio com niveis plasmaticos, para posterior utilizagdo em programas de
verificagdo de uso® 3134130,

Qualquer que seja a amostra, o acondicionamento ¢ o armazenamento da
mesma sd3o fatores importantes a serem considerados na analise de cocafna, pois é bem
conhecido o fato de ocorrer hidrélise quimica esponténea e enzimatica in vivo e in vitro.
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Em meio bésico e condigdes adequadas de temperatura, a COC se hidrolisa &
benzoilecgonina'® 3 3% 12 18 efeito do valor de pH na conversio foi estudado por

FLETCHER ¢ HANCOCK®Y, que conclufram haver a hidrélise da COC, mesmo em meios

levemente bésicos. STEWART e cols. 12, jgualmente, referem que, mesmo em valor de pH
de 7,4, b4 conversdo de COC a BEC.

Amostras de sangue armazenadas geralmente se tornam alcalinas, 0 mesmo
ocorrendo com amostras de urina, cujo pH pode alcangar valores entre 8 - 98, A diminuigio
da velocidade da hidrélise espontinea pode ser obtida por refrigeragio ou congelamento das
amostras®, ou pela manutengio do pH em valores entre neutro e 4cido® 445 50. 8,

A hidrélise enzimitica da COC no sangue ocorre, como j4 vimos, através da
pseudocolinesterase, levando A formagio do EME que, por sua vez, ao sofrer hidrélise
esponténea, leva ao aparecimento da ecgonina. H4 evidéncias de que este fendmeno ocorra

in vitro e, para inibi-lo, preconiza-se a adigdo de anticolinesterasicos como fisostigmina,
prostigmina e fon fluoreto.

O fluoreto de s6dio, além de funcionar como anticoagulante e ser utilizaco
como conservante para evitar a produgao in vitro de 4lcool etflico em amostras de sangue
estocadas®, foi indicado por v4rios autores como inibidor enzimético em amostras de plasma
ou sangue total, para evitar a perda da COC por esta via® % 4. 37, 64, &, 67, 71, 72, 104, 119, 120, 13,
BASELT e cols.? observaram que a adigio de fluoreto de s6dio a amostras de urina com pH
8, influenciou negativamente na estabilidade da COC, devido, muito provavelmente, ser esta
uma condigdo propicia 2 hidrélise espontinea da referida subst4ncia® 4 ®,

Pelo exposto, em relagﬁo a cinética da COC, pode-se inferir que o método
ideal de anilise & aquele capaz de quantificar ndo s6 o precusor como também seus produtos
de biotransformagao, para que se possa estimar a concentragio inicial do firmaco.

Com efeito, sio considerados os melhores métodos de quantificagdo aqueles
que detectam concomitantemente a COC e BEC, uma vez que a concentragéio total das duas
substincias permanece inalterada®, desde que a via enzimética esteja devidamente inibida.

Além da COC e da BEC, o éster metilecgonina-EME, produzido pela agdo de
esterases plasméticas e hepiticas na cocafna, pode ser efetivamente analisado, pois assim
como os dois primeiros, ocorre em quantidades mensuréveis nos fluidos biolégicos* ¥ & 7,
Mais recentemente, tem sido apontado-como-o produto de biotransformagao de eleigao a ser

analisado na urina pelo fato de ser o principal em termos de porcentagem excretada (32 a
49%) e por apresentar propriedades fisico-quimicas que facilitam sua identificagdo ¥, além
de, juntamente com a BEC e a COC, possibilitar relagdes que propiciam a obtengao de
dados relativos ao intervalo decorrente da introdugio do firmaco no organismo’. A

norcocafna também € referida em andlises de sangue e visceras humanas em metodologia
desenvolvida por CHINN e cols. .
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A COC por ser uma base fraca de pKa igual a 8,6 € mais bem extraida de
fluidos biolégicos por solventes orginicos em meio bésico. Todavia, em virtude da
possibilidade de hidrolise, nesse meio, h4 uma certa dificuldade em sua anélise quantitativa,
pois inevitdvelmente ocorrem perdas do composto®. Por exemplo, FLETCHER e
HANCOCK® referem que em pH 8,0 a COC se hidrolisa na extensao de 17% em uma hora
a temperatura ambiente e em pH 9,4 a perda é de 41%. O efeito de valores de pH basicos na
conversio de COC e BEC aponta para a possibilidade de aparecimento de BEC como
artefato, problema decorrente de meios bisicos e processos de extragao demorados®,

Em extragdes que se destinam a ensaios cromatograficos para quantificagio,
erros devidos 2 perda da substincia a ser analisada podem ser minimizados pelo uso de
padrdo interno com propriedades ffsico-qufmicas similares ao agente ensaiado.

Assim, para funcionar como padrio interno da cocafna, a substincia precisa
manter o grupo funcional critico, onde ocorre a hidrélise para que durante as passagens
alcalinas da extragdo, a hidrélise do anilogo estrutural ocorra em velocidade similar aquela

. da cocaina. O sitio de labilidade na molécula de COC & o grupo metil ester que € hidrolisado
aos derivados carboxilicos 4cidos: benzoilecgonina e ecgonina.

Este fato embasa a sintese do padrao interno como, por exemplo, o éster metil
m-toluilecgonina® * apresentado a Fig. 3 e a utilizagao cada vez mais freqiiente de cocafna

deuterada (cocaina D-3) para esse fim, como recurso de aumento de precisao e sensibilidade
de métodos analiticos % 119,18 _

A anilise da BEC excretada na urina e também encontrada no plasma®> %
constitui um desafio ao analista devido ao seu carater polar anfotérico (apresenta fungdes
amina e carboxila) e hidrofilico, o que niao permite a efetivagdo de sua extragdo pelas
técnicas analiticas convencionais® & 132,

Para que sua separacido de dada matriz biolégica acontega, é necessério que se
utilize solventes polares, que tenham a capacidade de extraf-la. Varios autores preconizam a
extragio com misturas solventes, como cloroférmio e etanol ou isopropanol® & 13 13 ¢
saturagio da fase aquosa com cloreto de s6dio para aumentar a eficiéncia da mesma'?,
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FIGURA 3 - Estruturas qufmicas da cocaifna (1) e do padrio interno éster
metil m-toluilecgonina (2).

As extragdes provenientes de matrizes biol6gicas mais complexas, como
sangue, plasma e visceras, exigem sucessivas passagens de purificagio no sentido de se
separar a COC dos interferentes endégenos, para possibilitar a aplicagdo de técnicas de
identificagdo e quantificagio, geralmente sensfveis as substincias co-extrafveis da matriz *
38,57, 63, 64, 66, 67, 69, 72, B1, 104, 119 Fge fato geralmente acarreta uma diminuigdo do rendimento da
€xtragao.

Alguns autores, inclusive, atribuem essa dificuldade 2 falta de técnicas sensfveis
para medi¢do de nfveis sanguineos ou plasmiticos, o que explicaria a quantidade
relativamente pequena de informagdes sobre esse tema, a despeito da importdncia da COC
como anestésico local e formaco de abuso™® ,

Mais recentemente, esse problema de extragiao vem sendo solucionado através
da utilizagdo de colunas de sflica quimicamente ligada, como um processo alternativo a
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extragio liquido-liquido, principalmente para anilise de soro, plasma e urina® 1. 128,12 parg
sangue total, entretanto, h4 a desvantagem da possibilidade de obstrugdo, provocada pelos
eritrécitos e que tendem a causar bloqueio da coluna, Nesses casos, hd a necessidade de se
promover a hemolise total. Para isto, os métodos recomendados sdo o ultrasom, a diluigio
em 4gua ou agitagio em "vortex" com pérolas de vidro'®,

A extragdo em fase sélida oferece a vantagem de evitar a formagio de
emulsdo, de ser mais rdpida que os processos tradicionais de extracio e de suprimir as
passagens de purificagdo com conseqiiente aumento da porcentagem de recuperagio das
substincias a serem analisadas.

As principais técnicas de identificagdio da cocaina e seus produtos de
biotransformagdo em material biol6gico sdo: colorimetria, imunoensaio, cromatografia em
camada delgada -CD, cromatografia em fase gasosa -CG, cromatografia liquida de alta

eficiéncia -CLAE e cromatografia em fase gasosa acoplada com espectrémetro de massa -
CG/EM.8,

As técnicas colorimétricas desenvolvidas na década de 50 para a quantificagio
de COC em material biol6gico, cairam em desuso devido 2 sua baixa especificidade!®,
Atualmente, restringem-se aos testes de campo, desenvolvidos por agéncias governamentais
para detecgao de cocaina em "drogas de rua". O mais utilizado € o teste de Scott’s, que utiliza
o tiocianato de cobalto em meio &4cido. Este teste € pouco sensfvel e necessita de
confirmagio laboratorial em virtude dos resultados falso-positivos que apresental®!,

A cromatografia em camada delgada, apesar de sua limitagdo quanto 2
possibilidade de quantificagio de xenobibticos, constitui técnica de grande utilidade para
detecgdo da COC, BEC e EME em material biol6gico®: %133 134,

Esta técnica oferece a vantagem de ser capaz de separar, através de diversos
sistemas-solventes disponiveis, os vérios interferentes que podem ocorrer em potencial, por
constitufrem os adulterantes freqiientemente encontrados nas "drogas de rua"®,

A sensibilidade de detecgio por CD é considerada por vérios autoress ™ 132 134
como sendo melhor tanto para COC, quanto para BEC, quando se utiliza o reagente de
Dragendorff ao invés do lodoplatinado, apesar deste ocorrer com maior freqiiencia na
literatura referida por CAMARGO 8. Quantidades da ordem de 0,1 pg/mL de COC e BEC

sdo referidas como detectdveis em amostras de urinas submetidas a métodos que utilizam a
CD como técnica de identificagdo™,

Mais recentemente, como o desenvolvimento de placas cromatogréficas de alta
resolugio -HPTLC, ("high performance thin-layer chromatography"), esta técnica de
identificagdo para cocafna recrudesceu®” 5,

Estas placas constituem sistemas altamente Sensiveis, precisos e préaticos €
propiciam, inclusive, determinagdes feitas diretamente por densitometria in sifu na prépria
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placa’”. Apresentam granulagbes de adsorventes extremamente finas e sido altamente
homogéneas, o que promove tempos e distincias menores de desenvolvimento e melhor

resolugéo cromatogréfica. E referido que quantidades tio baixas quanto 50 ng de COC
podem ser detectadas™.

Assim como a CD, as técnicas de imunoensaio (enzimaimunoensaio e
radioimunoensaio) também sao freqiientemente indicadas para verificagdo de uso de COC
em programas de triagem em material biol6gico, sendo a de elei¢io para este fim nos
programas de verificagdo de farmacodependéncia.

Explicam este fato sua alta sensibilidade (radioimunoensaio pode detectar
niveis de BEC de até 2 ng/mL *) e possibilidade de detecgdo dos produtos de
biotransformacao por um periodo relativamente longo ap6s a exposigdo. A COC, devido a
sua curta meia-vida - 0,5 a 1,5h - geralmente desaparece da urina ap6s 4 a 6 horas do uso e,
por isso, nao é enfocada nos métodos que utilizam imunoensaio. A BEC e EME apresentam
meia-vida de, aproximadamente, 8 e 6 horas respectivamente e podem ser detectados até 48

horas apés o uso da COC, o que significa um periodo consideravel ap6s a dissipagdo dos
efeitosbs 8. 119

Ha4 referéncias de haver detecgao dos produtos de biotransformagio da COC
até 72 horas ap6és o uso pela técnica de imunoensaio, 0 que a torna mais efetiva em relagio a
CD, compativel com quantidades detectdveis na urina no méximo por 24 horas'?’. Além

disso, outra vantagem destes ensaios € o fato de poderem ser automatizados e executados em
minutos 2177,

Os achados positivos pelos métodos de imunoensaio necessitam de
confirmagdo por meio de outras técnicas, devido 2 baixa especificidade que apresentam pela
possibilidade de ocorréncia de reagdes cruzadas entre COC, BEC e outros membros da
familia dos alcal6ides tropanicos %%,

SPIEHLER e SEDEWICK'® referem que amostras de sangue hemolisadas
nio se prestam A utilizagio de enzimaimunoensaio ou radioimunoensaio que utilize tritio
(*H) porque a absorbincia da hemoglobina interfere na medida espectrofotométrica direta.
Preconizam para este fim a utilizagio de um radioimunoensaio que empregue antigeno
marcado com %I, cuja ligagdo pode ser medida por contador de cintilagdo gama, afastando
assim a interferéncia dos pigmentos sangufneos. Referem ainda que a BEC é freqiientemente
detectada por enzimaimunoensaio e como sua confirmagio ¢ dificultada por outras técnicas,
preconiza-se que seja realizada por EME em CG e em CD?. Referem ainda, que as
mudangas em sangue associadas 2 putrefagio, aumentam a probabilidade de resultados falso-
positivos para radioimunoensaio. H4, ainda, referéncias ao uso de imunoensaio por
polarizacio de fluorescéncia (fluorescence polarization imunoassay TDx) com limite de
detecgdo de 0,3 pg/mL para BEC com reatividade cruzada abaixo de 2%'®,
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A cromatografia em fase gasosa, utilizando detectores por ioniza¢io em chama,
de nitrogénio e f6sforo ou captura de elétrons, tem sido empregada com significativa

freqiiencia na determinagio da COC e seus produtos de biotransformagio em fluidos
biolégicos'® &,

A cocafna € termicamente estdvel, tem pressio de vapor suficientemente alta e
pode ser cromatografada em CG sem derivatizagio. A benzoilecgonina, devido 2 sua
polaridade, nio € volatil o suficiente para ser satisfatoriamente analisada pelos métodos que
requerem vaporizagio. Conseqiientemente, vérias técnicas tém sido desenvolvidas para
converté-la a compostos com suficiente volatilidade para ser analisada por CG®.

As viérias técnicas de derivatizagio descritas, usualmente envolvem
esterificagdo do grupo carboxila, inclusive a re-esterificagio A cocafna® 4> 3763 81, 119, 13 Egte
recurso permite ainda o aumento da eficiéncia de BEC nos solventes orginicos normalmente
utilizados nos processos de extragio da COC de material biol6gico.

O detector por ionizagio em chama, usado em 11 dos 23 trabalhos em CG
relacionados por CAMARGO", descritos entre 1969 a 1981, foi considerado o de eleigdo até
o advento do detector seletivo de nitrogénio e fésforo.

A sensibilidade do DIC é considerada baixa para as andlises de concentragdes
de COC, relacionadas com a farmacodependéncia (abaixo de 100 ng/mL de urina), e a
resolugao cromatogréfica é problemdtica, devido 2 capacidade de detecgdo dos interferentes
endégenos, normalmente extrafveis das diversas matrizes bioldgicas. Apesar dessas

limitagoes, quanto a sensibilidade, presta-se A anélise dos niveis sangufneos de COC em casos
relacionados 2 distribuigao em amostras post-mortem **.
O detector de nitrogénio e f6sforo, dada sua especificidade e sensibilidade, €

considerado o de eleigdo e lhe € atribufda a facilitagdo de realizagido de anédlise de COC em
plasma® %

Quantidades da ordem de 3 a 10 ng/mL em plasma podem ser quantificadas
com alta precisdo por este detector 564 67 8. 8L119 4 gye o torna de eleigio nas anélises de
fluidos biol6gicos, mormente quando a finalidade das anélises assim o requer.

A utilizagdo do detector de captura de elétrons também & referida na
quantificagio de COC e seus produtos de biotransformagio. Em se considerando, ainda que

a BEC precisa ser derivatizada para ser convenientemente cromatografada, o DCE torna-se
de especial utilidade.

KOGAN e cols.®! utilizaram o recurso da esterificagio da BEC através do
brometo de pentafluorbenzila, o que propicia um derivado da BEC analisdvel por detector
de captura de elétrons - DCE e com limite de quantificagio de 5 ng/mL de plasma.
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JAVAID e cols.”?, através de um processo de redugio da COC a 2-
hidroximetiltropina e posterior acilagdo com anidrido pentafluorpropiénico (PFPA), propds
um método de quantificagdo em urina, plasma e eritrécitos, usando esse mesmo detector.

A combinagido da cromatografia a gis e espectrometria de massa-CG/EM é
reconhecida como o instrumento mais sensivel e especifico para anilise da COC e seus
produtos da biotransformagao em qualquer que seja o material biol6gico considerado. Esta
técnica e também utilizada com muita freqiiéncia como método de referéncia para outros
menos especificos, como por exemplo enzimaimunoensaio?* ™ 120,

A CG/EM ¢ indicada por varios autores para andlises de materiais
provenientes de necrépsia: CHINN e cols.?® referem anilises em sangue, ffgado, urina e
conteudo gistrico, proveniente de necrépsia com sensibilidade menor que S ng/mL para 1
mL ou 1 g de material analisado, com coeficiente de variagio da técnica menor do que 10%.

GRIESEMER e cols.*’, da mesma forma, propdem um procedimento para
determina¢ao de BEC e COC em fluidos post-mortem, usando CG/EM e CG/DNP e
referem sensibilidade de até 15 ng/mlL.

SPIECHLER e¢ REED'? também utilizaram a detecgdo por CG/EM como
técnica de eleigio para o estabelecimento de correlagdo das quantidades de COC e BEC no
cérebro e sangue provenientes de necrépsia. Os resultados foram utilizados para estabelecer
a proposicdo de interpretagdo da razdo de concentragdes encontradas neste dois tecidos, e
para possibilitar, inclusive, a dedugdo do tempo decorrido entre a introdugido da COC no
organismo ¢ o evento do 6bito.

Os trabalhos de MATSUBARA et cols.¥ e TAYLOR e JAIN'Z também
referem o uso da CG/EM para quantificagio da COC e seus produtos de biotransformagio
em material biol6gico.

A técnica CG/EM constituem ainda, ao lado da ressonéincia nuclear magnética
(RNM), a de eleig¢do para detectar os isdémeros (-) e (+) e diferenciar a cocaina natural da
sintética em amostras de rua®.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é particularmente Gtil para anilise
de BEC, pois devido ao seu caréter polar, pode ser cromatografada por esta técnica, sem
necessidade da derivatizagao®® % 124,12,

SVENSSON!# refere a detecgdo de BEC por CLAE em concentragbes de até
20 ng/mL como metodologia de eleicio na confirmagdo de resultados positivos em
radioimunoensaio ¢ HACKETT e cols.® a utilizam em programa de verificagdo de
farmacodependéncia.
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H4, ainda, referéncia da utilizagdo do sistema de fase reversa por CLAE como
técnica de purificagio da BEC em urina para posterior derivatizagio do eluato e
quantificagdo por espectrometria de massa®,

JAVAID e cols.” referem um experimento que compara resultados obtidos em
métodos que utilizam DIC, CG/EM e DCE, onde o coeficiente de correlagio foi de 0,986,
mostrando que as diversas técnicas se equivalem, a despeito da sensibilidade
incontestavelmente maior observada para a CG/EM.

A combinagio de diferentes técnicas de detecgdo com aquelas referentes a
extragdo e 2 derivatizagdo, permite a composicio de métodos com capacidade variada

quanto a especificidade e a sensibilidade, o que orientard a escolha, dependendo da
finalidade da anAlise.

A Tabela II agrupa alguns trabalhos analiticos, em funcdo da técnica de
identificacdo, natureza da amostra e aplicagdo analitica indicada pelo autor.



TABELA ]I - Técnicas analiticas utilizadas na determinagdode COC e produtos de
biotransformag¢io em diferentes amostras biolégicas, referidas em diversos

trabalhos consultados.
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Técnica amostra analito sensibili- finalidade referéncia
dade do mé- da anélise
todo (eg/mL
ou ug/g)
imunoensaio urina BEC 03 verificacio de
farmacodependéncia 66
CCD urina BEC 30 verificagio de 65
CcOoC 1,0 farmacodependéncia
urina BEC 0,1 verifica¢do de 134
cocC 0,25 farmacodependéncia
urina BEC 20 verificagio de 16
farmacodependéncia
urina BEC 0,5 verificagao de 66
EME farmacodependéncia
cocC
CG/DIC urina BEC 03 42
urina BEC 0,2 estudo 133
CcoC 0,1 toxicocinético
CG/DCE plasma BEC 0,005 estudos 81
toxicocinéticos
CG/DNP plasma CcoC 0,005 estudos toxicodina- 69
micos e cinéticos
sangue cocC 0,02 estudos 38
toxicocinéticos
plasma CoC 0,01 estudos 81
toxicodinamicos
plasma CcOocC 0,005 67
sangue coC 0,01 estudo de 8
intoxicagcdes
plasma CoC 0,003 estudos 64
farmacocinéticos
sangue BEC 0,015 estudo de 57
urina CoC intoxicagoes
plasma coC 0,01 estudos 63
BEC farmacocinéticos



cont. - TABELA II
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Técnica amostra analito sensibili- finalidade referéncia
dade do mé- da anilise
todo (ug/mL
ou ug/g)
CG/EM sangue BEC 0,04 diagnéstico de 119
tecdo CcocC intoxicac¢oes
sangue BEC 0,005 diagndstico de 24
cocC intoxicagdes
NOR
urina BEC 0,035 verificacdo de 74
farmacodependéncia
sangue cocC 0,05 verificagio de 128
urina BEC farmacodependéncia
CLAE urina BEC 0,02 verificagio de 124
farmacodependéncia
urina BEC 0,05 verificacio de 66
farmacodependéncia
sangue BEC 0,05 estudos 66
toxicocinéticos
sangue BEC 0,05 diagnéstico de 129
urina CcocC intoxicagdes

analito - substincia analisada

COC - cocaina
BEC - benzoilecgonina
EME - éster metil ecgonina

CD - cromatografia em camada delgada

CG - cromatografia em fase gasosa

DIC - detector por ionizagio em chama
DCE - detector por captura de elétrons

DNP - detector especifico de nitrogénio e f6sforo

EM - cspectrometria de massa

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia
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3. OBJETIVO E PLANO DE TRABALHO

De acordo com as consideragdes feitas preliminarmente, a titulo de
introdugdo, o presente trabalho objetiva o estabelecimento de metodologia
analitica, que fornega subsidios auxiliares no diagnéstico da intoxicagio aguda por
cocaina, nos casos de interesse médico-legal.

Para cumprir tal objetivo, elaborou-se o seguinte plano de trabalho:

- revisdo dos métodos analiticos existentes na literatura para
identificagdo e quantificagdo de cocaina em material biolégico;

- padronizagio de metodologia para identificagdo de cocaina e
benzoilecgonina em urina e cocaina em sangue por cromatografia
em camada delgada,;

- padronizagdo de método para quantificagdo de cocafna em sangue
por cromatografia em fase gasosa, com uso do detector por
10nizagio em chama;

- aplicagdo dos métodos padronizados as amostras de sangue e urina
de cadaveres, cujos histéricos de 6bitos sugerem a intoxicagdo por
overdose de cocaina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1, Material

4.1.1. Aparelhos e acessérios

. Aparelho de cromatografia em camada delgada "Quickfit" -
(Quickfit & Quartz), equipado com cubas de vidro, placas de
vidro de 20 x 20 cm, nebulizadores e micropipetas de S e 10 gL.

. Cromaté6grafo a gas, modelo 3300 - Intralab, equipado com
detector por ionizagio em chama (DIC); injetor tipo
"split/splitless", com insersor do tipo "on-column".

. Coluna cromatogréfica capilar de silica fundida e metilsilicona
quimicamente ligada (100% metilpolisiloxano-DB1-Intralab)
com 30m x 0,242 mm de didmetro interno; espessura do filme
0,25 um; eficiéncia: 4665 pratos tedricos/metro, calculada para o
tridecano.

. Integrador Intralab, modelo 4290 (Intralab S/A - Instrumentagio
Analitica, Sdo Paulo).

. Centrifuga GLC-1, (Sorvall).
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. Potenciémetro digital, modelo 601 (Orion).
. Estufas, banhos de 4gua e agitador mecinico tipo "vortex".

. Gases especiais para cromatografia em fase gasosa (CG) :
nitrogénio, oxigénio e hidrogénio (White Martins S/A).

4.1.2. Solugodes-padrao

4.1.2.1. Solugbes-estoque

. solugdo etanodlica de cocaina (Merck),a 0,5% como
base livre (112,02 mg de cloridrato de cocafna/20
mL de etanol);

. solugido etanodlica de cocaina a 0,1 e 0,01% obtidas
por diluigdo da solugao a 0,5%;

. solugdo etanélica de codeina (Sandoz SA - BALE -
Swiss), padrdo de referéncia, a 0,5% como base
livre;

. solugdo etanélica de benzoilecgonina (obtida por
doagdo da "Division of Narcotic Drugs - United
Nations Organization", Viena) a 0,1% (5 mg foram
dissolvidos em 5 mL do solvente);

. solugdes etandlicas a 0,5% dos seguintes farmacos:
benzocaina, cafeina, dibucaina, lidocaina, nicotina,
procaina, propoxifeno e tetracaina (fdrmacos
estudados como interferentes das anal\ises).
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4.1.3. Adsorvente, sistemas-solventes e agentes cromo. génicos

. Adsorvente

- placas de vidro de 20 x 20 cm, revestidas com silicagel G-60,
Merck® (20 g para 40 mL de 4gua destilada) com espessura de
0,25 mm. As placas foram secadas durante 15 minutos em
temperatura ambiente e ativadas em estufa a 110°C, durante
uma hora - "placas confec cionadas”;

- cromatoplacas de silicagel G-60, Merck®, 20 x 20 c¢m, com

espessura de 0,25 mm e ativadas por 30 minutos a 110°C -
"placas prontas".

. Sistemas-solventes

- (A) metanol-aménia (100:1,5)?

A saturacdo da cuba foi feita por uma hora e o maximo de

duas cromatoplacas foram desenvolvidas
concomitantemente, tendo sido o sistema utilizado apenas
uma vez.

- (B) cloroférmio-metanol (1:1)%"%

O sistema foi guardado em frasco de vidro 4mbar e usado
no maximo até quatro semanas apos a preparagao.

- (C) acetato de etila-cicloexano-metanol-aménia (70:15:10:5) - (C,)
acetato de etila-cicloexano-aménia (50:40:0,1) - (C,)
Observacio: Segundo recomendagdes do autor”, o
solvente (C,) deve ser preparado pelo menos 24 horas

antes de ser utilizado e usado até quatro semanas apds a
. preparagio; o (C,), por sua vez, deve ser preparado uma
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hora antes do uso e descartado apés 24 horas da
preparagao.
- (D) cicloexano-tolueno-dietilamina (75:15:10)®

A saturagdo da cuba foi feita durante uma hora e foram
desenvolvidas o0 maximo de trés cromatoplacas.

. Agentes cromogénicos

- Reativo de Dragendorff iodado (DI)!*® 10 mL de solugio aquosa
de iodeto de potéssio a 40%; 10 mL de solugio 1N de nitrato de
bismuto em 4cido acético glacial a 20%; 80 mL de 4cido sulfirico
a 10%; 2 g de iodo ressublimado.

- Reativo de iodoplatinato (IPt)2 0,25 g de cloreto platinico (4cido
IV hexacloroplatinico); 5,0 g de iodeto de potédssio; 100 mL de
4gua destilada.

- Reativo de iodoplatinato fortemente acidico (HIPt)2 1 mL solugio
de cloreto platinico a 5%; 9 mL solugao de iodeto de sédio a
10%; 2° mL de 4gua destilada; 3 mL de A4cido cloridrico
concentrado;

4.1.4. Solventes e solugées reagentes (utilizados nas técnicas de extragio)

. cloroférmio, isopropanol, cloreto de n-butila
. cloreto de s6dio
. tampdo fosfato pH 7,0®

(A) 0,9465 g de fosfato de s6dio bibasico (Na,HPO, ) em 100
mL de 4gua destilada.

(B) 0,4536 g de fosfato de potdssio monobési co (KH,PO,) em
50 mL de 4gua destilada.
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80 mL da solugdo (A) foram adicionados a 20 mL da solugio
(B). Ajustou-se o pH para 7,0 pelo gotejamento da solugio (B)
em um béquer, submetido 2 agitagio magnética e A medigido
potenciométrica.

. solugdo de 4cido sulffiricoa 0,5 N
. bicarbonato de s6dio
. sulfato de s6dio anidro

A excegio do cloreto de p-butila, proveniente da Riedel - de

Haénag, os demais solventes e reagentes foram grau "pré-
anilise” MerckE.

4.1.5. Amostras de urina

4.1.5.1. Brancos de referéncia

. Urina colhida de voluntéirios, ndao medicados pelo
menos durante 48 horas precedentes da coleta.

Urina proveniente de caddveres humanos
necropsiados no Instituto Médico Legal - sede, sem
indicagdo de uso de cocaina ou de outros firmacos,
conforme notificagoes expressas nas respectivas
requisigoes de exame toxicolégico.

4.1.5.2. Amostras selecionadas para andlise

. Urina de caddveres humanos necrop siados nos
postos médico-legais do interior do Estado de Sao
Paulo e no IML-sede, cujas requisigbes de exame
referem histérico de uso de cocaina ou "droga de
abuso” sem qualquer especificagdo (4 amostras).
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4.1.6. Amostras de sangue

4.1.6.1. Brancos de referéncia

Sangue proveniente de caddveres hu manos,
necropsiados no IML-sede, cujos histéricos de 6bito
expressos em requisi¢io de exame ndo indicam o
uso de cocaina ou qualquer outro fAirmaco.

4.1.62. Amostras selecionadas para andlise

. Sangue de caddveres humanos necrop siados nos
postos médico-legais do interior do Estado de Sao
Paulo e no IML-sede, com histérico de uso de
cocaina ou "droga de abuso”, sem qualquer
especifica¢do (25 amostras).

A todas as amostras de sangue foi adicionado
fluoreto de s6dio de maneira a se obter
concentragao final de 2,5 mg/mL™,

4.2, Métodos

42.1. Identificaciio de cocafna e benzoilecgonina em urina e cocafna em sangue
por cromatografia em camada delgada. -’

42.1.1. Padroniza¢io da técnica cromatogrifica em camada
delgada .

Foram aplicados respectivamente em tris séries de
quatro cromatoplacas prontas e confeccionadas 0,25;
0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 10 ug dos padrdes de cocafna e
benzoilecgonina ¢ 10 ug de codefna e dos firmacos
relacionados no item 4,122, como firmacos
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interferentes. As placas foram desenvolvidas, nos
quatro sistemas-solventes descritos no item 4.1.3.: 10
cm para os sistema (A) e (B); 15 cm para o sistema
(D) e para o sistema (C) seguiu-se a conduta
preconizada por KAISTHA e cols.”, a saber:
aquecimento da placa a 90°C por 3 minutos apés
aplicagio dos padrées; desenvolvimento até 9,0 cm em
(C,)); secagem 2 temperatura ambiente por 20
minutos; aquecimento por 3 minutos a 90°C e
desenvolvimento até 14,5 cm no sistema (C,).

Apoés completa evaporacido dos solventes, as placas
foram nebulizadas com IPt, HIPt ¢ DI, conforme
descrito no item 4.1.3.

4.2.1.2. Conduta analftica para identifica¢fo de cocafna e
benzoilecgonina em urina!!% 134

Foram transferidos 5 mL de urina para funis de
separagao e adicionados 3,0g de NaCl ¢ 25 mL da
mistura cloroférmio-etanol (80:20). Apés agitagao
vigorosa manual por 1 minuto e repouso de 3 a 5
minutos, a fase orginica foi filtrada sobre papel de
filtro e sulfato de s6dio anidro, sendo a extragao
repetida. Os extratos foram recolhidos em béqueres,
levados a evaporar em banho de 4gua a 60°C e antes
da completa evaporagio foram transferidos para
béqueres afunilados de S5 ml, silanizados (a
silanizagio foi realizada com solugio a 10% de
diclorometilsilano em tolueno) e evaporagio total
realizada a temperatura ambiente. Os resfduos foram
retomados em 200 pL de cloroférmio-etanol (80:20),
agitados em "vortex" por 30 segundos e transferidos
quantitativamente para cromatoplacas desenvolvidas
no sistema solvente (B) e nebulizadas com DI (Fig. 4).

Uma segunda alfquota foi submetida ao mesmo
procedimento, sendo os residuos retomados em 200
pL de clorofé6rmio-etanol (80:20), agitados em "“vortex”
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por 30 segundos e transferidos quantitativamente para
cromatoplacas desenvolvidas no sistema (D) e
nebulizadas com HIPt.

S mL urina
3,0gNaCl .
2S mL clorof6rmio-etanol (80:20)
- agitar 1 min
-3 a S min repouso
- filtrar sobre Na, SO, anidro
fase aquosa fase orgénica
{
|
f - evaporar até
: secura
|
descartar resfduo
~200 ul.
clorof6rmio-
etanol (80:20)

FIGURA 4 - Fluxograma do procedimento da extragio de urina para identificagao
de cocaina e benzoilecgonina.
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42.1.3. Conduta analftica para identificacio de cocafna em
sangue!”,

Foram transferidos 5 mL de sangue, S mL de tampio
fosfato (pH 7,0) ¢ 3,0 g de NaCl para funis de
separagdo com capacidade para S0 mL. A extragdo foi
realizada com 25 mL da mistura cloroférmio-
isopropanol (9:1), por agitagio vigorosa manual,
durante 1 minuto. Ap6s repouso de S a 10 minutos, a
fase orgénica foi desidratada por filtragdo sobre
sulfato de s6dio anidro em papel de filtro. Apods
repeticio do processo, os extratos orginicos foram
recolhidos em béquer, levados a evaporar 2 secura em
banho de 4gua a 60°C. O residuo foi retomado com 3
mlL de 4cido sulfirico 0,5N e 3 mL da mistura
cloroférmio-isopropanol (9:1) e a fase orgénica
descartada apds agitacdo manual vigorosa por 1
minuto. Mais 3 ml. da mistura de cloroférmio-
isopropanol (9:1) foram adicionados 2 fracdao aquosa e
0 processo repetido. A camada aquosa remanescente,
foram adicionados 3,0 mL de solugdo saturada de
bicarbonato de sédio e mais 3,0. mLL da mistura
clorofé6rmio-isopropanol (9:1) e a extragido efetuada
por agitagio vigorosa manual durante 1 minuto. A fase
orginica foi transferida para béquer de 5 mL
afunilado, silanizado e o processo repetido. Os
extratos assim obtidos foram evaporados a
temperatura ambiente. Os residuos foram retomados
com cerca de 200 pL, agitados durante 30 segundos em
agitador tipo "vortex” e transferidos quantitativa e
equitativamente para duas cromatoplacas
desenvolvidas nos sistemas-soiventes (B) ¢ (D) e
nebulizados com DI e HIPt, descritos em 4.1.3. (Fig.
).
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4.2.2. Quantifica¢io de cocaina em sangue por cromatografia gasosa

4.22.1. Procedimento da extra¢iao!"

Foram transferidos 2 mL de sangue, 2 mL de tampio
fosfato pH 7,0 ¢ 1,5 g de NaCl para tubos de 25 mL
dotados de rolha esmerilhada. Aos tubos, apés
agitagdo em "vortex", foram adicionados 10 mL da
mistura cloroférmio-isopropanol (9:1) e a extragio
realizada por agitagio vigorosa manual por 1 minuto e
centrifugagdo a 3000 rpm durante 15 minutos. Apés
centrifuga¢do, as "rolhas" de sangue obtidas foram
inferiores a 10 mm e os sobrenadantes descartados. As
fases orginicas foram entdo filtradas sobre papel de
filtro para tubos limpos e levados a evapora ¢io em
banho de 4gua até secura. Os residuos foram
retomados com 3 mL de cloreto de g-butila ¢ 3 mL de
4cido sulfiirico 0,5N, por agita¢do em "vortex” durante
30 segundos. Ap6s agitagio manual vigorosa por 1
minuto, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por
10 minutos e o cloreto de p-butila aspirado e
descartado. Adicionais 3 mL de cloreto de n-butila
foram utilizados e a operagio repetida. As fases
aquosas remanescentes foram saturadas com
bicarbonato de sOdio e extraidas com 3,0 mL de
cloreto de n-butila, por agitagio manual durante 30
segundos e posteror centrifugagdo a 2000 rpm por 10
minutos. As fases orginicas foram transferidas para
béqueres afunilados de 5 ml, silanizados, e
evaporados 2 secura em temperatura ambiente. Os
residuos foram retomados com 50 gL de solugdo
etanélica de codefna a 0,1%, agitados durante 30
segrindos em agitador mecinico tipo "vortex" e 1,0 uL
imediatamente injetado no cromaté6grafo a gis (Fig.
6).
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2 ml sangue
2mL tana)é.o fosfato pH 7,0
~ g Na

1
10 mL clorof6rmio-isopropanol {9:1)

- vortex 30 segundos
- agitar 1 minuto
- centrifugar 15 min 3 3000 rpm

R .
fase aguosa fase orgdnica
\
- evaporar 4 secura

residuo i

+ 3 mL H,50, 05N

+ 3 mL cloreto p-butila

- vortex 30 segundos

- agitar 1 miouto

- centrifugar 10 min a 2000 rpm

‘ . fase aquosa
fase orgdnica + 3 mL cloreto g-butila
: - vortex 30 seg
descartar - agitar 1 min
- centrifugar 10 min a 2000 rpm
|

fase organica fase aquosa
' + NaHCO, _
sc:ar(ar + 3 mL cloreto p-butila
de - agitar 30seg
' - centrifugar 10 min
a 2000 rpm

fase aquosa fase orginica

' evaporar i secura
descartar

residuo 11

+ 50 uL solugdo
etandlica de

codefna 0,1%

- vortex 30 seg

injetar 1 gL

FIGURA 6 - Fluxograma do procedimento de extragdo de sangue para
quantificacdo de cocafna.
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4222. Condigdes cromatogrificas

Os resfduos II, oriundos de sangue "branco” e obtidos
de acordo com o descrito no item 4.22.1, foram
retomados com 50 uL de solugdes-padrio de trabalho
(CG) de cocafna, agitados em "vortex” por 30 segundos
e 1 upL injetado no cromatégrafo, apbés o
condicionamento da coluna através de S injegoes de
extrato de sangue "branco”. Foram escolhidas as
temperaturas € a atenuagdo mais convenientes as
propostas do trabalho.

4.2.2.3. Linearidade da técnica cromatogrifica

A linearidade da técnica cromatografica definida pelo
intervalo de concentragdes, no qual a intensidade do
sinal gerado pelo detector é diretamente proporcional
a concentra¢io da amostra, foi verificada através do
uso das solugdes de trabalho (CG) descritas no item
4.1.2. e submetidas ao tratamento' descrito no item
4222,

422.4. Curva de calibragao

Foram transferidos volumes entre 0,025 e 0,5 mL, -
respectivamente, das solugdes-padrdo de trabalho de
0,1 ¢ 0,01% de cocaina para tubos de 25 mL com
tampas esmerilhadas, silanizados. O solvente foi
evaporado a secura em banho de 4gua a 60°C. Os
residuos foram retomados com 10 mL de sangues
"branco" por agitagio em "vortex" durante 1 minuto,
resultando em amostras de 0,25 até 20 microgramas de
cocafna por mililitro de sangue.
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maior do que aqueles correspondentes ao rufdo da
linha de base, foi verificado através da anilise de
amostras de sangue enriquecidas com solugdes-padrio
de cocafna, preparadas de acordo com o procedimento
descrito no item 4.2.2 4.

O limite de quantificagdo, definido como a menor
concentragdo para medidas quantitativamente
precisas®®!, foi determinado através da andlise dos
resultados obtidos no item 4.2.2.6.

4.2.2.8. Presenga de fairmacos interferentes

. Adicionados aos extratos

Foram transferidos 50 y4L. de cada uma das solugbes de
trabalho, relacionados como firmacos interferentes
(CG) no item 4.1.2,, para béqueres afunilados de S mL
com extratos da andlise de sangue "branco”, obtidos de
acordo com procedimentos descritos no item 4.2.2.1.
ApOs agitagdo em agitador do tipo "vortex” por 30 seg,
1 pL foi injetado no cromatégrafo e os valores de
tempo de retengdo relativo a codefna foram
comparados aqueles obtidos para a cocaina.

. Adicionados a amostras de sangue

Foram transferidos volumes das solugdes de
propoxifeno e lidocafna, relaciona-dos no item 4.1.2,
para tubos de 25 ml, com tampas esmerilhadas,
silanizados, de maneira a resultar amostras com
concentragoes compativeis com as superdoses para os
dois farmacos, ap6s adi¢do de 20 mL de sangue
"branco" de referéncia (10 pg/mL para lidocaina e 10
pg/mL para o propoxifeno)*#’. Imediatamen-te ap6s
o enriquecimento, foram retiradas, em triplicata,
aliquotas de 2 mL e submetidas aos procedimentos de
extragdo descritos no item 4.2.2.1. Os extratos foram
cromatografados e os tempos de retengdo relativos a
codefna comparados dqueles obtidos para a cocafna.
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4.2.3. Aplicagio da metodologia proposta As amostras fle sangue e urina
selecionadas para o trabalho

As amostras de urina e sangue descritas nos itens 4.1.5.2. ¢
4.16.2. foram submetidas aos procedimentos descritos em
42.13e4.22.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacao de cocafna e benzoilecgonina em urina e cocafna em
sangue por cromatografia em camada delgada (CCD)

5.1.1. Padronizagao da técnica cromatogréifica em camada
delgada

Os resultados da avaliagdo da sensibilidade da cocafna e

benzoilecgonina frente aos agentes cromogénicos estudados, estdo apresentados na
Tabela III.

A Tabela IV ilustra o comportamento dos fArmacos estudados, frente
aos agentes propostos, para quantidades de 10 pg, excecio feita a cocaina (5 ug).

As Tabelas V e VI apresentam a média dos valores de hRf da COC,
BEC, bem como dos fArmacos estudados como interferentes, obtidos ap6s 10 e 5
determinagées, respectivamente em placas “"confeccionadas" e ‘“prontas”,

desenvolvidas nos quatro sistemas solventes estudados, conforme descrito no item
4.2.1.1.

' A Tabela VII apresenta as médias dos desvios-padrao obtidos para os
diferentes farmacos, para cada sistema-solvente utilizado, respectivamente para
placas "prontas” e "confeccionadas".

Os resultados de hRf obtidos para os sistemas-solventes B ¢ D em placas

cromatogréficas "prontas” foram dispostos comparativamente, conforme mostra a
Fig. 7.
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TABELA IV - Comportamento cromatografico em camada delgada de11 formacos
submetidos 4 detecgdo com agentes cromogénicos.

farmaco agentes cromogénicos
(10 ug)
Pt HIPt DI
benzocaina - - cs
+
benzoilecgonina - az cs
++ ++
cafeina - pu cs cs
. . +++ ++
cocafna vi pu cs cs
+++ ++ 4 ++ 4+
codefna az pu al cs
+4 ++ +++
dibucaina vi pucs cs
++ +++ +++
lidocaina az cn vial cs
+++ +++ ++4
nicotina az vd csvd cs
++ ++ +++
procaina vi cs vd cs
++ +++ +++
propoxifeno pu pucs cs
++ ++ +4+
tetracafna vi pu cs cs
+++ ++4 +++
al alaranjado pu parpura
az azul ro réseo - reagio negativa
cn cinza vd verde + fraco
cs castanho vi } violeta ++ ecvidente
. Sug ++ + forte

Sistema-solvente (B) : clorof6rmio-metanol (1:1)
IPT - Reativo de iodoplatinato

HIPT - Reativo de iodoplatinato fortemente acfdico
DI - Reativo de Dragendorff iodado



TABELA V - Valores de hRf dos firmacos para os quatro sistemas solventes
propostos, obtidos em placas cromatograficas "confeccionadas”.
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X = média de 10 determinagdes

S = desvio-padrao

(A) metanol-amonia (100:1,5)

(B) clorof6rmio-metanol (1:1)

(C) acetato de etila-cicloexano-metanol-amdnia (70:15:10:5)
e acetato de etila-cicloexano-amdnia (50:40:0,1)

(D) cicloexano-tolueno-dictilamina (75:15:10)

Agente cromogénico: DI

hRI (X £ S)
farmaco
(10 Hg) sistemas-solventes
(A) (B) (C) (D)
benzocafna 670 ¢ 50 86,0 + 3,0 77,0 £10,0 40+ 19
benzoilecgonina 243 £ 6,1 23,1+ 34 240+ 72 00
cocafna’ 697 + 5,4 60,6 + 3,8 66,6 + 6,5 50,1 + 6,1
codefna 409 + 49 336 + 34 399 + 49 40+ 20
cafelna 655+ 9,1 794 + 31 482 + 6,1 40+ 11
dibucaina 62,1 + 41 94+ 74 653 + 4,7 249 + 47
lidocafna 727+ 42 852 + 56 744 £ 30 30,1 + 38
_ nicotina 64,4 + 81 683 + 3,4 520 + 43 376 + 3,1
procafna 65,5 + 6,5 480 + 4,5 61,0 = 3,1 41+ 18
propoxifeno 676 + 48 63,143 769 + 6,5 60,5 + 3,5
tetracaina 60,0 + 3,7 569 + 48 61,6 £ 2,4 136 + 38
*Spg






TABELA VII - Médias dos desvios-padrao em quatro sistemas-solventes, obtidos
em placas cromatograficas "prontas” e "confeccionadas”.

Sistema PP pc
solvente
(A) 35 56
(B) 2,5 42
© 34 53
(D) 1,5 29

PP - placa "pronta”

pc - placa "confeccionada”



clorof6rmio-metanol
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cicloexano-tolueno-dietilamina

(1:1)
(75:15:10)
hRf hRf
90 benzocafna 90
lidocaina T
cafefna
80 - -80
nicotina
70 - dibucafna -70
tetracafna
60 - propoxifeno - 60
propoxifeno
cocaina
procaina
50 - - 50
cocaina
codeina
40 - - 40
nicotina
30 - lidocaina -30
dibucaina
benzoilecgonina
20 - -20
tetracafna
10 - -10
benzocaina
procafna, codefna
cafefna
benzoilecgonina
(B) (D)

FIGURA 7 - Disposi¢do dos valores de hRf obtidos em cromatoplacas
"prontas”, desenvolvidas em dois sistemas solventes e revelagiao

com trés agentes cromogénicos.
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5.12. Conduta analitica para identificagdo de cocafna e
benzoilecgonina em urina

As Figuras 8 e 9 mostram os cromatogramas - CD de extratos de

urinas enriquecidas com COC e BEC e submetidas ao procedimento descrito no
item 4.2.1.2.

O limite de detecgio foi de 0,5 e 10 ug/ml, respectivamente para
COC e BEC.

5.1.3. Conduta analftica para identificacao de cocaina em sangue

A cocaina foi identificada em amostras de sangue enriquecidas
com concentragoes a partir de 0,5 ug/mL (Figuras 10 e 11).












Nota da BCQ: No impresso, esta faltando a pagina 62.
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52. Quantificagdo de cocafna em sangue por cromatografia em fase gasoéa
[

5.2.1. Condigdes cromatogrificas

As condigbes analiticas cromatogréficas foram escolhidas, de
acordo com o descrito no item 4.2.2.2, como se segue:

1. Temperaturas
coluna (Tc) = 210°C
injetor (T;) = 230°C
detector (T)) = 245°C
2. Vazio gés de arraste (H,) .

fluxo na coluna: 1 mL/min

razio de divisdo (injetor na
condigdo "split"): 50

3. Fluxos dos gases no detector

Z,
il

5 30 mL/min
30 mL/min

O, =210 mL/min
4. Atenuagdo: 32

5
it

Velocidade do papel registrador: 0,25 cm/min

A Fig.12 apresenta 0s cromatogramas referentes a extratos
provenientes de amostras de sangue "branco” de referéncia e
sangue enriquecido com cocaina 5,0 ug/ml submetidos aos
procedimentos descritos nos itens 4.2.2.1. e 4.2.2.4.
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FIGURA 12 - Cromatograma referente a amostras de sangue "branco” de

reteréncia e enriquecida com cocaina. (A): cocafna ¢
(B): codefna

Coluna capilar DB1

Detector: DIC

Tc = 21°C; T, = 230°C e T, = 245°C.
Fluxo (H,) = l'mL/min

Aten.: 32
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52.2. Linearidade da técnica cromatogrifica

A resposta do detector foi linear para a faixa
estudada, ou seja, quantidades de 102 800 ng,

A Tabela VIII apresenta os valores médios de trés
determinagoes, em cinco dias diferentes e¢ a Fig. 13
representa o gréifico da linearidade construido com estes
valores.

52.3. Curva de calibragio

A curva de calibragdo (Fig. 14) foi obtida através dos dados
apresentados na Tabela IX.

A equacgao da reta foi estabelecida pelo método dos minimos
3uadrados e utilizada na quantificagdo da cocaina em amostras
e sangue selecionadas para andlise.

5.2.4. Recuperacao do método

A recuperagio média da cocafna extraida de amostras
enriquecidas e determinadas de acordo com o item 4.2.2.5. foi de
67,8% e os dados relativos & diferentes concentragoes estio
relacionados na Tabela X.



TABELA VIII - Relagdo entre as 4dreas dos picos produzidos
pela cocafna SCOC) e codefna (PR) (1ug)
com a quantidade injetada no aparelho, ob-
tidas em cinco dias (n = $).

RELACAO ENTRE AS AREAS

COC/PR (R)

cocaina

(ng) n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 R
10 0,012 0,012 0,012 0,014 0,012 0,012
25 0,035 0,032 0,030 0,030 0,030 0,031
50 0,065 0,060 0,057 0,050 0,058 0,058
100 0,130 0,120 0,130 0,110 0,130 0,124
200 0,300 0,240 0,250 0,221 0,240 0,250
400 0,540 0,520 0,450 0,490 0,490 0,498
800 0,980 0,996 1,080 0,900 1,040 0,980
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FIGURA 13 - Representagdo da correlagdo entre quantidade de cocafna injetada
no cromatégrafo (CG) e a relagio de 4dreas dos picos
cromatograficos de cocafna (COC) e codeina (PR).
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TABELA IX - Parimetros analiticos obtidos para a elaboragio da curva de
calibragio.

Concentragio R
sangiifnea (fig/mL)

05 0,0143
1,0 0,0304
20 0,0672
50 0,1700
10,0 03267
20,0 0,7156

R‘ = rela¢do entre as 4reas cocaina/codeina - média obtida em nove determinagdes
realizadas em trés dias diferentes.
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FIGURA 14 - Representagio da curva de calibragdo para a determinagio de
cocafna nas concentragoes sangiiineas de 0,5 a 20 ug/mlL.



TABELA X - Recuperagdo da cocafna adicionada a amostras de sangue.

conceatragio n recuperagio
(Hg/mL) %
0,5 9 62,5
1,0 9 63,9
20 16 66,3
5,0 9 70,8
10,0 9 68,7
20,0 9 745

n = nimero de determinagdes
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TABELA XII - Coeficientes de variagio das concentragdes sangiifneas de cocafna
(COC) obtidos intra-ensaios.

COncenlragao

(Bg/mL) n R ) CV (%)
2,0 6 0,0700 0,0032 457
10,0 6 03333 0,0121 3,63

n = nGmero de amostras analisadas

R = média das relagSes entre as 4recas cocafna/codeina
obtidas

S = desvio-padrio

CV = coelidente de variagio

52.6. Limite de detecgio e limite de quantificacédo

O limite de detecgﬁo do método foi de 0,25 ug/mlL, quapdo
da anélise de 2,0 mL de sangue. O limite de quantificagdo foi de
0,5 pg/mL para 2,0 mL de sangue (coeficiente de variagao menor
que 10%).

§.2.7. Firmacos interferentes

A Tabela XIII mostra os tempos de retengio relativos a
codefna para cocafna, benzoilecgonina ¢ farmacos §e§tados como
possfveis interferentes e as respectivas quantidades injetadas.
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TABELA XIII - Tempos de retengio relativos A codefna, para cocafna,
benzoilecgonina e formacos testados como interferentes.

farmacos tRR (min) quantidade (ng)
benzocafna 0,1590 500
benzoilecgonina 1,5487 4000
cafefna 02413 500
cocafna 0,6210 500
dibucafna ND 500
lidocaina 0,2898 500
nicotina 0,1247 500
procaina 0,3871 500
propoxifeno 0,6230 500
tetracaina 0,6730 500

tgR = retengdo relativa A codefna (tempo de retengio do farmaco/tempo de retengéio da codefna)

* = média de 10 determinagies

ND = niao detectado no intervalo de 0,9 a 20 minutos

5.2.8. FArmacos interferentes apés os processos de ex-
tracao

A lidocafna e o propoxifeno foram extrafdos utilizando-se

a metodologia pr?osta e 0s cromatogramas estio representados
nas Figuras 15 e 16.
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FIGURA 15 - Cromatograma CG de amostra de sangue enriquecida com
propoxiteno. (A): propoxifeno e (B): codeina

Coluna capilar DB1

Detector: DIC

Te=210°C; T;=230°C e Ty, = 245°C,
Fluxo (H,) =1 mL/min

Aten.: 32
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FIGURA 16 - Cromatograma CG

de amostra de sangue enriquecida com lidocaina.

(A): lidocafna e (B): codefna
Coluna capilar DB1

Detector:
Tc=210°C

-Fluxo (H,)
Aten.: ;-212

IC
» Ty=230°C e T, =245°C.
=1 mL/min
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5.3. Resultados obtidos com a aplicacdo dos métodos propostos
as amostras selecionadas para o trabalho

A Fig 17 mostra o cromatograma relativo 2 amostra de sangue
integrante daquelas referidas no item 4.1.6.2.

Cocaina (COC) e benzoilecgonina (BEC) foram pesquisadas em
amostras de sangue e urina, de cadiveres humanos necropsiados no IML de
Sao Paulo, conforme descrito nos itens 4.1.5.2. ¢ 4.1.6.2.

As anilises foram realizadas segundo o descrito nos itens 4.2.1. e

4.2.2. e os resultados obtidos para 25 amostras analisadas estio apresentados
na Tabela XIV.

76



L

(B)

.

FIGURA 17 - Cromatograma CG de amostra de sangue grovemente de necrépsia
com hist6rico de intoxicagao aguda por cocafna. (A):
cocaina e (B): codefna

Coluna capilar DB1

Detector: DIC

Tc=210°C; T, =230°Ce T, =245°C.
Fluxo (H1) =" mlL /min

Aten.:
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TABELA XIV - Resultados da aplicagio da metodologia proposta a 25 casos de
sangue e urina colhidosde caddveres humanos, cujos
histéricos indicam ou nao intoxicagao por superdose de

cocaina.
cocalna benzoilecgonina observagies
Caso amostra CCD CG
histérico de
1 urina + + superdose
sangue + 6,26 lig/mil.
2 urina + +
histérico de
3 sanguc + 2,18 pg/mL superdosc
! .
4 sangue + +
hist6érico de superdose
5 sangue ND ND DA= 1,0
histérico de
6 sangue ND ND superdose
7 sangue + 2,50 pg/mL
histérico de
8 sangue + 0,869 pig/mL superdosc
suspeita de
9 sangue ND ND superdose
histérico de suicidio
10 sangue ND ND por superdose
: hist6rico de
1 . sangue + 4,43 ig/ml - dependéncia a drogas
12 sangue + 10,59 pg/mL - "body packer"
histérico superdose
13 sangue ND ND COC,presenca
urina ND ND fenobarbital



- cont. Tabela XTIV -
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cocaina benzoilecgonina observagoes
Caso amostra CCD CG CCD

histérico super

14 sangue + 735 pg/mlL - dose
hist6rico de uso

15 sangue + 4,08 lig/mL - de “entorpecentes”

16 sangue + 2,60 jig/mlL -
verificagio de uso

17 sangue ND ND de entorpecentes
"politraumatismo”
histérico de superdose

18 sangue + 3,36 ig/mL - DA=0,2g/L

urina + + +

presenga de

19 sangue + 3,20 jg/mlL - lidocaina
histérico de

20 sanguc + 3,42 pg/ml - mtoxicagio exgena
"body packer”

21 sangue + 18,80 yg/mL - presenga lidocaina
histérico de

2 sanguc + 1,60 yg/mL - superdose
histérico de

23 sangue + 331 jig/ml - superdose
histérico de

4 sangue + 2,75 pig/mL - superdose
histérico de

25 sangue + 7,70 pig/mL - superdose

ND = nio detectado * abaixo do limite de quantificagio

CCD - cromatografia em camada delgada

CG - cromatografia gasosa

COC - cocaina

BEC - benzoilecgonina



6. DISCUSSAO

Este trabalho pretendeu, conforme ji descrito anteriormente, apresentar uma
metodologia analitica, que possibilite ao toxicologista forense estabelecer um diagnéstico
laboratorial inequivoco da intoxicagdo por overdose de cocaina.

Para cumprir tal objetivo, foi necessirio adequar a obtengao do maior nimero
possivel de parimetros analiticos as condigoes existentes nos diversos laboratérios de
Toxicologia Forense do Estado de Siao Paulo, onde, na maioria das vezes, ndo se dispoe de
equipamentos sofisticados para as andlises .

Assim, para ndo comprometer a exeqiiibilidade da andlise, os critérios de
escolha da metodologia a ser testada ap6s revisio da literatura, procuraram na medida do
possivel se adequar as técnicas cromatogrificas de triagem ji padronizadas no Servigo
Técnico de Toxicologia Forense do IML - sede e otimizé-las para a identificagdo de cocafna e
benzoilecgonina. Esta conduta possibilitou, inclusive, a inser¢do desses métodos na rotina
laboratorial, sem que houvesse a necessidade de utilizagdo de alfquotas adicionais de
amostras.

Nas anilises toxicolégicas, principalmente naquelas com finalide forense, &
fundamental que a especificidade - entre outros pardmetros - seja avaliada criteriosamente,
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evitando-se assim erros de interpretagio decorrentes da presenga de outras substdncias, os
chamados interferentes.

O padrdo de benzoilecgonina utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido
pela Organizagdo Mundial de Sadde - OMS, apés sucessivas solicitagbes a diversas
institui¢des. Baseando-nos em dados da literatura® 4 12, tentamos obter a benzoilecgonina,
através da hidrélise alcalina da cocaina. Para tanto, submetemos diferentes aliquotas de
solugdo etandlica de cocafna a 1%, a diferentes valores de pH entre 8 e 10. Obtivemos
benzoilecgonina em todas as amostras, numa velocidade e eficiéncia que nio nos foi possfvel
precisar. A separagio da benzoilecgonina assim obtida foi feita em placas cromatograficas
em camada delgada preparativas e o rendimento, apés eluigdo, nio foi considerado
satisfat6rio quando comparado em CCD a 10 ug do padrao.

Os anestésicos locais estudados como interferentes foram os que ocorrem mais
freqlientemente como adulterantes na cocafna comercializada no municipio de Sao Paulo,
sendo este dado an4logo ao que ocorre em outras localidades™ 55,

A nicotina e a cafeina foram estudadas, devido & possibilidade da presenga das
mesmas em materiais biol6gicos, provenientes dos usudrios de cocafna.

O propoxifeno, embora em nosso meio nao seja um agente importante de
letalidade, ao contrério de outros paises* ® constitui problema principalmente na an4lise de
material contido em seringas apreendidas, onde sua ocorréncia € freqiiente. A constatagao de
que apresenta comportamento analftico semelhante, quando ndo idéntico 3 COC, quando
submetido a sistemas cromatograficos em CD ¢ CG amplamente utilizados em Laboratérios
de Toxicologia’ % 34 101,102,135 ihdicou a necessidade de estud4-lo como interferente.

Pelos registros de resultados de andlise do Servigo Técnico de Toxicologia
Forense, foi verificado, 2 semelhanga de dados internacionais’, ser a lidocaina o anestésico
local mais freqiientemente detectado como adulterante, 0 que obviamente aumenta a
probabilidade de sua ocorréncia nos casos de intoxicagio por overdose de cocaina® % 1%,
Assim, considerou-se oportuno estudi-lo como interferente apés o processo de extragdo de
matrizes enriquecidas. O propoxifeno também foi estudado através deste procedimento, para
a verifica¢do da influéncia do meio biol6gico e das condigdes de extragdo na interferéncia
anteriormente observada, quando do estudo do comportamento cromatogrifico em CG ¢ CD
da substéncia pura.

A identificagio inequivoca por CCD pressupée uma padronizagio bem
conduzida. Para tanto, torna-se imperativo a aplicagio de uma série de sistemas-solventes
que possibilitem, inclusive, a confirmagido do resultado, caso seja necessirio, mormente
quando ndo h4 disponibilidade de outra técnica analftica que possa fazé-lo'* %,

Os sistemas-solventes (A) e (B)® 3 ® fazem parte daqueles utilizados na
rotina de triagem do Servigo Técnico de Toxicologia Forense, sendo que o sistema (A), dada



sua utilizagao por outros autores” %, propiciou comparagio dos valores de hRf obtidos para
os dois tipos de placas cromatograficas (Tabelas V e VI),

O sistema (C)” foi escolhido por ser largamente empregado para firmacos de
interesse toxicol6gico, devido ao seu cardter discriminatério em relagio as substincias
endGgenas e aos xenobidticos, normalmente presentes nas amostras de urina.

Os solventes (B) e (C) mostraram-se satisfatorios na separagao dos firmacos
estudados, bem como na anilise dos extratos de urina. No entanto, a necessidade de
discriminagdo entre cocaina e propoxifeno exigiu a utiliza¢do do sistema-solvente (D)® que,
a semelhanga de outros, onde a dietilamina aparece como componente'é, propiciou melhor
resolugao, principalmente otimizando-se o desenvolvimento para 15 cm.

A manutencio da dietilamina sob refrigeragio foi critica na reprodugao dos
valores de hRf obtidos no sistema (D). Em relagio aos sistemas (A) e (C) houve melhora da
reprodutibilidade ap6s adogio de conduta de manutengdo da amdnia sob refrigeragao.

Um outro pardmetro gerado pelo sistema (D) para diferenciagio entre cocafna
e propoxifeno € a coloragio: 5 ug de cocafna revelados com Iodoplatinato fortemente acfdico
(HIPt) apresentam a cor vermelha, enquanto 10 ug de propoxifeno apresentam descoloragio
com o referido agente cromogénico. Neste sistema, entretanto, a sensibilidade quanto a
intensidade da reagdo frente aos reveladores estudados foi menor. Outro incoveniente é 0
desvanecimento ripido da coloragdo ap6s nebulizagio.

O Iodoplatinato fortemente acidico (HIPt) foi utilizado como agente
cromogénico, devido ao carater alcalino dos solventes utilizados?®, e eleito para a revelagiao
da benzoilecgonina, j4 que a mesma nio apresentou coloragio diferenciada com DI (Tabela
IV) e ndo foi detectada com suficiente sensibilidade pelo IPt, fato este j4 reportado por
outros autores® 71 132134,

A andlise comparativa entre as Tabelas V e VI mostra que, para os formacos
estudados, os valores se assemelharam, porém os desvios-padrio observados evidenciaram
que a dispersio em torno do valor-médio foi menor para aqueles obtidos quando foram
utilizadas placas cromatograficas prontas (Tabela VII).

Pelas caracteristicas de estabilidade, pelo poder discriminat6rio (separagio e
comportamento dos firmacos frente aos agentes estudados) e pela precisdo, escolheu-se o
sistema (B) como preferivel para a triagem e o sistema (D) para a confirmagao, sendo os
sistemas (A) e (C) respectivamente, 0s alternativos.

Assim, distribufram-se os hRf (Fig. 7), obtidos nos sistemas-solventes (B) e
(D), para os diferentes firmacos, em trés faixas (hRf 0-30, 30-60 ¢ 60-90) objetivando a
visualizagdo simultinea do comportamento das mesmas nos dois sistemas, 0 que fornece um
recurso adicional na interpretagio do resuitado®.
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Esta seqiiéncia de padronizagio mostrou-se Gtil na identificagio de COC e

BEC em CCD, o que sugeriu sua utilizagio no diagnéstico laboratorial de intoxicagio por
overdose dos firmacos padronizados.

As técnicas analfticas que integram um “exame toxicol6gico™ podem ser
realizadas em diversos materiais provenientes de necrépsia ou da clfnica médica,
respectivamente para auxflio-diagn6stico do agente de letalidade ou de morbidade.

A escolha de um dado substrato, no caso de necrépsia, deve levar em
consideragdo caracteristicas toxicocinéticas dos agentes a serem investigados, ¢ a orientagio
dessa pesquisa feita pelo hist6rico de exposi¢io, dado essencial em se tratando de suspeigio
de intoxicagdo com envolvimento forense. Normalmente, porém, 0 que ocorre € a auséncia
de dados pertinentes ao histérico ¢ o material enviado é composto por sangue, conteido
estomacal e visceras (ffgado e rim). O sangue &, via de regra, a amostra ideal para se

proceder a quantificagio, através da qual pode se freqiientemente estabelecer relagio com a
causa mo’.ﬁ:u. 94, 104, 116, 119, 125, 129

A urina, embora nao disponivel com a mesma freqiiéncia, constitui amostra itil
para o disgnoéstico laboratorial da intoxicagdo por overdose, devido aos valores relativamente
altos de COC inalterada ¢ BEC encontrados nesse material. Nos casos provenientes da

clfnica médica, esse tipo de amostra consiste, juntamente com o sangue, material de envio
freqiiente.

Dada a possibilidade de hidrélise enzimética e espontinea de cocafna in vifro
em amostras de sangue e urina, conforme relatado anteriormente, preocupamo-nos em
compor um protocolo com normas para a estocagem das amostras a serem submetidas as
anilises. Optamos pela adigdo do fluoreto de s6dio as amostras de sangue, na concentragao
de 2,5 mg/mL, preconizada por JAVAID e cols.? e pelo congelamento. No caso das
amostras de urina, foram apenas congeladas.

E de interesse esclarecer que este procedimento era realizado assim que as
amostras davam entrada nas dependéncias do STTF, ndo nos sendo possfvel obter dados
exatos sobre as condigdes de armazenamento anteriores. Este fato torna-se especialmente
problemético para as amostras provenientes de postos médico-legais distantes, caso o
acondicionamento proposto nio tenha sido realizado logo apés a colheita, na autépsia.

A inobservincia desses critérios de acondicionamento pode comprometer o
resultado da anilise e consegiientemente a interpretagio do diagnéstico, posto que uma

amostra originalmente positiva para cocafna pode resultar negativa, dependendo do tempo
decorrido entre a colbeita e a an4lise.

O método preconizado por WALLACE e cols.!®, utilizado por vérios outros
autores, na fntegra ou parcialmente*® 5% 132 13 {5i o primeiro por n6s ensaiado. Mostrou-se
sensfvel para a determinagio de benzoilecgonina em urina, identificada a partir de 20ug/ml,
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quando 5 ml de urina foram analisados, ¢ para cocafna em concentragbes acima de 0,5
#g/mL. A substituicio do etanol pelo n-butanol®, no solvente extrator, conforme o proposto
por GARRET & SEYDA™, nio interferiu na sensibilidade do método, enquanto a adigido de
NaCI'? aumentou a eficiéncia de extragio da BEC para 10 gg/mlL.

Com relagdo aos valores de pH urindrios, necessdrios a uma eficiente
recuperagao, deverao estar, segundo o autor, entre 5,5 ¢ 9,5, o que cobre perfeitamente a
faixa de pH normalmente relacionada a urina. As urinas por nés adicionadas, apresentaram
valores de pH entre 6,0 e 7,0.

O procedimento de extragdo, preconizado por JAIN®, também foi testado,
porém a detecgdo ocorreu apenas para urinas enriquecidas com benzoilecgonina com
quantidades superiores a 40 ug/mlL.

Foram testadas, também, extragoes em valores de pH biésico (9-10), através da
adigdo de hidr6xido de aménio a 2%, conduta que compée o precedimento rotineiro para
extragoes de substancias de cariter basico em nossos laboratérios. O limite de detecgdo para
este método foi de 50 ug/mlL.

Nas extragoes feitas por este iltimo procedimento, em amostras onde houve a
adigdo de COC concomitantemente, foi verificado um aparente aumento da recuperagio em
relagdo 2 BEC, o que foi posteriormente elucidado como sendo um artefato, ocorrido por
hidrélise da COC devido ao valor alto de pH e ao tempo relativamente longo de extragao.

Esse fato motivou a realizagdo de alguns ensaios com urina enriquecidas com
COC e alcalinizadas a valores de pH até 10. A eficiéncia no aparecimento da BEC, variou
com o pH e o tempo de extragao. Um aumento significativo da BEC ocorreu quando a
agitacdo foi mecénica e por mais de S minutos.

Esta constatagdo corrobora o preconizado por FLETCHER & HANCOCKY,
segundo o qual os processos analiticos, via de regra, empregados na andlise de cocafna,
propiciam a superestimagio da BEC, o que explicaria os altos teores encontrados.

Os ensaios para o estabelecimento da sensibilidade do método de identifica¢ao
de COC e BEC, foram realizados primeiramente com urinas de individuos vivos, devido a
pouca disponibilidade desse material proveniente de caddveres. A faixa estudada foi de 0,1 a
10,0 pg/mL de COC e 1,0 a 50,0 ug/mL de BEC, valores que se enquadram nas faixas
relacionadas nos casos de intoxicagdo por overdose. Os resultados foram os mesmos,
independentemente da origem da urina.

A identificagao de COC e BEC nos extratos urinirios foi realizada no sistema
solvente (B) ¢ o agente cromogénico DI utilizado na localizagio das manchas ¢ a
confirmagao feita no sistema (D) por nebulizacio de HIPt.
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Cuidados especiais inerentes A técnica cromatogrifica em camada delgada
foram tomados. Foram utilizadas placas prontas e confeccionadas a fim de homogeneizar as
condigdes de trabalho, pc;is sabe-se que os valores de hRf em CCD apresentam variagdes
decorrentes da diversidade de condigbes climéticas, preparo de cromatoplacas, vedagio
precéria de cubas de desenvolvimento e falta de controle de qualidade dos solventes'* %,

Interferéncias dos componentes extrafveis de determinado material biol6gico
podem ser minimizados dependendo da "limpeza® dos resfduos, determinada pelas
caracterfsticas do solvente extrator, ou peto-nimero de fases de purificagio que compoem o
método.

Além desses dados, h4 ainda os recursos de utilizagio de amostras biol6gicas
enriquecidas ou extratos "brancos” enriquecidos, que passam entio a funcionar como

marcadores e indicadores da influéncia da matriz frente ao método utilizado (padroes de
corregao).

Em nossa metodologia para identificagdo de cocafna em urina, tanto em
amostras enriquecidas quanto nas auténticas ndo foram observadas diferencas significativas
entre os valores de hRf dos padroes puros e aqueles correspondentes as bases livres nos
extratos das respectivas matrizes.

Os cromatogramas relativos 3 identificagio de COC e BEC de diversos
adicionados apresentaram-se, relativamente isentos de interferentes endégenos da urina ou
mesmo de caféina e nicotina. Entre os voluntdrios doadores de urina, havia consumidores
habituais de alimentos xantinicos bem como tabagistas.

A boa qualidade dos cromatogramas (Figuras 8 e 9) deve-se provavelmente ao
cardter polar da mistura solvente extratora (cloroférmio-etanol 80:20) que, devido a este
fato, tem sua capacidade de extragdo dos interferentes naturais da urina diminufda e,
portanto, propicfa extratos mais limpos'.

A sensibilidade desta metodologia proposta (10 ug/mL) para BEC estd muito
aquém daquela observada nos métodos que utilizam o recurso da derivatizagdo da mesma
para contornar a dificuldade em sua andlise!é 2 57 6. 81. 119,13 Para nossos estudos, pudemos
apenas selecionar aqueles métodos que nio se valem desse recurso® 132 1% yma vez que nio
dispinhamos de padrio em quantidade suficiente para empreender adequadamente 0s
diversos experimentos necessirios. Obviamente, a urina foi o material de eleicao para os
ensaios de identificagio da BEC, posto que sua concentragdo neste material €&
significativamente maior do que no sangue.

O sangue foi utilizado pela possibilidade de freqiiente obtengido e por ser,
como j4 vimos, a amostra mais adequada para quantificagdo da cocafna e seus produtos d_‘"
biotransformagio. Além disso, propicia o estabelecimento de correlagio entre os niveis
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encontrados e seus efeitos e conseqiientemente, possibilita a realizagio do diagnéstico
laboratorial da intoxicagdo por overdose.

Comparativamente A urina, sio poucos os trabalhos sobre identificagio e
quantifica¢io de cocafna e seus produtos de biotransformac¢io em sangue total, 0 mesmo
acontecendo com visceras. CAMARGO?, através de abordagem adequada, realizou revisio
bibliografica relacionada aos aspectos analfticos da cocafna. Foram referidos dados relativos

a 35 trabalhos em urina, 15 em sangue e 10 em visceras, num perfodo compreendido entre
1951 e 1983.

A Tabela XV relaciona aspectos bésicos pertinentes as referéncias analfticas

estudadas, no sentido de se propor uma metodologia para identificagio e quantifica¢io de
cocafna em sangue total.

Como ji referimosanteriormente a titulo de generalidades, a extragido de
cocaina de sangue total apresenta algumas implicagdes de ordem analftica, determinada pela
caracterfsticas deste material. Essa dificuldade parece explicar a baixa freqiiéncia de
trabalhos que utilizam especificamente sangue total, sendo que a amostra de eleigio é o
plasma, de impossfvel obten¢io em sangues provenientes de necrépsias.

As sucessivas etapas de purificagio realizadas no método proposto, que utiliza
a técnica de extragio preconizada por SPIEHLER & REED'® com a modificagio em
relagio a substituicdo do cloreto de p-butila, pela prépria mistura extratora, propiciaram a
obtencio de extratos limpos, de ficil dissolu¢gio no solvente proposto (cloroférmio-
isopropanol 9:1) e fécil e rdpida aplicagio na cromatoplaca.

Os cromatogramas apresentaram, ap6s nebulizagdo, ficil visualizagio de
cocaina, tanto em termos do hRf quanto da coloragio das manchas (Figuras 10 e 11).

A sensibilidade do método foi de 0,5 pg/mL para S ml de sangue, sendo que a
faixa estudada para amostras enriquecidas foi de 0,1a 5,0 pug/mL..

A eficiéncia observada na metodologia proposta para identificagao de COC em
sangue total levou-nos a test4-la também em outros materiais provenientes de necrépsia.

Em relagio ao figado e ao rim, foram utilizados Sg homogeneizados com 5 ml
de 4gua destilada. A extragdo foi entdo realizada com 50 mL de clorof6rmio-isopropanol
(9:1), para manuten¢io da relagio de volume matriz/solvente. Os extratos neste caso
também se mostraram satisfat6rios para a cromatografia em camada delgada. Alfquotas de 5
g de cérebro também foram extrafdas por esse procedimento e¢ a purificagio nio foi
satisfatéria quando se utilizou a mistura cloroférmio-isopropanol (9:1) sendo que a
substitui¢do da mesma pelo cloreto de g-butila, propiciou extratos relativamente isentos da

gIaLIBILEA .
Facuidade de Cigncias farmag3uhias
Universidade de S0 Paulo






ws- S

OpE)NSUOD OYy[EqRS) OU BARJSUOD OFU - -

essew 3p eLPWONPIdss € epejdooe sg8 ¢ eye.dojemon - WH/DD
010j50) /01ugBoxim 9p 0P - INA

suony[e 2p einpded op J0pI2p - DA

ougmop- ‘a

eurofofiozuaq- DIM

'uRd - 00D

epesi[eae EDURISGNS - OJijeut

eutuodoa|ing
0)-T 3 e0100809 ogg 01 (L861)
ot - dNa S '8 [injo)-W row 200 swseld 800V
07 (9861)
- . dNa S 0' VSTS-INS 200 angues s SLLYM
*q vuraofoopozuaq oad o' (s861)
. - WH/90 S 0L q eupeo0d 200 ondues . WATHAIJS
(Tm/3u) 9, oed oedes oed oed (3) essew (o3
apep -esad -yn -0y -BIPR (7w) swmnjoa -nqnd ouw)
- 1q15835 - 23 - uap1 -und Ip Hd ousaym oesped oMNfeue ulew lomy

- AX B[3q®, w02 -



89

presenga de lipidios. Da mesma forma, contetido géastrico (5 ml) também foi ensaiado, sendo
o volume da mistura extratora mantido em 25 ml e com supressio de uma passagem de
purificagdo. O resultado, por este procedimento, mostrou-se extremamente satisfatério.

A quantificagdo de COC e eventualmente de seus produtos de
biotransformagio, € obviamente necessdria para se estabelecer com seguranga o diagnéstico
laboratorial da intoxicagio, nao obstante as diferengas de susceptibilidade individuais, como
j4 abordado, possam dificultar o estabelecimento dos niveis letais.

Para estabelecer um método que se adequasse as nossas condigoes
laboratoriais, precisamos empreender esforgos no sentido de obter &xito primordialmente no
processo de extragdo, pois os procedimentos de purificagdo deveriam ser especialmente
criteriosos, posto que os residuos se destinariam a técnica de identificagdo cromatografica
sensivel 4 detecgdo dos componentes endégenos co-extrafveis do sangue.

A técnica de identificagdo em questdo € a cromatografia de fase gasosa (CG)
com detector por ionizagdo em chama (CG-DIC), freqiientemente preterido na andlise de
cocaina pelo detector especifico de nitrogénio/f6sforo (DNP), dada sua seletividade e
sensibilidade®, 38 6. 6. 6. 102, 135 Até mesmo com a utilizagio do DNP h4 a necessidade de
purificagdo, o que possibilita a eliminagdo de triglicérides e fosfolipideos para os quais ha
resposta do detector®,

No sentido de promover uma extragao e uma recuperagdo satisfatérias,
ensaiamos as técnicas de extragdo preconizadas por SPIEHLER & REED' e JACOB e
cols.8 ®, A opgdo pela padronizagdo da primeira técnica deu-se em fungio da recuperagio
significativamente diminuida apresentada pela segunda bem como a "pureza” dos extratos ¢
resolugao cromatograficas prejudicadas.

Foi relevante o fato de que a utilizagido de tubos de vidro silanizados na etapa
de incorporagdo da cocafna ao sangue, para enriquecimento das amostras, contribuiu para o
maior rendimento de extragdo.

Na otimizagio do método, as passagens a seguir relacionadas exerceram papel
critico nos resultados obtidos. '

. A separagio da matriz biol6gica, através da mistura cloroférmio-isopropanol
(9:1), exigiu a formagdo de "rolhas” de sangue com espessuras inferiores a 10 mm e
sobrenadantes lfmpidos, antes dos respectivos descartes. Se tal fato ndo ocorresse, as fases
eram novamente misturadas através de agitagio vigorosa, com adi¢do de mais 2 mL de
mistura e novamente centrifugados. A ndo observincia desta conduta resultava em
diminuigdo significativa da porcentagem de recuperagio.

. Os tubos da mistura cloroférmio-isopropanol (9:1) levados ao banho de 4dgua
a 60°C para evaporagio (resfduo I), exigiram retirada imediata ap6s a secura, pois nos casos
em contririo houve prejufzo na recuperagao.



90

. O tempo de agitagio para o estigio da extragio, apés o processo de
purificagio, pela adi¢do do bicarbonato de s6dio, mostrou-se mais eficaz para 30 segundos, 0
que pode ser explicado pela diminuigio do tempo de exposi¢cio da cocafna 2 solugio alcalina,
0 que diminui a possibilidade de sua conversio 3 BEC* % ¢ Este procedimento é de
especial importincia devido ao pKa da cocafna ser de 8,6, havendo portanto maior
probabilidade da mesma ser extrafda nesta faixa de pH. Esta constata¢io contra-indica o uso
de agitadores mecénicos, que geralmente demandam um tempo maior na extragio, sempre
que as condigdes de alcalinidade forem observadas. Achamos ainda procedente ser esta a
explicagdo para 0 maior rendimento observado pelo tamponamento para pH 7,0 na fase da
separag¢io, ao invés daquele obtido pelo método de JACOB e cols.® e que propicia um
contato relativamente longo (29 minutos entre agita¢io ¢ centrifugagio) com a fase alcalina
tamponada em pH 8,5.

. A recuperagao final do cloreto de p-butila deve ser cuidadosa para evitar a
transferéncia de pequena emuisio que se forma na interface das fases (aquosa e cloreto de p-
butila). A transferéncia de mais solvente, sem que se observe esse fato, resulta em resfduos,
cujos cromatogramas apresentam padroes de perfis ndo tdo satisfatérios (alteragio do rufdo
da linha de base) comprometendo a eficiéncia da resolugio cromatografica.

O cloreto de p-butila, freqiientemente indicado como solvente extrator para
fluidos biolégicos e tecidos, em substituigio aqueles considerados classicos para tal fim,
como, por exemplo, 0 éter ¢ o cloroférmio® 4 1. 8. 102 119, 135 " t{lizado através de duas
passagens de purificagdo, propiciou a obtengio de extratos, cujas caracterfsticas foram
determinantes na possibilidade de quantifica¢io por CG-DIC.

Tentativas no sentido de substitui¢io do cloreto de p-butila por outros de
ocorréncia freqiiente nos laboratérios de toxicologia e de menor custo nio foram
satisfat6rias, como atestam os cromatogramas CG reproduzidos na Fig. 18.

A utilizag¢sio de coluna de separagio cromatografica capilar acoplada ao DIC
constituiu um recurso para aumentar a sensibilidade da técnica, o que de fato ocorreu, como
demonstra o resultado obtido na verificagio do limite de detec¢do da técnica cromatogrifica
para cocafna - Sng - aproximadamente vinte vezes menor que o observado numa coluna
cromatografica empacotada com fase estaciondria SE-30, equivalente 3 DB-1.

A capacidade de resolugio da coluna empregada permitiu separagio das
substincias interferentes, inclusive endégenas, o que se reveste de particular importincia em

se tratando de matrizes biolégicas complexas. Daf a contribuigio enfética dessas colunas para
as anilises toxicol6gicas® 42 48,101,112, 135 .

Este fator, aliado ao uso do cloreto de p-butila como solvente extrator e
otimizagio adequada da técnica de extragio, propiciou a obtengio do limite de detecgio
observado: 0,25 pg/ml, considerado satisfatério para o objetivo proposto, ¢ em
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consonéncia com o reportado por JATLOW e cols.”, relativo a detecgio em
CG por ionizagdo em chama.

A precisdo do método foi estudada através das anilises de amostras de sangue
enriquecidas e verificada inter e intra-ensaios (Tabelas XI e XII).

Os coeficientes de variagio das andlises realizadas inter-ensaios foram
menores que 10%, excluindo-se o obtido para a concentragio de 0,25 pg/mL que,
exatamente por este motivo, nio foi considerado quantificivel, posto que assumimos como
nfvel méximo aceitdvel para imprecisao o coeficiente de variagio de 20%* %,

As andlises, cujos resultados integraram os cilculos para obtengio dos
coeficientes de variagio intra-ensaio, foram realizadas com aliquotas de sangue provenientes
da mesma amostra. Isso pode ter contribuido para o fato de estarem os coeficientes de
variagdo obtidos abaixo de 5%, o que se deu muito provavelmente devido 2 exclusiao das
variagdes decorrentes de fatores inter-individuais inerentes as amostras, como, por exemplo,
teor de lipideos. Segundo JAVAID e cols.” estes interferem na recuperagio de COC em
amostras de plasma, pois resulta numa maior interface entre a fase orginica e aquosa.

A recuperagdo média de 67,8% observada foi satisfat6ria e compativel com os
valores encontrados na literatura para os procedimentos que utilizam estdgios sucessivos de
purificagdo™ & . 72 Valores semelhantes de recuperagido foram encontrados para tecidos
(figado, rim e cérebro), ensaiados em trés experimentos, mostrando que a metodologia
proposta para quantifica¢do presta-se também a anilises destes materiais.

Por nio ter sido possivel a obteng¢do de uma substincia que pudesse funcionar
como padrio interno estruturalmente semelhante a cocafna, e assim aferir o processo de
extracao, optamos pela utilizagdo de um padriao de referéncia. A codeina foi o de escolha
para este fim pois € o de elei¢io em nossos laboratérios para a identificagdo por CG de
substincias de cariter b4sico* e, assim como o observado por FALK & HARRISON*,
apresentou em nossas condigoes, eluigio em tempo 6timo para referenciar a separagio da
cocaina e dos fAormacos estudados como interferentes.

A obtengido dos tempos de retengdo relativos a codefna para os diferentes
firmacos, serviu para a utilizagio dos mesmos como pardmetros de identificagio dos casos
onde ocorreram autenticamente (Tabela XIV). A BEC apresentou baixa sensibilidade nas
condigoes cromatograficas estabelecidas e foram necessirios 4 ug para haver sinal, cuja
intensidade gerada pelo detector correspondesse 3 4rea duas vezes maior que aquelas
provenientes do resfduo da linha de base,

A lidocafna e o propoxifeno foram extrafdos pelo procedimento estudado para
a quantificagio da COC, sendo que o propoxifeno requereu a realizagio da CCD como
técnica de diferenciagdo, devido a proximidade entre seu tempo de retengio relativa e aquele
observado para a COC (Tabela XIII).
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A aplicagio da metodologia proposta neste trabalho as amostras selecionadas
para estudo permitiu elaborar a Tabela XIV. A anilise dos dados mostra que os valores
encontrados situam-se entre aqueles considerados como sendo caracteristicamente
intoxicagdo por overdose, conforme referéncias apresentadas A Tabela L.

Apresentaram valores anormalmente altos aqueles cujos histéricos se
relacionam com os internacionalmente referidos sob a denominagao de sindrome de "body-
packer”, ou seja individuos que ingerem pacotes de COC com finalidade de trafico.

Nos casos positivos para COC, em sangue, com valores relaciondveis com
intoxicagido por overdose, houve positividade também para urina nos casos onde ela foi
analisada. Além disso, teores detectdveis de BEC também ocorreram, mostrando ser a urina
o material de eleigdo para a anilises desse produto.

A eficiéncia do processo de extragdo para sangue, como ji relatamos, levou-nos
a sua utilizagdo para outras amostras pertencentes aos mesmos casos constantes da Tabela
XIV. A Tabela XVI mostra os resultados dessas andlises.

Os dados da Tabela XVI permite-nos observar que a andlise no figado e rins
sempre forneceu resultados positivos para COC nos casos que apresentaram concentragao
sangufnea acima de 0,25 pg/mL (limite de detec¢io do método), & excegdo de apenas um
caso (nimero 17) cujo hist6rico, entretanto, niao fazia referéncia ao uso de dose excessiva € a
causa mortis foi politraumatismo.

O contetido estomacal, sempre que analisado, apresentou teores detectaveis de
COC. Cabe ressaltar que numa avalia¢io semiquantitativa das manchas observadas, para 5,0
ml deste material, analisados pela técnica proposta, quando comparada ao sangue, houve
uma concentra¢io significativamente maior, talvez devido ao pH 4cido que como jé
relatamos, constitui situagdo de impedéncia de hidrélise espontinea. Por outro lado, a
presenca de COC em conteido estomacal de pessoas cujos histéricos referem a via
intravenosa de uso, tem sido observa¢io constante e sugere, 3 semelhanga do que ocorre com
outros anestésicos locais de carater b4sico, a secreqdo estomacal’® 3114,



TABELA XVI _ Aplicagio da metodologia proposta para identificagao
de cocaina, a amostra de visceras e conteiido estoma
foram ensaiados para esse fim.

de casos, cujos sangue € urina

cocafna
caso amostra CCD CG
2 figado + +
rim + +
CE + +
3 figado + +
cérebro + +
rim + +
CE + +
5 figado ND ND
rim ND ND
8 figado + +
rim + +
CE + +
1 figado + +
cérebro + +
rim +
CE + +
12 figado + +
rim + +
15 figado + +
rim + +
CE + +
16 figado + +
rim + +
17 figado + +
cérebro + +
CE + +
21 figado + +
rim + +
CE + +
ys) figado + +
rim + +
CE + +
25 figado + +
rim + +
CE + +

CE = contetdo estomacal

+ = identificacdo positiva para COC

ND = nio detectado.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados experimentais do presente trabalho,
apesar das limitagoes decorrentes das condigbes em que foi realizado, podemos
concluir que:

. amostras de sangue total e wurina sdao suficientes para
estabelecimento do diagnoéstico laboratorial de intoxicagdo aguda por cocaina;

. a metodologia proposta para identificagio de COC e BEC em
amostras de urina permite a qualificagdo inequivoca destes compostos quando
presentes, em caso de intoxicagao aguda;
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. a metodologia proposta para identificagio de COC por CCD em
sangue total apresenta sensibilidade compativel com os valores relacionados com a
intoxicacio aguda; a detecgdo de teores acima de 0,5 ug/mL (sensibilidade do
método) € forte indicio de intoxicagdo letal por overdose de cocafna.

. a metodologia proposta para quantificagio de COC em sangue total
foi conveniente para a determinagio de concentragdes do faormaco a partir de 0,5
pg/mL, acima da qual, via de regra, se configura a intoxicagao por overdose;

. a aplicagdo da metodologia as amostras de sangue € urina nos ¢asos
com suspeita de intoxicagdo por overdose foi considerada satisfatéria, tendo sido
portanto cumprido o objetivo proposto.
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