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RESUMO

Esta tese de doutorado foi motivada pela preocupagdo com o0s riscos a
satde de pessoas que diariamente estdo em contato com grandes volumes
de dinheiro contaminado com cocaina, fato que se estendeu a populacio
em geral ao longo deste trabalho. Sendo assim, foram desenvolvidos dois
métodos analiticos para a determinacdo de cocaina em cédulas moneta-
rias, o primeiro utilizou a técnica de eletroforese capilar com detecg¢do
UV (CE-UV) para a andlise das cédulas monetdrias circulantes na cidade
de Florian6polis/SC; o segundo método desenvolvido foi utilizando a téc-
nica de LC-MS/MS para a determinagdo de cocaina em 60 cédulas mo-
netdrias provenientes das cidades de Florian6polis/SC, Sao Paulo/SP, Rio
de Janeiro/RJ, Juiz de Fora/MG, Fortaleza/CE e Baltimore/USA. Ambos
os métodos apresentaram bons parametros de validacdo, tais como: line-
aridade, r = 0,9997 (CE-UV) e 0,9998 (LC-MSMS); LD = 0,2 mg L'
(CE-UV) e 0,22 ug L' (LC-MSMS); LQ=0,8 mg L'! (CE-UV) e 0,5 ug
L' (LC-MSMS); precisdo instrumental (drea do pico, n=10), CV =0,3%
(CE-UV) e CV =5,9% (LC-MSMS); precisao intra-ensaio (drea do pico,
n=6), CV =3,0% (CE-UV) e CV <6,5% (LC-MSMS); precisdo inter-
medidria (drea do pico), CV £4,5% (CE-UV) e CV <8,5% (LC-MSMS).
Além destes pardmetros, foram avaliados a conformidade do sistema, se-
letividade, robustez, exatiddo e efeito de matriz e todos se mostraram sa-
tisfatorios. O método por CE-UV tem a vantagem de usar um procedi-
mento de preparo de amostra simples que consiste na extracdo com ace-
tonitrila e sonicagdo e, além disso, esta metodologia permitiu a determi-
nagdo de cocaina em menos de 2,5 min. De 30 notas obtidas diretamente
da circulagdo em geral, a cocaina foi detectada em 28 amostras (93%).
Em ensaios preliminares ao desenvolvimento do método por LC-MSMS
foram identificadas a presenca de lidocaina e cafeina nas cédulas mone-
tarias que passaram a ser também objetos do estudo. Este método tem a
vantagem de usar 4gua como solvente extrator o que € bastante adequado
pela sua atoxicidade, baixo custo e por ndo provocar danos nas marcas
de seguranca das notas. Entre as cinco cidades brasileiras, as cidades que
apresentaram a menor e a maior quantidade média de cocaina por nota
foram Fortaleza (14,6 ug/nota) e Rio de Janeiro (120,3 pg/nota), respec-
tivamente. A cidade que apresentou as menores quantidades de cafeina e
lidocaina também foi Fortaleza, sendo que foram detectados 2,0 pg/nota
de lidocaina e 19,7 pug/nota de cafeina nas amostras desta cidade. Em



contrapartida, a cidade em que foram encontradas as maiores quantidades
médias de cafeina e lidocaina por nota foi Sao Paulo 39,7 ug de lidocaina
e 210,9 pug de cafeina. O método desenvolvido para a determinacio de
cocaina em cédulas monetdrias utilizando LC-MS/MS foi aplicado na
andlise de urina e das mdos, sendo que a cocaina foi extraida das maos
pela simples submersdo em um recipiente com dgua por 5 min. Dos 98
extratos de maos, 90 eram da populacdo em geral e 8§ de bancdrios cujas
urinas também foram analisadas. Foi detectada cocaina em 49% das
amostras e nas maos dos bancérios foi encontrada quantidade muito se-
melhante a da populag¢do em geral, logo ndo se encontrou cocaina ou um
de seus metabdlitos nas amostras de urina desses participantes. Nesta tese
também foi desenvolvido um estudo para demonstrar que a cocaina ex-
traida de uma cédula monetdria permeia pela pele, fato comprovado pelos
calculos dos pardmetros de permeabilidade: fluxo constante, tempo de
laténcia e coeficiente de permeabilidade. Entretanto, este fato ndo oferece
riscos a pessoas que manuseiam um grande volume de dinheiro diaria-
mente, pois a quantidade de cocaina passada das notas de dinheiro para
as maos é tdo pequena, que mesmo que seja permeada, ndo trard prejuizos
a saude da pessoa.

Palavras-chave: cocaina, cédulas monetarias, matrizes bioldgicas, ele-
troforese capilar, LC-MS/MS.
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ABSTRACT

This thesis was motivated by concern for the health risks of people who
are in daily contact with large volumes of money contaminated with co-
caine, a fact that has spread to the population in general throughout this
work. Thus, two analytical methods for determination of cocaine in bank-
notes were developed. The first used capillary electrophoresis with UV
detection (CE - UV) for the analysis of banknotes in circulation at Flo-
riandpolis/SC. The second method was developed using the technique of
LC-MS/MS for the determination of cocaine in 60 banknotes from Flo-
riandpolis/SC, Sao Paulo/SP, Rio de Janeiro/RJ, Juiz de Fora/MG, For-
tale-za/CE and Baltimore/USA. Both methods showed good validation
parameters, such as linearity r = 0.9997 (CE-UV) and 0.9998 (LC-
MSMS); LD =0.2 mg L' (CE-UV) and 0.22 pg L' (LC-MSMS); LQ =
0.8 mg L' (CE-UV) and 0.5 ug L'! (LC-MSMS); instrumental precision
(peak area, n = 10), CV = 0.3 % (CE - UV) and CV = 5.9% (LC -
MSMS); Intra-assay precision (peak area, n = 6) CV =3.0% (CE - UV)
and CV £6.5 % (LC - MSMS); intermediate precision (peak area), CV <
4.5 % (CE - UV) and CV < 8.5 % (LC - MSMS). Besides these parame-
ters, these methods were evaluated to system suitability, selectivity, ro-
bustness, accuracy and matrix effects and they all showed satisfactory
results. The method by CE - UV has the advantage of using a simple
procedure for sample preparation that consists of extracting with acetoni-
trile and sonication, and furthermore, this methodology allowed the de-
termination of cocaine in less than 2.5 min. From 30 banknotes obtained
directly from the general circulation, cocaine was detected in 28 samples
(93 %). In preliminary development of LC - MSMS method it was found
the presence of lidocaine and caffeine in banknotes that also began to be
objects of the study. This method has the advantage of using water as
extracting solvent that is quite suitable for their low toxicity, low cost and
do not cause damage to the security features of the notes. Among the five
Brazilian cities, the cities that had the lowest and the highest average
amount of cocaine per note were Fortaleza (14.6 pg/note) and Rio de
Janeiro (120.3 ug/note), respectively. The city that had the lowest
amounts of caffeine and lidocaine was also Fortaleza, and 2.0 pg/note
lidocaine and 19.7 pg/note caffeine were detected in the samples of this
city. In contrast, the city where the highest average amounts of caffeine
and lidocaine were found per note was Sao Paulo with 39.7 ug of lido-
caine and 210.9 pg of caffeine, respectively. The method developed for
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the determination of cocaine in banknotes using LC-MS/MS was applied
to the analysis of urine and hands, and cocaine was extracted by simple
immersion of the hands in a container with water for 5 min. From 98
extracts of hands, 90 were from the general population and 8 from bank
employees whose urines were also analyzed. Cocaine was detected in 49
% of the samples and the quantity of bank employees hands it was very
similar to the general population, because of this cocaine or its metabo-
lites were not found in urine of these subjects. In this thesis, a study was
also designed to demonstrate that cocaine extracted from a monetary
banknote permeates the skin, checked by calculations of the permeability
parameters: constant flux, lag time and permeability coefficient. How-
ever, this fact does not present risks to persons who handle a large volume
of money every day, because the amount of cocaine passed from the notes
into the hands is so small that even if it is permeated, will not bring harm
to the health of the person.

Keywords: cocaine, bankontes, biological matrices, capillary electro-
phoresis, LC-MS/MS.
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JUSTIFICATIVA

No ranking mundial, a cocaina possui o segundo lugar na classifi-
cacdo das drogas que mais causam maleficios a saide, perdendo somente
para a heroina e é a mais relevante em termos de violéncia relacionada
ao trafico. A partir destas duas informagdes € possivel relacionar outros
danos associados ao consumo de cocaina, tais como, maior demanda em
termos de tratamentos, casos de overdose e morte, complicacdes no es-
tado de satde dos usudrios devido ao uso de outras drogas concomitan-
temente com a cocaina, além de adulterantes adicionados a fim de au-
mentar o volume. Em outras palavras, o consumo de cocaina tornou-se
um problema de saide publica.

A cocaina é uma das drogas ilicitas mais comumente utilizadas no
mundo. A demanda por esta droga ndo faz distin¢do de classe social, ra-
cial ou econdmica. Drogas geram criminalidade, violéncia urbana e ou-
tros problemas sociais que afetam as comunidades. Em algumas regides,
o uso de drogas ilicitas € contribuinte para a rapida propagacio de doen-
cas infecciosas como AIDS e hepatite (Bohannon, 2007).

Nos dltimos anos, os cientistas t€ém se esfor¢ado para obter uma
andlise quantitativa do uso de drogas ilicitas. No entanto, as informagdes
tradicionalmente avaliadas como toneladas de drogas apreendidas, o nu-
mero de pessoas que procuram tratamento para o vicio, a mortalidade
relacionada com a droga, e as respostas para questiondrios sobre drogas
de abuso sfo subjetivas e imprecisas, o que faz os cientistas se voltarem
para o meio ambiente e acreditarem que a medi¢do de drogas no di-
nheiro e no esgoto proporciona informagdes epidemioldgicas objetivas e
oportunas sobre o uso dessas drogas (Bohannon, 2007; Zuo et al., 2008).

E sabido, desde meados dos anos 1980, que o papel moeda na
América do Norte e na Europa estd contaminado com residuos de cocaina
resultantes do trafico e do consumo, pois muitos usudrios de coca-
ina usam uma nota de dinheiro enrolada (como um canudinho) para ina-
lar a droga. A presenca de tracos de drogas ilicitas sobre as notas € utili-
zada com frequéncia como uma evidéncia forense para estabelecer uma
ligacdo entre um suspeito e estas drogas (Zuo et al., 2008).

Outros meios t€m sido relatados para explicar a presenca da coca-
ina em cédulas monetdrias, além delas serem utilizadas diretamente para
inalar a droga, incluindo a contaminag@o devido ao manuseio durante o



30

trafico de drogas, a transferéncia de uma nota contaminada para as ou-
tras durante a contagem em institui¢des financeiras e, também, o contato
das notas entre si dentro dos caixas eletronicos (Carter, Sleeman e Parry,
2003; Di Donato, Martin e De Martinis, 2007). Uma vez que € notdrio
que o consumo e o convivio com drogas ilicitas em geral, incluindo a
cocaina, tornou-se um problema de sadde publica, surge o seguinte ques-
tionamento: pessoas expostas ao contato com estas cédulas monetdrias
contaminadas, como por exemplo, bancdrios e cobradores de Onibus, es-
tao sujeitas a algum tipo de risco a sua satdde?

Sendo assim, o objetivo deste trabalho € usar a andlise de cocaina em al-
gumas matrizes, tais como papel moeda, urina e pele de pessoas que en-
tram em contato diariamente com cédulas monetdrias contaminadas com
cocaina como parte de um esfor¢o para estudar a epidemiologia da droga.
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1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A COCAINA

1.1  Origem e histéria da cocaina

A cocaina é um alcaloide tropanico extraido da Erythroxylon coca
Lamarck, planta comumente chamada coca. Trata-se de um arbusto de
cerca de 1,20 m a 1,80 m de altura, amplamente cultivado na América do
Sul, em particular no Peru, Colombia, Equador e Bolivia. As folhas tém
formato oval, com 5 a 6 cm de comprimento; o arbusto d4 flores pequenas
e brancas e produz frutos vermelhos também de formato ovalado (Figura
1.1) (Dewick, 1997).

Figura 1.1. Erythroxylum coca L., a planta coca. Fonte:
www.anthropogen.com, acessado em 05 de abril de 2012, as 22h 58min.

A folha de coca é usada comprovadamente hd mais de 1200 anos
e estd relacionada com as tradi¢des religiosas daqueles povos, pois eles
acreditavam que ela teria sido enviada pelos deuses para matar a fome,
fortalecer os fracos e fazé€-los esquecer de suas tristezas (Ferreira e
Martini, 2001; Chasin e Lima, 2008).

Eles a mascavam para ajudar a suportar a fome, a sede e o cansaco
e, ainda hoje, ela é consumida legalmente em alguns paises (Peru e Boli-
via) sob a forma de chd (a absor¢do do principio ativo, por esta via, é
muito baixa). Com certeza, os povos andinos fizeram uso de suas propri-
edades para trabalhar a altas altitudes, onde o ar rarefeito e o frio tornam
o trabalho mais dificil. A sua ac¢do farmacoldgica, quando mascada, € se-
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melhante ao estimulo provocado pela ingestdo de doses elevadas de ca-
feina, ndo sendo, no entanto, acompanhada de euforia (Ferreira e Martini,
2001; Chasin e Lima, 2008).

A época da conquista daquelas terras pelos espanhdis, o seu con-
sumo foi proibido pelas implicacdes religiosas da planta. Porém, os con-
quistadores logo perceberam que os escravos andinos ndo conseguiriam
executar as suas penosas tarefas sem poder mascar as folhas de coca; en-
tao, passaram a distribui-la 3 ou 4 vezes ao dia entre os trabalhadores. A
estimativa é de que, em média, eram mascadas 60 g de folhas por dia, ou
seja, em torno de 200 mg a 300 mg de cocaina (Ferreira e Martini, 2001).

A mais antiga prescricdo da coca é datada de 1569, pelo botanico
espanhol Dr. Nicholas Monardes, que valorizava o uso da planta no com-
bate & fome e ao cansaco. Em 1786, Lamarck a classificou como
Erythroxylon coca, em seu livro Encyclopédie méthodique botanique. A
partir da segunda metade do século XIX, o uso de cocaina com fins tera-
péuticos, principalmente como tdnico contra a fadiga, comecou a ser di-
fundido pela Europa. Em 1859 Albert Niemann, um quimico alemdo, ex-
traiu vdrios alcaléides das folhas da planta, entre eles a nicotina, a cafe-
ina, a morfina e a cocaina, que representou 80% do total. Apds a morte
de Niemann em 1862, seu colega Wilhelm Lossen retomou seus trabalhos
e apresentou a férmula quimica da cocaina: C17H21NOg4 (Chasin e Lima,
2008).

No ano de 1863, Angelo Mariani, um quimico da Cérsega (ilha no
Mar Mediterraneo pertencente a Franga), produziu um extrato de folhas
de coca com vinho ao qual chamou de “VinMariani”. Em média, um litro
de vinho continha entre 150 mg e ndo mais que 300 mg de cocaina. As-
sim, dois copos de vinho Mariani continham menos de 50 mg de cocaina,
quantidade insuficiente para causar qualquer efeito nocivo em humanos.
Essa bebida foi apreciada por pessoas famosas do século XIX, como Tho-
mas Edson, H. G. Wells, Jules Verne e o Papa Leo XVIIL, que premiou
0 quimico com uma medalha de ouro (Karch, 1999).

Em 1884, Karl Koller, um oftalmologista alemao, descobriu que o
olho humano tornava-se insensivel a dor com o uso de cocaina e este foi
o primeiro passo para a descoberta da anestesia local (Haas, 1995). Na
mesma época, nos Estados Unidos, Wiliam S Halsted, que seria conhe-
cido como um dos pais da cirurgia moderna e um dos fundadores da Fa-
culdade de Medicina da Universidade Johns Hopkins, juntamente com
seus colegas, também pesquisou a cocaina. Eles obtiveram sucesso no
bloqueio da dor, iniciando a era das cirurgias oculares, entre outras; mas
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como os testes foram feitos em si mesmos, eles desenvolveram uma in-
tensa dependéncia que os levou a ter suas carreiras prejudicadas. Assim
como Freud tratou seu amigo Ernest von Fleischl Marxow para a depen-
déncia de morfina com cocaina, Halsted (erronecamente) utilizou morfina
para tratar sua dependéncia de cocaina, tornando-se, também, dependente
do opidceo até o final de sua vida (Chasin e Lima, 2008).

A Coca-Cola nasceu em 1886, criada por John Styth Pemberton
como um tdnico sem dlcool indicado para o cérebro e os nervos, contendo
extrato de noz de cola e 60 mg de cocaina por garrafa de 240 mL. Hoje
em dia, a cocaina foi substituida por cafeina, sendo que o alcaldide foi
retirado da férmula em 1906. Ainda assim, continua sendo empregado no
seu preparo um extrato de folhas de coca do qual ja foi extraida a cocaina
(Maia e Juruena, 1996).

No final do século XIX houve um importante aumento no valor
comercial da cocaina, e seu uso terapéutico se ampliou e se diversificou.
Com a descoberta de uma maneira de sintetizar a cocaina na forma semi-
refinada por um quimico da industria farmacéutica Parke Davis e sem
leis que regulamentassem a produgfo e o consumo, a droga passou a ser
encontrada em mercados e farmacias. Uma unica fabrica, em 1885, ofe-
recia cocaina em 15 diferentes formas, incluindo cigarros, charutos, ina-
lantes, cristais, licores e solu¢des. Em 1886, a Merck produziu 158.352
libras de cocaina (aproximadamente 71.733 kg) (Bailey, 1996; Karch,
1999).

No inicio dos anos 20, comegaram a ser relatados casos de intoxi-
cacdes, dependéncia, tolerancia e morte por conta do consumo desses
produtos. Os problemas tornaram-se ainda mais frequentes e graves
quando, na mesma época, surgiram comercialmente seringas hipodérmi-
cas, facilitando a chegada de uma maior quantidade de cocaina na cor-
rente sanguinea (Karch, 1999).

A partir deste momento, a ideia que as pessoas tinham da cocaina
comecgou a mudar; de um simples tonico sem efeitos colaterais passou a
ser uma das drogas mais controladas da histéria. De 1906 em diante, nos
Estados Unidos, todos os produtos contendo cocaina e outros produtos
passiveis de provocar dependéncia, deveriam ter seus ingredientes men-
cionados nos rétulos das embalagens (Laranjeira e Nicastri, 1996).

Nas primeiras duas décadas do século XX jd existiam regulamen-
tagdes para o controle do uso e comércio indiscrimado da cocaina, entre
elas podemos citar o tratado de Haia (1912), Harrison Act, de 1914, nos
EUA e, no Brasil, o Decreto-lei Federal n° 4.292 de 6 de julho de 1921.
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Entretanto, foi entre as décadas de 30 e 60 que realmente houve um de-
clinio no uso de cocaina pela populacio e isto pode ser atribuido ao co-
nhecimento adquirido sobre a dependéncia e os maleficios provocados
ao organismo pela droga (Gawin, Khalsa e Ellinwood, 1994). Outro fator
que contribuiu para a diminui¢do no consumo de cocaina foi o surgi-
mento, na década de 1930, das anfetaminas e outras drogas estimulantes
que eram mais baratas e com efeitos mais prolongados que ganharam vé-
rios usudrios anteriormente adeptos a cocaina (Gawin, Khalsa e
Ellinwood, 1994; Haas, 1995).

Na década de 70, nos Estados Unidos aconteceu o surgimento da
chamada era yuppie, um movimento associado a uma ideologia de con-
sumismo e ascensdo social. Os participantes desse movimento escolhe-
ram a cocaina como droga de uso recreacional (como beber socialmente)
associando-a ao aumento de energia e a capacidade intelectual. Deste mo-
mento em diante, comecou uma nova epidemia de consumo de cocaina
na América (Gawin, Khalsa e Ellinwood, 1994).

Mas, foi a partir dos anos 80, com a droga deixando de ser uma
exclusividade das elites econdmicas e passando a ser consumida por to-
das as classes sociais, que o consumo de cocaina se transformou em uma
epidemia. Isto se deve, principalmente, ao aperfeicoamento das organi-
zacdes criminosas em produzir e distribuir a cocaina, aumentando a
oferta e diminuindo o preco no mercado de todos os paises americanos e
também pela fabricacdo de produtos mais baratos como o crack (Gawin,
Khalsa e Ellinwood, 1994).

O uso de cocaina no Brasil, na metade dos anos 80 era um fend-
meno quase que exclusivo de um publico elitizado com pouca repercus-
sdo no sistema de tratamento de usudrios de drogas. Com a maior oferta
da droga, principalmente com a maior producio nos paises andinos, o
Brasil passou a sofrer uma epidemia do uso de cocaina que se estende até
os dias de hoje (Johanson, 1988).

1.2  Efeitos da cocaina no corpo humano

Desde o aparecimento da AIDS e sua associacdo com o uso de
drogas injetaveis, entre elas a cocaina, passou-se a observar os problemas
clinicos ligados ao consumo desta droga psicoativa, além dos riscos de
abuso e dependéncia que ja eram conhecidos.

A cocaina pode ser administrada de diferentes maneiras:
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* oral — na forma de cha feito com as folhas de coca ou mascada
juntamente com cinzas ou bicarbonato de sédio pelo fato de sua absor¢éo
pela mucosa da cavidade oral acontecer apenas em pH alcalino;

* aspirada (“cheirada” ou “cafungada”) — na forma de cocaina em

po;

* inje¢Oes intravenosas ou subcutaneas e através da mucosa genital
—na forma de cocaina em pé dissolvido em dgua;

« fumada — na forma de pasta de coca, crack ou merla (fumado em
pequenos cachimbos de fabricacdo caseira ou através da inalagdo do seu
vapor).

Cada uma das maneiras de administracdo apresenta diferencas
tanto na quantidade e qualidade de efeitos esperados quanto nos riscos de
complicac¢des associadas. Quanto maior e mais rdpido o inicio e duracio
dos efeitos maior € a chance do individuo se tornar dependente. O uso do
crack gera uma dependéncia mais rapida que o uso intravenosso (Nassif
Filho et al., 1999; Romano, Ribeiro e Marques, 2002; Nida, 2004).

Ap6s o uso, ela se distribui pelo organismo relativamente rapido.
Por ser uma substancia lipossolivel, ela se acumula nas células adiposas
e no sistema nervoso central (SNC). Ela atravessa prontamente a barreira
placentdria apresentando niveis no recém-nascido iguais aos da mae
(Johanson, 1988; Gold, 1993).

A absor¢do também depende da maneira como a cocaina é consu-
mida. Por via oral a absor¢do € lenta e incompleta, necessitando mais de
1 hora sendo que 75% da droga absorvida é rapidamente metabolizada
no figado. Apenas 25% da droga ingerida alcanga o cérebro, e isso requer
um longo periodo de tempo. Por isso ndo existe sentimento de “rush”
(efeito imediato, intenso e prazeroso) comum em todas as formas. Pela
via inalatéria a absor¢@o acontece pelas membranas nasofaringeas, mas
por se tratar de uma substancia vasoconstritora, limita sua prépria absor-
cdo. Quando injetada, a cocaina cruza todas as barreiras de absor¢ado e
alcancga a corrente sanguinea imediatamente. Produz um rapido, poderoso
e breve efeito. Ao ser fumada a absorcao € rdpida e quase completa, po-
rém, uma porcao significante é perdida quando a cocaina é aquecida. A
velocidade de absor¢do pode ser comparada com a via endovenosa
(Nassif Filho et al., 1999; Romano, Ribeiro e Marques, 2002; Carrera,
Meijler e Janda, 2004; Nida, 2004; Goodman e Gilman, 2005).

O efeito agudo da cocaina pode ser atribuido principalmente a um
bloqueio da recaptacio da dopamina. O aumento da dopamina produz um
aumento da neurotransmissao e do nimero e sensibilidade dos receptores
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dopaminérgicos. Com o uso cronico, existe uma reduc¢do na concentragao
da dopamina com o efeito final de uma diminuicio na quantidade do neu-
rotransmissor. A cocaina também afeta outros sistemas de neurotrans-
missdo, como os que utilizam noradrenalina, serotonina, endorfinas,
GABA (4cido gama-aminobutirico) e acetilcolina. As acdes da cocaina
nas vias dopaminérgicas sao essenciais para a atividade reforcadora da
droga. A dopamina aumenta a atividade psicomotora, induz comporta-
mentos estereotipados e diminui o consumo de alimentos. A dopamina
estd envolvida nos centros limbicos responsdveis pelo prazer, incluindo
aqueles relacionados com alimentacdo e atividade sexual. Com o uso
constante de cocaina desenvolve-se a tolerincia, que pode ser devido a
esta hipotética diminuicdo da inibi¢do da recaptura de dopamina, dimi-
nuicdo da liberagdo de catecolaminas ou mudancas na sensibilidade dos
receptores catecolaminérgicos (Johanson, 1988; Gold, 1993; Laranjeira
e Nicastri, 1996). Entre as alteracdes agudas provocadas pelo consumo
de cocaina estdo: aumento das percepc¢des sensoriais, diminui¢do do ape-
tite, aumento da autoconfianca, euforia que evolui para disforia, aumento
da ansiedade e da suspei¢do, diminui¢io do cansaco e da necessidade de
sono, entre outros (Gold, 1993; Goodman e Gilman, 2005).

As complicagdes clinicas ocorrem em diversos 6rgdos (principal-
mente SNC e sistema cardiocirculatdrio). A cocaina possui efeito inotro-
pico positivo cardiaco (aumento da for¢a de contragcdo do coragdo), ele-
vando a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca, reduzindo a circulacio
coronariana; dessa forma, a doenga cardiaca associada ao consumo de
cocaina inclui infarto agudo do miocardio. Tem sido descritas tromboses
arteriais e venosas profundas associadas ao consumo de cocaina, bem
como miocardiopatia dilatada, miocardite e edema pulmonar (Goodman
e Gilman, 2005).

Além dos problemas causados pela acdo da propria droga e dos
adulterantes, boa parte das consequéncias clinicas do consumo deve-se a
via de administragdo utilizada. Do ponto de vista clinico, o uso intrave-
noso € o que tem maior potencial mérbido, devido a possibilidade de
transmissdo de micro-organismos, entre eles o virus da hepatite e o HIV.
A via pulmonar acarreta lesdes orais e respiratérias, além de frequente
desnutri¢do. A via nasal tem como complicacdes mais frequentes, preju-
izos locais na mucosa com ulceragdes e sangramentos (Silva e Odo,
1999).

O metabolismo da cocaina é promovido pela acdo das colinestera-
ses hepdticas e plasmdticas, cujas atividades variam podendo refletir em
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oscila¢do na intensidade da resposta farmacoldgica e toxicoldgica da co-
caina (por exemplo, em um idoso ou em um feto durante a gesta¢do). A
eliminacdo da cocaina é controlada pela sua biotransformacio, sendo
apenas pequenas quantidades excretadas inalteradas na urina (3%). A Fi-
gura 1.2 apresenta os principais metabdlitos encontrados na urina que
sdo: benzoilecgonina (15 a 50%), metil-éster ecgonina (15 a 35%), ecgo-
nina (1 a 8%) e norcocaina, (2 a 6%). A desmetilagdo da cocaina para
formar norcocaina ocorre através do sistema oxidase de fungdo mista he-
patica (Nassif Filho et al., 1999; Silva e Odo, 1999; Romano, Ribeiro e
Marques, 2002; Nida, 2004).

Figura 1.2. Principais produtos de biotransformacdo da cocaina.
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A eliminac¢do metabdlica da cocaina in vivo é predominantemente
obtida a partir da hidrélise dos seus grupos benzoil e metil-éster (Figura
1.3). A hidrdlise via benzoil, que converte a cocaina em ecgonina metil-
éster e dcido benzoico € a mais bem caracterizada e exige a mediacio de
esterases hepdticas ou plasmadticas. A hidrélise via metil-€ster, a qual pro-
duz benzoilecgonina e metanol, pode ser catalisada por uma enzima do
figado humano, a carboxilesterase, mas também se acredita que ocorra
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espontaneamente sob condicdes fisioldgicas (pH 7.4; 37 °C) (Li et al.,
1999).

Um estudo proposto por Li & Zhao, em 1999, demonstrou que a
partir de pH 7,0 o grupo metil-éster se torna muito mais ldbil do que o
benzoil, por isso, se forma muito mais benzoilecgonina do que ecgonina
metil-éster. Atribui-se a hidrélise do grupo metil-éster a uma catélise
dcida intramolecular promovida pelo dtomo de nitrogénio do anel tro-
pano, que faz com que o grupo metil-€ster da cocaina seja muito mais
14bil do que o do grupo benzoil sob condi¢cdes neutras.

O tempo de meia-vida para a cocaina é de 30 a 90 minutos (a meia-
vida € curta, pois é rapidamente metabolizada no figado), 3 a 4 horas para
a metil éster ecgonina e de 4 a 7 horas para a benzoilecgonina. A elimi-
nagdo da cocaina e benzoilecgonina é maior se o pH urindrio for dcido,
enquanto que para o metabdlito (norcocaina) a eliminacdo é preferencial
se o pH for alcalino (Nassif Filho et al., 1999; Silva e Odo, 1999; Ro-
mano, Ribeiro e Marques, 2002; Nida, 2004).

Figura 1.3. Produtos da hidrélise da cocaina.
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1.3  Das folhas ao p6

O monitoramento da producdo de cocaina em diferentes paises se
da através da comparacdo do manejo das folhas de coca e pela quantidade
de cocaina que pode ser extraida das folhas. Por exemplo, a folha de coca
¢ comercializada na Coldmbia como folha de planta fresca, imediata-
mente ap0s a colheita, enquanto no Peru e na Bolivia, os agricultores se-
cam as folhas de coca espalhando-as pelo chio e expondo-as ao sol antes
de vender. O resultado € uma folha com teor de umidade muito baixo, o
que torna mais facil o transporte e permite um melhor armazenamento
das folhas. O teor de umidade das folhas, tanto frescas quanto secas, varia
consideravelmente, dependendo das propriedades bioldgicas da folha,
bem como de fatores ambientais tais como a umidade do ar. Uma folha
de coca fresca colhida no inicio da manha, por exemplo, terd um teor de
umidade diferente das folhas colhidas a partir do meio-dia. Folhas de
coca secas ao sol que secaram apds uma forte chuva e a baixa altitude
terdo uma umidade diferente das secas na época da seca em uma altitude
elevada (Dewick, 1997; Silva e Odo, 1999; Unodc, 2011).

Embora as diferengas ndo importem muito para os agricultores que
vendem as folhas de coca, elas sdo importantes do ponto de vista cienti-
fico. Isto significa que os cientistas estdo interessados na quantidade de
matéria seca das plantas e qual a proporcdo de matéria seca que corres-
ponde a cocaina. O teor de dgua das folhas ndo € de interesse neste con-
texto e tem de ser retirado do célculo. Como qualquer outra planta viva,
as folhas frescas de coca consistem principalmente de dgua (~ 70%). Um
quilo de folhas frescas de coca perde mais da metade de seu peso através
da secagem ao sol. Mesmo secas ao sol, as folhas contém umidade resi-
dual. Quando a secagem ocorre num forno em um laboratdrio, as folhas
secas ao sol ainda perdem outro ter¢o do seu peso. Apenas uma pequena
propor¢do (em torno de 0,5%) da matéria seca da planta é, na verdade
cocaina. Assim, ao comparar a produ¢do de folha de coca, o peso seco
em estufa equivalente a folha de coca € o mais adequado (Dewick, 1997;
Silva e Odo, 1999; Unodc, 2011).

No entanto, atualmente, nao ha informacdo suficiente sobre o teor
de umidade de folhas de coca cultivadas em diferentes regides. Portanto,
uma comparagdo direta entre as folhas frescas de coca da Colombia com
as secas ao sol na Bolivia e no Peru € invidvel, pois ndo é possivel con-
verter os valores obtidos no forno de secagem em equivalentes (Unodc,
2011).



40

O processo de extracdo da cocaina € iniciado colocando-se as fo-
lhas e solventes organicos em recipientes, onde apds um periodo de ma-
ceracdo o extrato orginico é separado das folhas e evaporado. O residuo
obtido, denominado pasta de coca, contém cocaina juntamente com ou-
tros alcaloides e 6leos essenciais. A droga pode ser obtida também por
meio da secagem das folhas, digestdo com 4cido sulftrico e posterior ex-
tracdo, apds precipitagcdo com bicarbonato de sddio. A pasta de coca é
tratada com &cido cloridrico para formagao de cloridrato de cocaina, que
corresponde a forma usual de trafico. Entretanto ela é frequentemente
“diluida” com a adi¢cdo de produtos que procuram mimetizar sua acio
farmacoldgica, cor ou sabor. Sdo utilizados com essa finalidade outros
anestésicos locais (lidocaina, procaina), além de substincias como cafe-
ina, efedrina, quinina, estricnina, manitol, sacarose, heroina, p6 de mar-
more, talco, entre outros. A partir do cloridrato € possivel obter cocaina
na forma de base, que € voldtil e quimicamente mais estavel (Weiss,
Mirin e Bartel, 1994; Silva e Odo, 1999). A Figura 1.4 representa as di-
ferentes formas de preparo da droga a partir das folhas e da pasta de coca.

As complicagdes clinicas provocadas pelo uso de cocaina sdo de-
correntes dos efeitos da prépria droga e da acdo de outras substincias
(adulterantes) sobre o organismo do usudrio. E estimado que a cocaina
vendida nas ruas possua menos que 10% de cocaina pura; os adulterantes
mais comumente usados sdo o talco, a cafeina, o agticar e o sal, além de
outras drogas como a lidocaina (Weiss, Mirin e Bartel, 1994).
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Figura 1.4. Processo de refino da cocaina e seus subprodutos.
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1.4  Estatisticas sobre o consumo de cocaina

De acordo com o relatério da agéncia da ONU sobre Drogas e
Crime (UNODC), divulgado em 26 de junho de 2013, estima-se que entre
0,37% da popula¢do mundial, na faixa etdria de 15 a 64 anos (cerca de
17 milhdes de pessoas) consumiram cocaina pelo menos uma vez ao ano,
em 2012. Ainda de acordo com o relatdrio, a drea global de cultivo de
coca totalizou 155.600 hectares em 2011. As estimativas das quantidades
de cocaina manufaturadas, expressas em quantidades de cocaina pura,
variou de 776 a 1.051 toneladas em 2011. As maiores quantidades de
cocaina apreendidas no mundo continuam a ser relatadas na Coldmbia
(200 toneladas) e nos Estados Unidos (94 toneladas). No entanto, tem
havido uma indicagdo de que, nos ultimos anos o mercado de cocaina
vem mudando para vdrias regides que ndo tenham sido previamente
associadas com qualquer trafico ou uso (Unodc, 2013).

Aumentos significativos nas apreensdes foram observados na
Asia, Oceania e Américas Central e do Sul e no Caribe. Na América
Central, a intensificacdo da concorréncia no trafico de cocaina levou a
crescentes niveis de violéncia (Unodc, 2013).

O uso de cocaina nem sempre ¢ liderado pelo poder econdmico.

Existem exemplos de paises ricos com baixas taxas de uso e vice-versa.
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Alguns paises asidticos com mercados consumidores potencialmente
grandes registraram um aumento nas apreensoes de cocaina desde 2008.
Indiscutivelmente, partes do leste e sudeste da Asia oferecem um maior
risco de expansdo ao consumo de cocaina. As apreensdes em Hong Kong,
China, aumentaram dramaticamente, para quase 600 kg em 2010 e
ultrapassou 800 kg em 2011. Isto pode ser atribuido a varios fatores,
frequentemente ligados ao glamour associado a sua utilizacdo e a
emergéncia a classes mais abastadas da sociedade (Unodc, 2013).

Na América do Norte, as apreensdes € o uso vem diminuindo
consideravelmente desde 2006 (com exce¢do de uma recuperacao nas
apreensdes em 2011). Entre 2006 e 2011, o consumo de cocaina entre a
populagdo em geral nos Estados Unidos caiu 40%, o que € parcialmente
ligado a uma menor produgdo na Coldmbia, a intervencdo policial e a
violéncia inter-cartel. Enquanto, anteriormente, América do Norte e
Europa Central/Ocidental dominaram o mercado de cocaina, hoje eles
respondem por aproximadamente metade dos usudrios de todo o mundo,
um reflexo do fato de que o uso parece ter se estabilizado na Europa e
declinado na América do Norte. A taxa de uso anual entre a populacio
adulta na Europa Ocidental e Central diminuiu de 1,3% em 2010 para
1,2% em 2011 e de 1,6% para 1,5% na América do Norte (Unodc, 2013).

Na Oceania, por outro lado, apreensdes de cocaina alcancaram
novos médximos em 2010 e 2011 (1,9 e 1,8 toneladas, respectivamente,
acima dos 290 kg apreendidos em 2009). A taxa de uso anual de cocaina
na Austrdlia para a popula¢do maior de 14 anos de idade mais do que
dobrou, passando de 1,0% em 2004 para 2,1% da populacdo adulta em
2010, esse nimero € maior do que a média europeia e ultrapassa as taxas
de uso correspondentes nos Estados Unidos (Unodc, 2013).

Os indicadores globais disponiveis para o mercado de cocaina
sugerem que, a nivel global, a disponibilidade de cocaina tem diminuido
ou, pelo menos, estabilizou-se no dltimos anos. Mais recentemente, ha
indicios de que emerge o consumo de cocaina em paises anteriormente
ndo associados a este fendmeno, e ndo se pode excluir que os indicadores
disponiveis ainda ndo refletem completamente a extensdo da demanda e
da oferta global de cocaina. Em qualquer caso, é evidente que as regides
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como a Asia e Africa, que juntos representam a maioria do mundo em
populacdo, e que o uso de cocaina tem sido, até recentemente,
relativamente baixo e continua a ser, em grande parte limitado a certas
sub-regides, abrigam o potencial para uma significativa expansido do
mercado de cocaina impulsionada pela demanda (Figura 1.5) (Unodc,
2013).

Figura 1.5. Distribui¢do dos usudrios de cocaina ao redor do mundo.
Adaptado de World Drug Report 2013.
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Segundo uma pesquisa realizada pelo Centro Brasileiro de Infor-
macdo sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID) nas 108 maiores cidades
do pais; em 2005, no Brasil o uso de qualquer droga durante a vida
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(exceto tabaco e dlcool) foi de 22,8%. A mesma pequisa mostrou que o
uso de cocaina durante a vida foi de 2,9% da populacdo pesquisada,
indice préximo ao da Alemanha (3,2%), porém inferior ao dos EUA, com
14,2%, e do Chile com 5,3%. A regido Sudeste foi aquela onde se
verificaram as maiores porcentagens (3,7%) e a menor, no Norte com
aproximadamente 1%. Dados da pesquisa mostraram que o uso de
cocaina durante a vida, segundo sexo e faixa etdria dos 878 entrevistados
em 18 cidades da regido Sul com mais de 200 mil habitantes é superior
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na populacido masculina principalmente na faixa etdria de 25 — 34 anos
(5,4%), enquanto que para o sexo feminino na mesma faixa etdria o indice
¢ de 1,4%, quatro vezes menor (Carlini, 2006).

Em 2009, a Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas (SE-
NAD), 6rgdo do governo federal responsdvel por coordenar a implemen-
tacdo das politicas nacionais sobre drogas e dlcool em parceria com o
Grupo Interdisciplinar de Estudos de Alcool e Drogas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (GREAFMUSP) realizou uma
pesquisa nacional entre estudantes universtdrios brasileiros; através dela
constatou-se que o uso anual de cocaina foi de 3% entre os estudantes de
18 a 35 anos (Figura 1.6), sendo observado que o uso de cocaina entre as
mulheres foi muito menor do que entre os homens. A principio este dado
pode ser considerado irrelevante, mas a pesquisa concluiu que quase 49%
dos universitarios entrevistados ja utilizaram algum tipo de droga ilicita
pelo menos uma vez na vida e que o uso de drogas, dlcool e tabaco nessa
populacdo especifica é mais frequente do que na populagdo em geral.

Figura 1.6. Uso de cocaina durante a vida, nos dltimos 12 meses e nos
altimos 30 dias entre estudantes universitarios brasileiros, em 2009.
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2 ANALISE DE COCAINA EM CEDULAS MONETARIAS -
REVISAO DA LITERATURA

Existem vérios trabalhos reportados na literatura a respeito da de-
terminag@o de cocaina e outras drogas em diversas matrizes que serviram
de base para a realizacao deste trabalho. De um modo geral, existem duas
consideracdes a serem feitas quando se trata da andlise de drogas em cé-
dulas monetarias: 1) o uso da cromatografia a gis e da liquida acoplada
a espectrometria de massas em tandem que possibilitou o desenvolvi-
mento de metodologias quantitativas muito sensiveis, seletivas e repro-
dutiveis; 2) a aplicacdo de técnicas de screening, como a espectrometria
de mobilidade i6nica (IMS, do inglés “ion-mobility spectrometry”) ou a
dessor¢do térmica acoplada a espectrometria de massas em tandem (TD-
MS2?, do inglés “thermal desorption tandem mass spectrometry”), que
contribuiram muito para a reducao do tempo total de andlise e do preparo
de amostra (Armenta e De La Guardia, 2008).

2.1 Extracao

Virios métodos t€m sido reportados para extrair a cocaina das no-
tas de dinheiro, entre elas a desorcdo térmica, a extracdo com solventes
até amostragens com sistema a vicuo; sendo que este tltimo € um método
semi-quantitativo devido a baixa eficiéncia na remoc¢do, embora apre-
sente as vantagens de evitar o manuseio das amostras e inibir a possibili-
dade de contaminagdo durante o transporte para o laboratério (Sleeman
etal., 1999).

Entre todos os trabalhos relatados na literatura, a técnica de ex-
tracdo mais empregada € a extracdo com solventes, pois a cocaina é bas-
tante solivel em solventes organicos e solucdes aquosas dcidas diluidas.
Na andlise de notas de ddlares americanos, os solventes jd utilizados fo-
ram cloroférmio (Song, Zhang e Kohlhof, 1996), acetonitrila (Jenkins,
2001) e etanol (Marie Lafitte, 2002), juntamente com procedimentos de
agitagdo por vortex e centrifugagado, seguidos de evaporacdo sob aqueci-
mento e fluxo de nitrogénio. Metanol foi utilizado em dois trabalhos se-
melhantes realizados em notas de euro (Esteve-Turrillas et al., 2005;
Bones, Macka e Paull, 2007). No entanto, deve ser observado que o uso
de solventes organicos como extratores pode provocar a destrui¢io das
notas, uma vez que, removem a tinta, causam danos as marcas de segu-
ranga e as marcas holograficas; mesmo o metanol, solta a folha metélica
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usada para diferenciar notas falsas de verdadeiras (Jenkins, 2001; Esteve-
Turrillas et al., 2005; Zuo et al., 2008).

A extracio sdlido-liquido seguido da extracdo liquido-liquido
também foi utilizada para a determinacdo de cocaina em ddlares cana-
denses, sendo que primeiro foi efetuada uma extracdo com etanol, se-
guida de extracdo com CHCI3/H>SOs, adicdo de NaOH, seguida de nova
extragdo com CHCIs. Esse procedimento foi acompanhado de evapora-
cdo e redissolucdo em acetato de etila e mostrou-se muito laborioso e
demorado além da % de recuperacdo ter sido muito baixa (~35,6%)
(Hudson, 1989).

Acidos diluidos também tém sido utilizados como extratores de
cocaina das notas. A. Negrusz et al. utilizaram &cido cloridrico 0,1 mol
L' na extra¢do da droga de dolares americanos (Negrusz, Perry e Moore,
1998). Acido acético 0,01 mmol L! foi o solvente extrator no trabalho
com notas chinesas, sendo que 15 min apds a imersdo as notas foram
lavadas com a mesma solugd@o dcida para remover qualquer resquicio da
droga e os dois volumes foram agregados (Xu et al., 2006). Segundo
Heimbuck & Bower, as melhores condi¢des para a determinacdo de co-
cafna em notas é: 1 min de extra¢io com 5 mL de HCI1 0,1 mol L™, se-
guido por 2 mL de NH40H 0,2 mol L', SPE e 2 mL de metanol como
eluente (Heimbuck e Bower, 2002).

Em 2006, foi realizado por Nicholls & Puckett um estudo com-
parativo entre uma técnica destrutiva combinada com SPE e uma ndo
destrutiva baseada em solventes organicos. A partir dos resultados obti-
dos neste estudo, a extracdo baseada no uso de solventes orgénicos foi
selecionada para determinar a quantidade de cocaina em vdrias notas. A
principal vantagem da técnica ndo destrutiva foi o fato das recuperacdes
serem quantitativamente compardveis (Armenta e De La Guardia, 2008).

Recentemente, Wimmer & Schneider desenvolveram uma me-
todologia para a identifica¢do de drogas de abuso, entre elas cocaina, he-
roina e metanfetamina em notas de euro. Para a extracdo das drogas, fo-
ram utilizados os mesmos procedimentos citados anteriormente com me-
tanol como solvente extrator, agita¢do, centrifugacido e evaporacio;
sendo que o solvente utilizado na redissolug@o foi uma mistura de meta-
nol e acetato de amdnio 5 mmol L', 80:20 (v/v), seguida de filtragdo com
membrana de nylon (Wimmer e Schneider, 2011).
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2.2  Técnicas e desempenhos analiticos

A técnica analitica mais comumente utilizada para a determinagdo
de cocaina em cédulas monetdrias € a cromatografia a gis acoplada a es-
pectrometria de massas (GC-MS, do inglés “gas chromatography mass
spectrometry”). No entanto, na literatura sdo encontrados trabalhos com
outros tipos de detectores como o de nitrogénio e fésforo (GC-NPD, do
inglés “gas chromatography nitrogen-phosporous detection”) (Keil et al.,
2007).

D. Song e colaboradores (1996) desenvolveram um método bas-
tante sensivel, utilizando GC-PCI-MS (do inglés, “gas chromatography -
positive chemical ionization - mass spectrometry”), pelo qual obtiveram
um limite de detec¢éo de 0,5 ng/mL (Song, Zhang e Kohlhof, 1996). Atu-
almente, aliada a GC-MS estd a cromatografia a gds acoplada a espectro-
metria de massas em tandem (GC-MS/MS, do inglés “gas chromatogra-
phy mass spectrometry/mass spectrometry’). Nestas técnicas, tanto a io-
nizag¢do por impacto de elétrons quanto a ionizacdo quimica podem ser
utilizadas satisfatoriamente, com a vantagem de que a GC-MS/MS, por
ser mais sensivel, pode fornecer limites de deteccio menores.

Um estudo relatado por A. Jenkins (2001), utilizando GC-MS,
com 10 notas de 1 délar coletadas em 5 diferentes cidades dos Estados
Unidos, mostrou que 92% das notas continham, em média, 1,37 pg de
cocaina por nota (Jenkins, 2001).

Esteve-Turrillas et al. (2005) desenvolveram uma metodologia
por GC-MS/MS que resultou em um limite de detec¢do de 0,15 ng por
nota e recuperacdes de 101 + 2 e 98 + 3% foram obtidas em amostras
fortificadas com 100 e 10 pg, respectivamente. Neste trabalho das 16
amostras analisadas, todas se mostraram contaminadas numa faixa de
1,25 a 889 ug, podendo inferir-se que as notas com baixas concentragdes
foram contaminadas indiretamente, enquanto que as com altas concen-
tracdes foram diretamente contaminadas (Esteve-Turrillas ez al., 2005).

Em 2008, Y. Zuo e colaboradores publicaram um estudo empre-
gando dgua como solvente extrator e ultrassom, seguido de cleanup uti-
lizando SPE, antes da inje¢do no equipamento de GC. Por este procedi-
mento, obtiveram um limite de quantificacdo de 2,00 ng/mL e cocaina
foi detectada em 67% das notas em circulacio coletadas na regido de
amostragem, em quantidades que variam de 12 ng a 49,4 ug por nota
(Zuo et al., 2008).
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A primeira utiliza¢do de LC-MS para a quantificacdo de cocaina
em notas foi relatada por Jordan & Donelly em 1995 (Armenta e De La
Guardia, 2008). Esses autores utilizaram IMS como uma ferramenta de
triagem para detectar cocaina na moeda dos EUA e, em casos positivos,
ela foi quantificada usando LC-MS ou GC-MS utilizando um padrio in-
terno deuterado.

A técnica de LC-MS/MS foi utilizada com sucesso na andlise de
residuos de cocaina em cédulas monetdrias irlandesas. Para a separagio
da cocaina de outras substancias presentes nas notas, foi utilizado um
gradiente linear de acetato de amoénio (pH 4,5) e metanol como fase mo-
vel. Duas diferentes colunas foram investigadas para a separagdo (Zorbax
Rapid Resolution HT Eclipse XDB-Cis 50,0 x 2,1 mm de didmetro in-
terno, 1,8 uym tamanho da particula e Phenomenex Onyx monolitico Cig
100,0 x 3,0 mm d.i.). A partir deste estudo, foi determinado que a coluna
monolitica de 10 cm forneceu o melhor desempenho para a aplicagio
proposta, pois resultou em uma melhor efici€éncia em taxas aceitdveis de
fluxo de fase mével e baixas pressdes. A repetibilidade, determinada atra-
vés da injecdo de seis repeti¢cdes de uma solugdo padrdo 0,10 mg/L, foi
de 3,7%. Enquanto que a reprodutibilidade (4,9%) foi medida utilizando
seis solugdes 0,5 mg/L de analito preparadas individualmente. O LD e o
LQ foram de 4 pg/nota e 14 pg/nota, respectivamente. Este procedimento
rendeu valores de recuperacio de 87 £ 8%. O tempo de eluicio da cocaina
nestas condi¢des foi de 10 min (Bones, Macka e Paull, 2007).

Proposta por Wimmer & Schneider (2011), outra metodologia
também fez uso de LC-MS/MS e foi aplicada na quantificacdo simulta-
nea de 10 drogas de abuso, incluindo cocaina e benzoilecgonina. A sepa-
racdo foi realizada em uma coluna BEH Cig (1,7 um, 2,1 x 100 mm, Wa-
ters). Foi utilizado um gradiente linear composto do solvente A (95:5
H2O0/acetonitrila + 4cido férmico a 0,5%) e do solvente B (acetonitrila +
acido férmico a 0,5%). A fase mével inicial continha 97,5% do solvente
A. O tempo total da corrida foi de 6 min. Os residuos foram monitorados
e quantificados através do modo de monitoramento de reacdes mdltiplas
(MRM). Cocaina foi encontrada em todas as notas (no total 64 notas fo-
ram analisadas) e nelas também foi detectada benzoilecgonina que pode
ser explicada pela hidrélise da cocaina na superficie das notas. Neste es-
tudo foi encontrado um valor médio por nota de 106 ng de cocaina e 43
ng para a benzoilecgonina, respectivamente (Wimmer e Schneider,
2011).
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O tinico método reportado na literatura utilizando eletroforese
capilar é com detecg¢do por eletroquimioluminescéncia para a determina-
cdo de cocaina em cédulas monetdrias chinesas e foi proposto por Y. Xu
e colaboradores em 2006. Para aumentar a sensibilidade do método foi
empregada uma técnica de pré-concentracdo on-line denominada Field
Amplified Sample Stacking (FASS) e sob as condic¢des otimizadas foi
obtido um limite de detec¢@o de 60 nmol L'!. Apesar da aplicabilidade do
método e do curto tempo de andlise (6 min), deve ser observada a sua
falta de especificidade quando comparado com metodologias que usam a
espectrometria de massas como sistema de detecgdo (Xu et al., 2006).

GLORIA (gold-labeled, optically-read, rapid immunoassay) tem
sido empregada com sucesso na deteccdo de substincias controladas e
diferencia-se das demais por ndo ser um método de separacdo. A técnica
se baseia num processo de deteccdo que utiliza ensaios imunoldgicos e é
realizada em apenas 3 min e fornece um limite de detecc¢do de ng. No que
diz respeito a especificidade da técnica, compostos fluorescentes de ou-
tras drogas, residuos de aditivos alimenticios e de medicamentos podem
interferir fornecendo resultados falso-positivos (Armenta e De La
Guardia, 2008).

A TD-MS? € a segunda metodologia mais comumente utilizada
para a andlise de cocaina em cédulas monetarias. A TD consiste em inse-
rir a cédula entre duas placas metdlicas e aquecé-la por 1 segundo (a 285
°C); o material volatil € liberado em uma regido de ioniza¢do quimica a
pressdo atmosférica (APCI). Em fase gasosa, sdo monitoradas transi-
¢des de fon-precursor/ion-fragmento e a presenca de um composto € in-
dicada por uma elevagdo na resposta das transi¢des correspondentes. O
limite de detec¢do depende da quantidade de droga dessorvida da nota,
mas normalmente € abaixo de 1 ng. Embora seja uma técnica rdpida e
sensivel na detec¢c@o de drogas neste tipo de matriz e capaz de distinguir
o dinheiro que circula entre a popula¢do em geral do dinheiro do tréfico,
ela ndo pode ser considerada uma técnica quantitativa porque a quantifi-
cacdo exata ndo € possivel devido a dificuldade de comparar as respostas
de solucdes com aquelas aprisionadas dentro da matriz das cédulas mo-
netdrias (Carter, Sleeman e Parry, 2003; Ebejer et al., 2005; Dixon et al.,
2006; Ebejer et al., 2007; Keil et al., 2007).

A técnica de IMS também tem sido usada para a determinagdo
de drogas de abuso em cédulas monetarias devido a versatilidade, robus-
tez, portabilidade e pouca necessidade de manutengao. Ela permite a ana-
lise de uma grande quantidade de notas através de um sistema de vicuo
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ou a andlise de notas individuais através da coleta dos residuos feito com
um cotonete tipo swab ou pela inser¢do da prépria nota na unidade de
vaporizacdo do IMS, sendo que a insercdo da nota resulta em andlises
1000 vezes mais sensiveis que a amostragem a vacuo. Esta técnica revela
tracos de substincias controladas recolhidas em um papel filtro, aqueci-
dos até a vaporizagao e ionizados por elétrons emitidos por uma fonte de
9Ni. O tempo que os fons “flutuam™ na presenga de um campo elétrico
até colidirem com o detector € medido, e as substincias sao identificadas
pelo seu tempo de flutuagdo. No entanto, o método sofre dos mesmos
inconvenientes da TD-MS?, ou seja, é dificil a obteng¢do de resultados
precisos e quantitativos (Lawrence, 1987; Armenta e De La Guardia,
2008; Kolomiets e Pervukhin, 2009).

Em resumo, a cocaina é uma das drogas ilicitas mais usadas es-
tando intimamente ligada ao dinheiro em circulagdo em todo o mundo,
seja através da troca, do armazenamento ou do uso. A utilizacio de dife-
rentes técnicas isoladas ou em conjunto possibilitam o desenvolvimento
de metodologias quantitativas ou semi-quantitativas, ou seja, hoje em dia
ha disponivel um conjunto de procedimentos analiticos que, dependendo
da necessidade, permitird aos cientistas selecionar entre a deteccao de co-
cafna de um modo rdpido (TD-MS?, TD-IMS ou imunoensaio) ou a quan-
tificacdo deste analito com exatiddo e precisdo (GC-MS, LC-MS e CE).
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3 ANALISE DE COCAINA EM CEDULAS MONETARIAS
UTILIZANDO ELETROFORESE CAPILAR COM DETEC-
CAO UV

3.1 Objetivos
3.1.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste capitulo é o desenvolvimento de uma
metodologia analitica para a determinagdo de cocaina em cédulas mone-
tarias em circulag@o na cidade de Floriandpolis/SC utilizando a técnica
de eletroforese capilar com detec¢éo UV.

3.1.2  Objetivos especificos

«» Desenvolver uma metodologia analitica para a determinacéo de co-
caina utilizando eletroforese capilar com detector de arranjo de dio-
dos.

s Utilizar softwares de simulagdo para auxiliar na otimiza¢do das
condi¢bes analiticas de separacdo, tais como: componentes do
eletrdlito de corrida, forga idnica do eletrdlito de corrida, voltagem
de separagio, entre outras.

< Validar a metodologia proposta fazendo testes de adicdo e
recuperacdo e determinar os pardmetros de validacdo do método,
como por exemplo, limites de deteccdo e quantificacio; precisdo
instrumental, intra e interensaio; entre outros.

< Avaliar a exatiddo do método proposto com outro desenvolvido com
atécnica de LC-MS/MS, sendo este tiltimo tomado como referéncia,
por ser esta técnica considerada como inequivoca e mais sensivel do
que a CE.

3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Instrumentacio

O método desenvolvido por eletroforese capilar foi efetuado em
um equipamento da marca Agilent Technologies modelo 7100 (Palo
Alto, CA, USA), equipado com detector de arranjo de diodos. A cocaina
e a lidocaina foram detectadas em 200 nm e o propranolol (padrio in-
terno) em 215 nm, respectivamente. A temperatura do capilar foi mantida
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em 20 °C durante todos os experimentos. A aquisi¢do e o tratamento dos
dados foram realizados com o programa HP Chemstation, versdo
B.04.03.

Para a otimiza¢do da composi¢do do eletrélito de corrida foi uti-
lizado o software Peakmaster 5.1® que pode ser baixado gratuitamente
do site http://web.natur.cuni.cz/~gas/. Por este programa € possivel obter
caracteristicas do eletrdlito de corrida como: pH, forca idnica, condutivi-
dade, capacidade tamponante e a melhor propor¢éo entre os constituintes
do eletrélito. Também é possivel se obter caracteristicas eletroforéticas
dos analitos, tais como: tendéncias de dispersdo, mobilidade efetiva, en-
tre outras.

3.2.2 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Cocaina
(1.000 mg L' em acetonitrila) foi adquirida de Cerilliant Corporation
(Round Rock, TX, EUA). Cloridrato de propranolol (padrdo interno —
P.1), tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS), 4cido 2 - hidroxiisobutirico
(HIBA) foram adquiridos da Sigma - Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil).
Agua desionizada (Milli - Q deionizer, Millipore, Bedford, MA, EUA)
foi utilizada para preparar o eletrdlito de corrida (BGE, do inglés
“background electrolyte”. Acetonitrila (grau HPLC) foi adquirida de Te-
dia Brasil (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

3.2.3 Separacao por CE

As andlises eletroforéticas foram realizadas em um capilar de si-
lica fundida (48,5 centimetros x 75 pm D.I. x 375 pm D.E.) com reves-
timento externo de poliimida, o qual foi obtido de Polymicro (Phoenix,
AZ, EUA). Antes da primeira utilizacio, os capilares foram condiciona-
dos com NaOH 1 mol L'! e dgua desionizada durante 40 min, respectiva-
mente. Diariamente, os capilares foram condicionados com NaOH 1 mol
L', 4gua desionizada e BGE, durante 5 min, consecutivamente. A com-
posi¢do do eletrdlito de corrida otimizado foi composta de 20 mmol L!
HIBA e 60 mmol L' de TRIS, pH 8,4. O capilar foi lavado por 30 s com
BGE entre todas as corridas. As solu¢des padréo e amostras foram intro-
duzidas a partir da extremidade do capilar mais afastada do detector
(comprimento até o detector = 40 cm) e injetadas hidrodinamicamente a
50 mbar durante 10 s (50 mbar = 4996,2 Pa). A separacdo foi realizada
aplicando-se uma voltagem positiva de 25 kV.
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3.24 Curvas de calibracao

Para as andlises de CE, uma solu¢do de trabalho com o padrao
de cocaina foi preparada por dilui¢do da solugdo estoque 1.000 mg L-!
até 10 mg L', em acetonitrila. A soluc@o estoque de cloridrato de propra-
nolol (P.L) foi preparada por dissolugdo de 20 mg do padrdo em 10 mL
de acetonitrila. A concentracdo adicionada de P.I. as amostras e padrdes
de cocaina foi 2,0 mg L. As curvas de calibragdo foram obtidas apds a
preparacdo de padrdes individuais em concentracdes cuja faixa de apli-
cagdo foi de 0,8 a 8 mg L. Todas as solugdes foram armazenadas sob
refrigeracdo, a temperatura de 4 °C.

3.2.5 Procedéncia e preparo das amostras

Este estudo analisou 46 cédulas monetdrias brasileiras de R$
2,00, coletadas na cidade de Florian6polis, no Estado de Santa Catarina,
sendo que 30 foram obtidas diretamente da circulagdo em geral e 16 de
caixas eletronicos. Todas as notas constituem um grupo de amostragem
de dinheiro circulante e elas ndo foram adicionadas de padrdo de cocaina.
As amostras foram colocadas num tubo de ensaio (uma nota em cada
tubo), contendo 10 mL de acetonitrila e a extracdo de cocaina foi reali-
zada por ultrassom durante 8 min. Este procedimento foi baseado no tra-
balho relatado por A. Jenkins em 2001, sendo que esta pesquisadora uti-
lizou 5 mL de acetonitrila e ndo usou ultrassom e sim um agitador do tipo
vortex, no qual as amostras permaneceram por 2 horas. Antes da injecao
no equipamento de CE, tanto as amostras quanto os padrdes foram colo-
cados em vials numa propor¢do de 9:1 (extrato de nota e/ou padrio: P.1.).

3.2.6 Método comparativo utilizando LC-MS/MS

A comparacdo entre o0 método proposto por CE-UV e outro mé-
todo utilizando LC-MS/MS foi feita pela anélise de 10 extratos de notas
escolhidos aleatoriamente a partir das amostras que continham cocaina
acima do limite de quantificagdo do método. Essas amostras foram inje-
tadas, em duplicata, no mesmo dia em ambos os instrumentos, tendo em
conta que, antes da inje¢do no LC-MS/MS, os extratos das notas foram
diluidos 100 vezes com dgua desionizada. As curvas analiticas foram pre-
paradas também em dgua desionizada na faixa de aplicac¢do de 10 a 100
ug L1, preparadas e injetadas em duplicata.
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O método usando LC-MS/MS foi realizado em um cromatégrafo
a liquido de alta eficiéncia Agilent 1200 Series (Agilent Technologies,
Waldbronn, AL). Foi utilizada uma coluna cromatografica da marca Phe-
nomenex modelo Synergi Polar-RP com comprimento de 150 mm, dia-
metro interno de 2 mm e tamanho da particula igual a 4 um; equipada
com uma pré — coluna da mesma marca modelo Polar-RP (4x2,0 mm).
Foi utilizado o modo isocratico de elui¢do e os experimentos foram rea-
lizados utilizando uma fase movel constituida de 50% de solvente A (so-
lucdo aquosa de 4cido férmico 0,1%) e 50% de solvente B (metanol:H.O
(95:5 v/v)). A taxa de fluxo da fase mével foi fixada em 350 pLL min-'.
Em todas as corridas, o volume injetado foi de 10 uL e a temperatura da
coluna foi ajustada em 40 °C.

O sistema cromatogréfico foi acoplado a um espectrometro de
massas triploquadrupolar API 3200™, Applied Biosystems/MDS Sciex,
(Sciex, Concord, CA) equipado com cela de colisio LINAC® e fonte de
ionizag@o Turbo V™ operada no modo TurbolonSpray®. Os experimen-
tos foram realizados usando a fonte no modo de ionizagdo positivo. Foi
aplicado o modo de escaneamento de massas Monitoramento de Reacdes
Muiltiplas (MRM, do inglés “Multiple Reaction Monitoring”) para a rea-
lizacdo das andlises quantitativas. A aquisi¢do e o tratamento dos dados
foram realizados com o software Analyst versao 1.5.1.

3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Desenvolvimento do método

3.3.1.1 Composicao do eletrélito de corrida

A cocaina é uma base fraca (pKa 8,6) e, partindo-se deste princi-
pio, optou-se por escolher como co-ion o TRIS, pois o seu pKa € 8,15 e
em torno deste valor de pH a cocaina ji encontra-se ionizada mais que
50%. Além de proporcionar uma boa capacidade tamponante ao eletro-
lito, o TRIS apresenta outras caracteristicas atrativas, incluindo a baixa
absorcdo de radiagdo UV no mesmo comprimento de onda da cocaina e
Lefi semelhante a do analito, o que minimiza o alargamento das bandas
causadas pela dispersdo por eletromigracido (EMD, do inglés “electromi-
gration dispersion”). HIBA foi escolhido como contra-ion, devido a baixa
absorcdo no UV. Além disso, como o TRIS, o HIBA ¢ um sdlido, que
permite a preparacdo do eletrdlito ser realizada pesando-se as quantida-
des requeridas de ambos, o que facilita o processo.
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A lidocaina € utilizada como um aditivo na adulteracio da cocaina
(Barat e Abdel-Rahman, 1996) e, em testes preliminares, verificou-se a
sua presenca nos extratos das notas. A lidocaina tem caracteristicas es-
truturais similares as da cocaina e pode comprometer a seletividade do
método. Assim, ela foi considerada relevante tanto na construgao das cur-
vas de mobilidade efetiva versus pH como na simulagdo da composi¢do
do eletrdlito de corrida com o software Peakmaster®, embora ela nao te-
nha sido considerada para fins de validacdo do método nem para a quan-
tificacdo.

Com a escolha do co- e do contra-fon acertada, partiu-se para a
escolha do pH mais adequado para a separacdo. Para isso foram constru-
idas curvas de mobilidade efetiva versus pH para a cocaina, lidocaina e
TRIS. As curvas foram obtidas utilizando-se a Equacdo 3-1, onde plefs,a-
¢ a mobilidade efetiva e [lact,a- € a mobilidade idnica.

i :
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Equagdo 3-1 Hegra- = 107Ka-7H

A Figura 3.1 mostra o intervalo de pH (6,0-10,0) que proporcio-
naria a separacdo mais eficaz dos analitos, considerando-se que tanto a
escolha do co-ion, como a do contra-ion do eletrolito de corrida destinou-
se a alcancar uma boa capacidade tamponante, reduzir o efeito Joule, a
dispersdo por eletromigracdo e a adsor¢do dos analitos no capilar. Ob-
serva-se que no pH escolhido, em torno de 8,0 existe uma boa diferenca
entre as mobilidades efetivas dos analitos o que colabora para que nao
ocorra a co-migragdo deles, também neste valor de pH, o TRIS fornece a
sua mdxima capacidade tamponante; porém, os analitos estdo na forma
catidnica e a parede do capilar estd com forte carga negativa. Assim, o
uso de uma base que contém um grupo amino, tal como TRIS, pode ser
aplicado a fim de reduzir a adsorcdo das substincias de interesse no ca-
pilar. Finalmente, o pH do eletrélito fornece um alto fluxo eletrosmético
positivo (em direcdo ao cdtodo), fazendo com que os analitos migrem no
modo co-eletrosmoético. Assim, o tempo de migracdo dos analitos dimi-
nui, bem como o tempo total de andlise.
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Figura 3.1. Curvas de mobilidade efetiva versus pH para a cocaina, lido-
caina e TRIS.
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As concentragdes de TRIS e HIBA foram otimizadas usando o
software Peakmaster 5.1®. Para isso, a concentragdo de TRIS foi fixada
em 60 mmol L' e a concentragido de HIBA foi variada de 5 a 40 mmol
L. A mobilidade do fluxo eletrosmdtico foi obtida experimentalmente
para a simulacdo. Os parAmetros EMD, condutividade e capacidade tam-
ponante foram avaliados e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
3.2. De acordo com a andlise das curvas de cada pardmetro, a composicao
6tima do eletrélito foi 60 mmol L' de TRIS e 20 mmol L' de HIBA, pH
8,4. Com esta composicdo, a EMD para a cocaina ficou em torno de zero
(0,03 x 10 S m? mol'!), o que gera alta simetria de pico; a capacidade
tamponante foi de 31 mmol L', o que torna o método robusto; e a con-
dutividade baixa (0,106 S m'"), o que minimiza o efeito Joule.
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Figura 3.2. Otimizac¢io da composicdo do eletrdlito de corrida utilizando
o software Peakmaster 5.1®, fixando-se a concentracdo de TRIS em 60
mmol L~! e variando-se a concentragdo de HIBA de 5 a 40 mmol L.
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A Figura 3.3A mostra o eletroferograma simulado com a com-
posicdo do eletrdlito otimizado e a Figura 3.3B mostra o eletroferograma
experimental de um extrato de cédula monetdria. Uma boa correlagdo
pode ser observada entre os dois eletroferogramas, mostrando que a si-
mulacdo foi uma ferramenta importante no desenvolvimento do método,
pois ela permite visualizar e otimizar diversos tipos de separagdes sem o
uso de amostras, reagentes e padroes.

Propranolol foi selecionado como padrio interno para este mé-
todo por suas caracteristicas quimicas: possui um grupo amino, pKa 9,45
(Wan et al., 2002), o que permite um alto grau de ionizacdo, logo alta
Lefi, no pH do eletrdlito (8,4) o que contribui para a rapidez da separagao;
devido as suas propriedades croméforas, como os dois anéis benzénicos
presentes em sua estrutura, absorve radiacdo UV, assim como a cocaina,
permitindo que o método seja desenvolvido com detec¢do direta.
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Figura 3.3. Comparacio entre o eletroferograma simulado (A) e o expe-
rimental (B) de um extrato de nota de dinheiro sob as condi¢es otimiza-
das. Legenda dos picos: 1 — propranolol (P.1.), 2 — cocaina, 3 — lidocaina.
Condigdes experimentais: ver Secdo 3.2.
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3.3.1.2 Aumentando a detectabilidade do método

Estratégias de pré-concentracdo on-line devem ser consideradas
quando se propde metodologias para a andlise em niveis trago, como o
caso de cocaina em cédulas monetarias.

Neste trabalho, aliou-se o preparo de amostra com um modo de
pré-concentragdo on-line que utiliza acetonitrila; em outras palavras, to-
dos os padrdes de cocaina necessdrios para a validacdo do método, o pa-
drdo interno, as amostras, assim como as dilui¢des foram feitas com ace-
tonitrila. O efeito global é um aumento da sensibilidade de cerca de 20
vezes (Shihabi, 2000). Por sua baixa condutividade, a acetonitrila por si
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s0, ja provoca o empilhamento dos fons, quando o plug da amostra entra
em contato com o plug do eletrélito aquoso.

Na tentativa de pré-concentrar a amostra dentro do capilar, o
tempo de injecdo foi variado entre 5 e 25 segundos sob a pressdo de 50
mbar. Observou-se que, a medida que o tamanho do plug da amostra au-
mentou, o efeito de descontinuidade do plug tornou-se mais significativo,
aumentando a concentra¢do do analito naquela se¢@o de drea. No entanto,
a partir do tempo de inje¢do de 15 segundos o pico da cocaina comecgou
a sofrer um significativo alargamento da banda e também um aumento
no tempo de migracao devido a diferenca entre a viscosidade e a condu-
tividade do plug da amostra (cujo solvente era acetonitrila) e o eletrdlito
de corrida que era uma solugdo aquosa (Figura 3.4).

Portanto, optou-se pelo tempo de inje¢do de 10 segundos, man-
tendo-se uma boa eficiéncia de pico e uma boa relag¢do sinal-ruido, sendo
que este tempo de injecdo € mais do que o triplo do que se costuma injetar
em trabalhos rotineiros (3 segundos).

O empilhamento provocado pela acetonitrila é favorecido por
um longo capilar e uma elevada forga idnica do eletrdlito de corrida, que
favorece a inje¢do de um plug de amostra maior sem comprometer a efi-
ciéncia. Portanto, foi utilizada a voltagem de + 25 kV (que gerou uma
corrente elétrica baixa: 22 pA), capilar com 48 cm de comprimento total
e 40 cm de comprimento efetivo e eletrélito de corrida composto por 20
mmol L' de HIBA e 60 mmol L' de TRIS, o que resultou numa forca
idnica de 20 mmol L"!. Mantidas estas condi¢des houve um aumento sig-
nificativo na efici€ncia e na simetria do pico da cocaina, o que pode ser
relacionado a um ganho real na detectabilidade.
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Figura 3.4. Variacdo do tempo de injecdo do padrdo de cocaina 1 mg L~
1, sob pressdo de 50 mbar. Condi¢des experimentais: ver Se¢do 3.2.
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3.3.2 Validacao do método

Para avaliar o método proposto para a determinacio de cocaina
em cédulas monetdrias, foram avaliados os seguintes parametros de vali-
dacgdo: seletividade, linearidade, repetibilidade (instrumental e intra- en-
saio), precisdo intermedidria, limite de deteccdo (LD), limite de quantifi-
cacdo (LQ) e exatiddo. A metodologia empregada na avaliacdo destes
parAmetros foi baseada na padronizacdo para produtos farmacéuticos
proposta pelo ICH (“International Conference on Harmonization”).

3.3.2.1 Avaliacao do efeito de matriz

Para avaliar se as demais substincias, que provavelmente
também sdo extraidas das cédulas com a acetonitrila, provocariam
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alguma influéncia na deteccdo da cocaina foi realizado um estudo do
efeito de matriz, através do método de adi¢do de padrio.

Durante as andlises dos extratos das cédulas, verificou-se que
algumas provenientes dos caixas eletrOnicos eram muito novas € nio
apresentavam cocaina ou esta se encontrava abaixo do limite de deteccio.
Entdo, realizou-se o experimento de adicdo de padrao com essas cédulas.

O estudo consistiu na constru¢do de trés curvas de calibragdo
feitas com trés extratos de notas diferentes, em quais a cocaina foi
detectada acima do limite de quantificacdo, adicionados do padrdo de
cocaina que foram comparadas com uma curva de calibragdo sem a
presenca da amostra. A Figura 3.5 apresenta as quatro curvas de
calibracio e como elas se mostraram paralelas, pode-se dizer que nio ha
interferéncia da matriz na determinagdo da cocaina nos extratos das
notas. Portanto, o método € seletivo e permite que a cocaina possa ser
quantificada nos extratos pelo método de calibragdo externa.

Figura 3.5. Comparaglo entre as curvas de adi¢do de padrdo de cocaina
em 3 extratos de notas com a curva de calibracdo externa para verificar o
efeito da matriz no método.
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3.3.2.2 Seletividade

Como a proposta deste trabalho é o desenvolvimento de um mé-
todo utilizando eletroforese capilar com detec¢do UV, precisa ser citado
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que uma das maneiras de atestar a seletividade € feita através do uso de
detectores como o de arranjo de diodos, presente no equipamento utili-
zado, que comparam o espectro do pico com o de um padrio e isto serve
como uma indica¢do da presenga do composto puro. Tendo isso em
mente, foi observado no espectro de UV da cocaina (inserido na Figura
3.6) que ele possui duas bandas de absor¢do no UV (200 e 230 nm) e,
portanto, foi escolhido o comprimento de onda de 200 nm para a realiza-
¢do da determinagdo da cocaina por ser o de minima variacio da absorti-
vidade molar do analito, o que maximiza o sinal detectado.

Figura 3.6. Ilustracdo da seletividade do método: (A) extrato de nota de
dinheiro livre do analito de interesse; (B) extrato de nota de dinheiro adi-
cionado de 4 mg L' de padrdo de cocaina. Legenda dos picos: 1 — pro-
pranolol (P.I.), 2 — cocaina.
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Em qualquer método de andlise é essencial identificar correta-
mente o composto de interesse. Esta necessidade € ainda mais importante
quando se trata de andlise toxicoldgica, autenticidade e abuso de drogas
porque os resultados sdo cruciais para a tomada de decisdes seguras.

A fim de demonstrar que o composto detectado nos extratos das
cédulas monetdrias €, de fato, a cocaina, e, portanto garantir a seletivi-
dade do método por CE-UV, uma anélise ortogonal foi realizada, na qual
o pico analisado foi recolhido no equipamento de CE e injetado no equi-
pamento de LC-MS/MS.
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A LC-MS/MS ¢é uma técnica de separacdo com um sensivel sis-
tema de detecgdo usado para aumentar a confiabilidade na identificagdo.
Os pontos que sdo observados numa andlise LC-MS/MS sdo o tempo de
retencdo na coluna cromatografica, a razdo massa/carga do fon precursor,
o espectro de massa dos fragmentos das moléculas geradas na cela de
colisdo, o uso de padrdo de referéncia e a abundancia de sinal (Rivier,
2003; Stoev e Stoyanov, 2007; Zeng et al., 2011). Utilizando este con-
junto de informacdes analiticas sobre a molécula, a droga é identificada
com um elevado grau de confianca.

A LC-MS/MS pode ser utilizada conjuntamente com outra téc-
nica de separacdo que utiliza menos informagdes sobre o analito, por
exemplo, a eletroforese capilar (com detec¢do por UV), pois na CE-UV,
os dados utilizados na identifica¢do sdao o tempo de migracdo e o espectro
de UV (este ultimo € obtido quando a molécula tem grupos croméforos
na sua estrutura quimica), por essas razoes, a identidade da molécula por
CE-UV geralmente é confirmada com a adi¢do de um padrio.

Uma vez que a molécula de interesse € separada da matriz da
amostra por CE-UV ¢é possivel a coleta de uma fragcdo da solugdo de den-
tro do capilar contendo o pico do analito através da aplicag¢do de pressdo
ou de voltagem. Este volume coletado (~nL) pode ser reservado e anali-
sado por uma outra técnica (Helmja et al., 2009). As caracteristicas de
CE-UV aliadas a elevada sensibilidade da LC-MS/MS permitem a hife-
nizacdo off-line das duas técnicas para confirmar a identidade das molé-
culas separadas por CE-UV.

Ao contrario de outros modos de hifenizagao, a seletividade or-
togonal que pode ser conseguida através da hifenizacdo off-line de CE-
UV-LC-MS/MS permite uma complementacio entre duas técnicas de se-
paracdo com diferentes mecanismos de separacio, o que contribui para
um maior rigor na identificacao.

Neste experimento, foi utilizado o padrdo de cocaina na concen-
tragdo de 5 mg L' e cinco extratos de cédulas monetdrias em circulagio.
Foram utilizadas as mesmas condi¢es experimentais e instrumentais
descritas na Secdo 3.2 deste Capitulo em relacdo a andlise por CE-UV,
com exce¢do ao tempo de injecdo, que foi de 30 segundos a 50 mbar.

O pico da cocaina foi recolhido em um vial contendo 50 puL de
solug¢do de HIBA 10 mmol L', colocado na extremidade mais afastada
do detector (outlet), pausando-se a corrida a 5% antes e depois do tempo
necessdario para a saida do pico do capilar. Este vial foi utilizado direta-



64

mente na inje¢do no equipamento de LC-MS/MS. Aplicaram-se as mes-
mas condi¢Oes experimentais e instrumentais descritas na Se¢do 3.2.6
deste Capitulo, com excecdo ao modo de escaneamento de massas em-
pregado que foi o Q1 Multiple Ions.

O procedimento foi realizado off-line e a vantagem é que néo é
necessdrio que o eletrdlito de corrida utilizado na eletroforese capilar seja
compativel com a fonte de ionizagdo do espectrdmetro de massa. Assim,
€ possivel explorar toda a versatilidade da eletroforese capilar, sem ter
que alterar os aditivos normalmente utilizados no eletrélito de corrida,
tais como surfactantes, ciclodextrina e sais que niao podem ser utilizados
com uma fonte electrospray (Smith et al., 1988; Maxwell e Chen, 2008).

A Figura 3.7A mostra o eletroferograma do extrato de uma cé-
dula monetdria obtido por CE-UV e a Figura 3.7B mostra o cromato-
grama da fracdo recolhida no equipamento de eletroforese capilar e o es-
pectro de massa da cocaina obtida por LC-MS/MS. Esta informagéo au-
menta grandemente a confiabilidade do resultado, pois uma separagio
ortogonal € obtida. Assim, em uma das dimensdes, a separacdo deve-se a
mobilidade eletroforética da substancia de interesse; enquanto que, na
outra, é devido a parti¢do do analito com a fase estaciondria. Além disso,
na primeira dimensdo o espectro UV é adquirido e na segunda o espectro
de massas € obtido, tornando a identificagdo muito mais confidvel.
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Figura 3.7. Eletroferograma de um extrato de nota de dinheiro usando o
método desenvolvido por CE-UV (A) e o cromatograma da frago cole-
tada no equipamento de eletroforese capilar e injetada no LC-MS/MS
para a confirmacao da presenga de cocaina (B).
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3.3.2.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracio da substancia de in-
teresse, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo. Na maior parte
dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a concentragdo deve ser
determinada, a partir de sinais medidos para concentragdes conhecidas
dessa substincia. Essa relacdo matemdtica, muitas vezes, pode ser ex-
pressa como uma equacdo de reta chamada de curva de calibragio
(Ribani et al., 2004).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva de
calibracdo a partir de um conjunto de dados experimentais pode ser efe-
tuada usando o método matemadtico conhecido como método dos mini-
mos quadrados. Além dos coeficientes de regressio a e b, também € pos-
sivel calcular, a partir dos dados experimentais, o coeficiente de correla-
¢do r, pois um valor de r o mais préximo de 1,0 € considerado evidéncia
de que existe um ajuste ideal dos dados usados na construcdo da curva de
regressdo linear, obtida por meio do método dos minimos quadrados.
Para verificar se a equacdo de regressdo € estatisticamente significativa
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podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da
regressdo, sua eficiéncia e sua eficiéncia médxima (Barros Neto,
Scarminio e Bruns, 2001; Chui, Zucchini e Lichtig, 2001).

Neste trabalho, a linearidade foi avaliada considerando o coefi-
ciente de correlacio (r) e também se aplicando o teste de hipdtese de li-
nearidade a priori (Tabela 3.1). O teste foi realizado por meio da compa-
racdo entre 0 Fealculado € O Feritico €, NEste caso, 0 Fealculado fO1 maior do que
0 Feiiico indicando que a regressdo € significativa para o modelo linear
aplicado. Outro teste F foi realizado para verificar a falta de ajuste e os
resultados ndo mostram falta de ajuste com o modelo linear aplicado,
uma vez que Fealculado foi inferior ao Ferico, com intervalo de confianga de
95%.

Tabela 3.1. Dados relativos a linearidade do método proposto. Condi-
cdes experimentais: ver Se¢do 3.2.

Parametro Valor
Linearidade - faixa de aplica¢do (mg L)? 0,8 -8,0
Linearidade — inclina¢do (L mg™')? 0,320 + 0,003
Linearidade — intercepto® -0,003 £ 0,015
Linearidade - coeficiente de correlacdo (7)* 0,9997

F para a regressao® 3181,3

F para a falta de ajuste® 0,00014

* Cada ponto da curva preparado em duplicata e injetado em duplicata.
Curvas de calibragdo com correc¢do da drea com padrao interno.
b Ferttico = 4,6; ¢ Ferttico = 3,6

3.3.24 Conformidade do sistema e limites de detecciao e quantifi-
caciao

O sistema a ser utilizado deve ser avaliado através de testes de
conformidade do sistema a fim de que se possa confiar nos dados obtidos.
Alguns pardmetros utilizados nesta avaliacdo sdo: fator de retencdo, re-
petitividade, resolugdo, fator de alargamento e nimero de pratos, sendo
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que pelo menos dois destes itens sdo considerados necessarios para ga-
rantir a qualidade da andlise como um todo (Ribani et al., 2004).

Neste trabalho, a conformidade do sistema foi avaliada através
dos parametros descritos na Tabela 3.2 e de acordo com os dados obtidos
o método desenvolvido apresentou bons resultados de eficiéncia com nu-
mero de pratos maiores que 35000 para a cocaina, boa simetria do pico e
resolucdo adequada entre o analito e o padrio interno.

Tabela 3.2. Dados relativos a conformidade do sistema e aos limites de
detecc¢do e quantificagdo. Condicdes experimentais: ver Secdo 3.2.

Parametro Valor
Nuimero de pratos? 35851
Simetria de pico® 0,99
Fator de assimetria de pico® 0,60
Fator de cauda de pico® 0,78
Resolugdo (cocaina : propranolol)® 1,0
Limite de detecg¢do para o padrio (mg L") 0,2
Limite de quantificagdo para o padrdo (mg L) 0,8

“Numero de pratos calculado de acordo com a equagdo N=16(tr/w)?, onde
tr= tempo de reten¢do e w=largura do pico na linha de base. Concentracio
de cocaina 4 mg L.

Simetria de pico obtida do software HP Chemstation®, versio B.04.03.
Fator de assimetria calculado usando a distancia a partir do centro do pico
para a cauda do pico dividido pela distincia do pico para a cauda frontal,
com todas as medidas feitas a 10% da altura maxima do pico. Fator de
cauda foi calculado usando a distancia da cauda frontal do pico para a cauda
do pico dividido por duas vezes a distancia do centro do pico para a cauda

frontal, com todas as medidas feitas a 5 % da altura maxima do pico.
tRb~ tRa
Wa+wp’
tra S0 o0s tempos de retencdo de dois picos adjacentes e w, € Wy SA0 as
larguras dos picos na linha de base. Concentragio de cocaina 4 mg L' e de

propranolol 2 mg L™, respectivamente.

‘Resolugdo calculada de acordo com a equagdo R, = 2 onde try €
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O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragdo da
substincia de interesse que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada, enquanto que o limite de quantificacdo (LQ) representa a
menor concentragdo do analito que pode ser medida, utilizando um de-
terminado método analitico (Faria, Souza e Oliveira, 2008). O LD pode
ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método da rela-
¢do sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica, sendo
que neste trabalho optou-se por utilizar este dltimo método. Portanto, o
LD e o LQ foram calculados com base nas equagdes LD = (3 x s)/S; LQ
= (10 x 5)/S, respectivamente, onde s € o desvio padrdo do intercepto e S
¢ a inclinagdo da curva analitica. Os limites de deteccdo e quantificagio
utilizando o método de CE - UV se mostraram adequados para a deter-
mina¢do de cocaina nas cédulas monetarias (Tabela 3.2).

3.3.2.5 Precisao

A precisdo representa a discrepancia dos resultados entre expe-
rimentos independentes realizados com uma mesma amostra ou padroes,
sob as condi¢des do método proposto. Na pratica, em validacdo de méto-
dos, a precisdo € expressa através da estimativa do desvio padrao relativo
(RSD, do inglés “relative standard deviation”), também conhecido como
coeficiente de variagdo (CV). Normalmente, métodos que quantificam
compostos em macro quantidades requerem um CV de 1 a 2%. Em mé-
todos de andlise de tragos ou impurezas, um CV de até 20% € aceito,
dependendo da complexidade da amostra. A precisdo em validagdo de
métodos € considerada em trés niveis diferentes: repetitividade, precisdo
intermedidria e reprodutibilidade (Ribani et al., 2004). Neste trabalho fo-
ram avaliadas a precisdo instrumental, a precisdo intra-ensaio e a precisdo
intermediaria (Tabela 3.3).

A precisdo instrumental foi determinada por meio da inje¢do do
mesmo extrato de uma nota 10 vezes, consecutivamente, e os valores de
CV para o tempo de migracdo da cocaina e razdo da drea do pico usando
o padrdo interno foram de 2,2 e 0,3%, respectivamente. A precisdo intra-
ensaio foi determinada por meio da preparacdo de 6 repeticdes de um
padrio de cocaina, a uma concentragio de 1 mg L', adicionado do padrdo
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interno, e injetadas no mesmo dia. Os valores de CV% para o tempo de
migracdo da cocaina e razdo da drea do pico usando o padrdo interno
foram de 2,2 e 3,0%, respectivamente. A precisdo intermedidria foi veri-
ficada através da preparagdo didria de trés padrdes de cocaina nas con-
centracdes de 1,2 e 3 mg L', adicionados do padrdo interno, e injetados
em duplicata em trés dias consecutivos. Para a razdo de drea do pico, o
CV obtido para as trés concentracdes foi de 0,3; 4,5 e 3,4%, respectiva-
mente.

Tabela 3.3. Dados relativos a precisdo do método para a determinacio
de cocaina por CE-UV. Condi¢des experimentais: ver Secdo 3.2.

Parametro CV %
Precisdo instrumental; drea do pico; n =10 0,3
Precisdo instrumental; tempo de migragdo; n = 10 2.2
Precisdo intra-ensaio; drea do pico; n=6 3,0
Precisdo intra-ensaio; tempo de migracdo; n = 6 2,2
Precisdo intermedidria; drea do pico; (1 mg L''); n=3 0,3
Precisdo intermedidria; drea do pico; (2 mg L''); n =3 4,5
Precisdo intermedidria; drea do pico; 3mgL'); n=3 3,4

Precisdo intermedidria; tempo de migragdo; (1 mg L'); n=9 0,4
Precisdo intermedidria; tempo de migra¢do; 2 mg L'); n=9 1,5

Precisdo intermedidria; tempo de migra¢do; 3 mgL"); n=9 1,2

3.3.2.6 Exatidao

A exatiddo representa o nivel de conformidade entre resultados
individuais obtidos e um valor de referéncia. Os processos mais utiliza-
dos para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia;
comparagdo de métodos baseados em propriedades fisicas diferentes; en-
saios de recuperagdo e adicdo de padrido. Neste trabalho, a exatidao foi
obtida através de ensaios de recuperagdo e, também, através da compara-
¢do do método utilizando CE-UV com outro utilizando LC-MS/MS.
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Para a comparacio entre as metodologias, dez extratos de notas
escolhidos aleatoriamente a partir das amostras que continham cocaina
acima do limite de quantificacdo foram injetados, em duplicata, no
mesmo dia em ambos os instrumentos, levando-se em consideracio que,
antes da injecdo no LC-MS/MS, os extratos foram diluidos 100 vezes
com dgua desionizada. Foi realizado um teste t-pareado com os resulta-
dos obtidos e encontrou-se um valor para o pardmetro p bi-caudal de
0,576, como o valor de p foi maior que 0,05 € 0 tcaiculado (0,580) foi menor
que 0 terico (2,26), pode-se dizer que ndo houve diferenga significativa
entre as metodologias CE-UV e LC-MS/MS, em um intervalo de confi-
anca de 95%, os resultados sdo apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Comparacdo entre os métodos utilizando CE-UV e LC-
MS/MS para atestar a exatiddo do método proposto. Condigdes experi-
mentais: ver Se¢do 3.2.

Cocaina (ug/nota) Cocaina (ug/nota)

Amostra CE-UV LC-MS/MS
22 254 +27 23,3+£0,5
112 19,2 +04 20,7 +£0,2
122 23,5+0,5 26,9+£0,3
182 113,9+1,5 129,8 £0,3
212 178,3+2,6 1739+34
8b 11,4+1.2 9,0+0,7
9b 132+14 11,5+1,2
12b 9,3+0,7 7,804
13b 182+1,2 14,8 +1,8
14b 12,0 +0,6 13,4+1,0

# cédulas monetdrias obtidas da circulacdo em geral

® cédulas monetérias obtidas nos caixas eletronicos
Os ensaios de recuperag@o da cocaina nos extratos foram realiza-
dos através da adicao do padrao de cocaina em trés niveis de concentra-
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¢do diferentes (1, 3 € 5 mg L) a trés extratos de notas diferentes, resul-
tando em percentuais de recuperagdo médio de 101, 112 e 109% para as
tré€s concentracdes adicionadas.

3.3.3  Analise das cédulas monetarias

O método proposto utilizando CE-UV foi aplicado na determina-
cdo de cocaina em 46 cédulas monetdrias brasileiras: 30 obtidas direta-
mente da circulacdo em geral e 16 a partir de caixas eletronicos, os resul-
tados s@o apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Quantidade de cocaina em cédulas brasileiras determinadas
pelo método CE-UV.
Amostra Cocaina (ug/nota) Amostra Cocaina (ug/nota)

I* 74,8 +1,6 23% 28,5+0,8
2% 25427 24%* 15,6 £0,7
3% 2254 +20,8 25% 17,7+ 0,1
4* 63,3 £3,8 26* 18,5+0,5
5% 45,7+1,8 27% 56,2+0,1
6%* 776,0 +£39,9 28%* 90,0 £ 0,9
T* 34,6 +2.8 29% 2761,9 +135,7
8* 43,6 +£1,5 30* 918,6 +33,6
O* 413,1 +4.,8 1 143 +£0,4
10* 11,5+24 2% 264,8 +24,0
11* 19,2+04 3k 158+1,4
12* 23,5+0,5 4k 10,8 £ 0,4
14%* 14,1 £0,3 S 14,2 £ 0,8
15% 53,2+0,3 6** 228+1,0
16* 243+09 TH* 9,109
17* 38,4+09 8** 11,4+1,2
18%* 1139+1,5 9 132+1,4
20% 230,5 £8,5 12%% 9,3+0,7
21% 178,3+2,6 13%%* 182+1,2
22% 70,6 £1,1 14+ 12,0 £ 0,6

*notas obtidas da circulagio em geral
**notas obtidas em caixas eletronicos



72

No grupo de notas provenientes da circulagcdo em geral, a cocaina
foi detectada em 28 amostras (93%) em quantidades que variam de 11,5
a2761,9 pug por nota. Em rela¢do ao grupo de notas coletadas em caixas
eletrOnicos, estas eram praticamente novas, tendo sido pouco manusea-
das ou contaminadas com outras notas, o que explica os baixos valores
encontrados: de 16 notas, duas tiveram resultados negativos para a pre-
senga de cocaina (abaixo do LD), duas continham apenas vestigios da
droga (abaixo do LQ) e doze apresentaram niveis de cocaina acima do
LQ, que variaram de 9,1 a 264,8 ug por nota.

Sobre as quantidades de cocaina em cédulas monetérias, algumas
pesquisas relatadas na literatura demonstraram resultados semelhantes
aos obtidos neste trabalho. Na anélise de notas de euro, Esteve-Turrillas
et al. (2005), desenvolveram um método ndo destrutivo para a determi-
nagdo de cocaina em notas por CG-MS/MS. Os resultados obtidos na
andlise de 16 notas de Euro de diferentes denominag¢des mostraram con-
taminagdo em todas as notas entre 1,25 e 889 ug por nota. Em outro es-
tudo, Wimmer e Schneider (2011), desenvolveram e validaram um mé-
todo para a quantificacio simultanea de drogas ilicitas em notas de Euro,
usando LC-MS/MS. Os autores determinaram uma quantidade média por
nota de 106 ng de cocaina. Estes valores descritos em notas de euro sdo
muito baixos em comparagdo com os encontrados pelo presente método
utilizando CE-UV em cédulas brasileiras.

O LD obtido para este método ndo é muito baixo em comparacio
com o relatado por estudos anteriores usando GC-MS ou LC-MS/MS ou
a metodologia proposta por Y. Xu et al. (2006) usando CE-ECL (do in-
glés “Capillary Electrophoresis with Electrochemiluminescence). No en-
tanto, o valor de 0,2 mg L' parece ser aceitdvel para a determinagdo da
cocaina em extratos de notas brasileiras, uma vez que as quantidades en-
contradas nas notas sdo muito mais elevadas do que este valor de LD
(Tabela 3.6).
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Tabela 3.6. Concentracdo de cocaina determinada nos extratos de cédu-
las brasileiras pelo método CE-UV.

Cocaina no extrato Amos- Cocaina no extrato

Amostra (mg L) tra (mg L)
1* 7,48 £0,16 23% 2,85 £0,08
2% 2,54 £0,27 24% 1,56 £ 0,07
3% 22,54 £2,08 25% 1,77 £0,01
4%* 6,33 £0,38 26%* 1,85 + 0,05
5% 4,57 +0,18 27% 5,62 £ 001
6* 77,60 + 3,99 28% 9,00 = 0,09
7* 3,46 £ 0,28 20% 276,19 £ 13,57
8* 4,36 +0,15 30%* 91,86 + 3,36
o* 41,31 £0,48 1#% 1,43 £ 0,04
10* 1,15+0,24 Q%% 26,48 + 2,40
11* 1,92 £ 0,04 3H* 1,58 £ 0,14
12* 2,35 +0,05 4% 1,08 + 0,04
14* 1,41 £0,03 5#* 1,38 £ 0,08
15% 5,32 £0,03 6F* 2,28 £0,10
16* 2,43 +£0,10 TE* 0,91 £ 0,09
17* 3,84 +0,09 8** 1,14 £ 0,12
18%* 11,39+ 0,15 Qk* 1,32 £0,14
20* 23,05 +0,85 12%% 0,93 £0,07
21%* 17,82 £ 0,26 13%* 1,82 +0,11
22% 7,06 £0,11 14*%* 1,20 £ 0,06

*notas obtidas da circulagcdo em geral
**notas obtidas em caixas eletronicos
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3.4 Conclusao

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método utili-
zando eletroforese capilar com detec¢do UV (CE-UV) para a determina-
cdo de cocaina em cédulas monetarias circulantes na cidade de Floriano-
polis/SC. Este método apresentou bons parametros de valida¢do. Em re-
lagdo a exatiddo, nenhuma diferenca significativa foi encontrada na com-
paracdo do método proposto com o método por LC-MS/MS. O método
proposto tem a vantagem de usar um procedimento de preparo de amostra
simples que consiste na extracdo com acetonitrila e sonicacdo e, além
disso, esta metodologia permite a determinagdo de cocaina em menos de
2,5 minutos, aumentando a frequéncia analitica com menores custos as-
sociados a reagentes e solventes.

Embora nio seja possivel diferenciar entre as notas que estdo di-
retamente ligadas ao consumo e venda de cocaina daquelas que sofreram
contaminag¢do cruzada, este método permitiu identificar diferencas quan-
titativas entre notas relativamente novas e outras muito utilizadas. De 30
notas obtidas diretamente da circulacdo em geral, a cocaina foi detectada
em 28 amostras (93%). Em relacdo ao grupo de notas coletadas em caixas
eletronicos, estas eram praticamente novas, o que explica os baixos valo-
res encontrados. Os resultados deste estudo destacam a EC como uma
alternativa ao GC ou LC na determinagdo de cocaina em cédulas mone-
tarias.
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4 ANALISE DE COCAINA EM CEDULAS MONETARIAS
UTILIZANDO LC-MS/MS

4.1 Objetivos
4.1.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste capitulo é o desenvolvimento de uma
metodologia analitica para a determina¢do de cocaina em cédulas mone-
tarias utilizando a técnica de LC-MS/MS.

4.1.2 Objetivos especificos

¢ Estudar a eficiéncia da extragdo da cocaina das notas para garantir
uma extragdo exaustiva.

« Caracterizar a cocaina nos modos MS e MS/MS em um
espectrometro de massas triploquadrupolar com ionizagdo por
electrospray no modo positivo para determinar as condi¢cdes de
fragmentacdo dos ions que se deseja analisar através do
monitoramento de reagdes multiplas (MRM).

¢ Verificar o comportamento do analito em colunas de fase reversa Cig
empregando diferentes solventes e/ou tampdes.

¢ Otimizar os parametros instrumentais do LC-MS/MS na busca de

uma metodologia rdpida e eficiente capaz de detectar e quantificar a

cocaina.

Avaliar o efeito de matriz na resposta do analito.

Validar a metodologia proposta fazendo testes de adi¢do e

recuperacdo e determinar as figuras de mérito do método, como por

exemplo, limites de detecc@o e quantificaco; precisdo instrumental,
intra e interensaio; entre outros.

« Aplicar o método desenvolvido em cédulas monetirias em

circulacdo em diferentes cidades brasileiras.

R/
0’0

X3

%

4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Instrumentacio

O método desenvolvido por LC-MS/MS foi realizado em um sis-
tema composto de um espectrometro de massas triploquadrupolar API
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3200™, Applied Biosystems/MDS Sciex, (Sciex, Concord, CA) equi-
pado com cela de colisio LINAC®, fonte de ioniza¢do Turbo V™ ope-
rada no modo TurbolonSpray® (electrospray), gerador de gases PEAK
Generator (PEAK Scientific Instruments, Escdcia) e bomba de infusao
Harvard Apparatus (Holliston, MA, EUA). O espectrdmetro de massas
foi acoplado a um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Agilent 1200
Series (Agilent Technologies, Waldbronn, AL) equipado com bomba
quaterndria, sistema degaseificador, amostrador automatico com controle
de temperatura e capacidade para 108 frascos de amostra de 2,0 mL e
forno para coluna analitica. A aquisi¢@o e o tratamento dos dados foram
realizados com o software Analyst versdo 1.5.1.

O espectrometro de massas foi calibrado nos modos de fons po-
sitivos e negativos com uma solug¢do padrdo de calibragdo de polipropi-
lenoglicol (PPG), infundida sob fluxo de 10,0 uL min! com o capilar
posicionado em relagdo ao contra-eletrodo nas posi¢des 5 e 10 mm nas
direcdes horizontal e vertical, respectivamente. Ar sintético foi utilizado
como gis nebulizante (GS1), gds secante (GS2) e gds de exaustdo
(Exhaust Gas) na fonte Turbo V™., Nitrogénio foi empregado como cor-
tina de gds de dessolvatacdo (Curtain Gas™) e como gés de colisao (CAD
Gas™) na célula LINAC®.

Os compostos foram caracterizados no triploquadrupolo nos mo-
dos MS (Q1 Scan) e MS/MS (Product lon Scan). Os parimetros potencial
de orificio (DP), energia de colisdo (CE) e potencial de saida da cela de
colisdo (CXP) foram otimizados para operagdo do espectrdmetro de mas-
sas no modo Monitoramento de Reagdes Miultiplas (MRM, do inglés
“Multiple Reaction Monitoring”) para a realizacio das andlises quantita-
tivas.

4.2.2 Reagentes e solucoes

Todos os solventes e reagentes empregados em solugdes de tra-
balho, assim como, os padrdes usados nas metodologias foram de grau
analitico e de alto grau de pureza. Agua desionizada (Milli-Q deionizer,
Millipore, Bedford, MA, U.S.A.) foi utilizada no preparo de todas as so-
lugdes aquosas necessdrias. Cocafna (1000 mg L' em acetonitrila) foi
adquirida de Cerilliant Corporation (Round Rock, TX, EUA). Os solven-
tes organicos utilizados foram metanol e acetonitrila (grau HPLC) adqui-
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ridos da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Acido férmico foi uti-
lizado como aditivo da fase mével e obtido da Sigma Aldrich (Sdo Paulo,
SP, Brasil).

Os padroes de cafefna e lidocaina foram adquiridos da Sigma
Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil), sendo que solucdes estoque destes pa-
drdes, na concentragdo de 1000 mg L' (aproximadamente), foram pre-
paradas dissolvendo-se 10 mg de cada padrdo em 10 mL de acetonitrila.

4.2.3 Separacao por LC-MS/MS

Os experimentos foram realizados usando a fonte electrospray
no modo de ionizagdo positivo e alguns parametros otimizados para a
fonte de ionizacdo e para a cela de colisdo foram: tensdo do capilar, 5500
V; temperatura da fonte, 450 °C; gds nebulizante, 40 psi; gds secante, 45
psi; gas de colisdo (CAD Gas™), médio; cortina de gas de dessolvatagio,
10 psi.

Foi utilizada uma coluna cromatografica da marca Phenomenex
modelo Synergi Polar-RP com comprimento de 150 mm, didmetro in-
terno de 2 mm e tamanho da particula igual a 4 um; equipada com uma
pré — coluna da mesma marca modelo Polar-RP (4x2,0 mm). A aquisi¢do
e o tratamento dos dados foram realizados com o soffware Analyst versao
1.5.1.

Foi aplicado o modo isocrético de eluicdo e os experimentos fo-
ram realizados utilizando uma fase mével constituida de 50% de solvente
A (solug@o aquosa de acido férmico 0,1%) e 50% de solvente B (meta-
nol:H>O (95:5 v/v)). A taxa de fluxo da fase movel foi fixada em 200 L
min!. Em todas as corridas, o volume injetado foi de 10 uL e a tempera-
tura da coluna foi ajustada em 30 °C.

4.2.4 Curvas de calibracao

Paras as andlises no LC-MS/MS, soluc¢des com os padrdes ana-
liticos foram preparadas diluindo-se mil vezes, em acetonitrila, as solu-
¢Oes estoque com concentragdo de 1000 mg L' (cocaina), 1160 mg L!
(lidocaina) e 1480 mg L' (cafeina). As curvas de calibra¢do foram obti-
das apds a preparagdo de uma solugdo de trabalho contendo os trés ana-
litos na concentrag¢do de 20,0 ug L! (cocaina), 23,2 pg L' (lidocaina) e
29,6 ug L'! (cafeina). Com esta solu¢@o mista, foram preparados sete pa-
drdes individuais, em dgua desionizada, nas concentragdes cuja faixa de
aplicagdo foide 0,5a 12 ug L'1, 0,6 a14 ug L' e 0,7 a 18 ug L', para a
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cocaina, lidocaina e cafeina, respectivamente. A solucao de trabalho, as-
sim como, os pontos das curvas de calibragdo foram preparados sempre
no mesmo dia em que seriam utilizados. As solugdes estoque foram ar-
mazenadas sob refrigeracdo, & temperatura de -5 °C.

4.2.5 Procedéncia e preparo das amostras

Este estudo analisou 55 cédulas monetdrias brasileiras de R$
2,00, coletadas nas cidades de Florianépolis/SC (15 notas), Juiz de
Fora/MG (12 notas), Rio de Janeiro/RJ (11 notas), Sdo Paulo/SP (7 notas)
e Fortaleza/CE (10 notas). Também foram analisadas 5 notas de um ddlar
americano provenientes da cidade de Baltimore/USA. Todas as notas
constituem um grupo de amostragem de dinheiro circulante e elas nio
foram adicionadas dos padrdes.
Procedimento de extracdo escolhido: todas as notas utilizadas neste tra-
balho, tanto para fins de validacdo do método quanto para a sua aplicagio
(quantificagdo), foram submetidas ao procedimento de submerssao total
em 400 mL de 4gua desionizada, sob agitacdo magnética constante por
15 min. Durante as andlises cromatograficas, foi injetada dgua a cada dez
corridas para evitar a contamina¢do da coluna ou do injetor do LC.

4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Caracterizacao e ionizacao dos analitos no MS

Inicialmente, € preciso ressaltar que o objetivo principal deste tra-
balho foi desenvolver um método analitico quantitativo utilizando LC-
MS/MS para a determinagcdo somente de cocaina em notas de dinheiro;
porém, em andlises preliminares também foi constatada a presenca de
cafeina e lidocaina nas notas, o que ndo € surpreendente, pois essas subs-
tancias sdo comumente utilizadas para a adulteracdo da cocaina. Portanto,
esses dois compostos passaram a ser parte do objeto de estudo. No en-
tanto, as condicdes de ionizacao no MS, tais como temperatura da fonte,
vazdo dos gases, entre outras foram otimizadas considerando-se o melhor
sinal para a cocaina.

Primeiramente, foi preciso escolher o modo de ionizagdo (positivo
ou negativo) a ser utilizado. Normalmente, compostos com carater ba-
sico, como os analitos, apresentam maior intensidade de sinal quando
analisados com a polaridade positiva aplicada ao capilar da fonte ESI,
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por esse motivo o modo de ionizagdo positivo foi escolhido. A Figura 4.1
apresenta as estruturas dos compostos avaliados neste estudo.

Figura 4.1. Estruturas dos analitos investigados neste estudo.

Cocaina Lidocaina Cafeina
pKa3.4 pKa 7.9 pKal4,0 (0 6 amma)

Rio XYT %

Um fator importante € o solvente utilizado na dilui¢do do padrdo
para a infusdo, pois dependendo do solvente um composto pode ionizar
mais ou menos e isto estd diretamente relacionado a qualidade da infor-
magio fornecida sobre a molécula pelo espectro de massa. E sabido que,
independente do modo de ionizagdo, substancias que apresentam um ca-
rater acido-base (como acido férmico, acido acético, hidroxido de amo-
nio ou carbonato de amonio) participam dos processos de ionizag¢do das
substancias, pois alteram o pH da solu¢do em que se encontram os anali-
tos favorecendo a protonagéo ou a desprotonagdo dependendo da quanti-
dade de sitios ionizdveis do composto de interesse.

Normalmente, as substancias ionizam em ambos os modos de io-
nizacdo e em diferentes faixas de pH. Entretanto, a adi¢do de dcidos fra-
cos favorece a ioniza¢do no modo positivo, assim como, o uso de solu-
coes tampao de amonio pode aumentar a intensidade de sinal dos com-
postos quando analisados no modo de ionizagdo negativo. Assim, € pos-
sivel dizer que a utiliza¢@o de aditivos € fundamental para a estabilidade
do sinal na fonte de ioniza¢ao, pois a intensidade dos sinais obtidos para
os compostos sem aditivos € sempre menor do que aquelas obtidas com
o uso de aditivos, independente da composi¢ao de solventes utilizada.

As propriedades dos solventes orginicos podem influenciar a for-
macdo do aerossol de diferentes modos: 1) a tens@o superficial da fase
liquida afeta o potencial aplicado ao capilar; 2) a condutividade da solu-
cdo implica na corrente elétrica do aerossol; 3) a viscosidade afeta o ta-
manho da gota formada. Outras propriedades como o momento dipolar
de cada solvente, sdo parimetros que afetam a intensidade do sinal no
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electrospray (Tabela 4.1). Por possuir menor viscosidade, as gotas carre-
gadas formadas com acetonitrila possuem didmetros menores que as pro-
duzidas em metanol e, desta forma favorecem um processo de dessolva-
tacdo mais eficiente. Por isso, a acetonitrila foi escolhida como solvente
organico a ser utilizado na infusdo dos padrdes.

Tabela 4.1. Algumas propriedades fisicas dos solventes polares mais co-
mumente usados como aditivos na ionizacdo por electrospray.

Metanol Acetonitrila
Tensdo Superficial (N m™) 0,0226 0,030
Constante Dielétrica 32,70 (25°C) 37,50 (20°C)
Momento Dipolar (D) 1,70 3,92
Viscosidade (cP) 0,60 0,34

Em resumo, o uso de solu¢des mistas de d4gua e um solvente orga-
nico permite unir a elevada constante dielétrica da 4gua com a baixa ten-
sdo superficial do solvente, fazendo com que a composi¢do da solugdo
seja de fundamental importancia na intensidade do sinal obtido na fonte
de ionizacdo. No entanto, cabe ressaltar que o melhor solvente para a io-
nizac¢do nio necessariamente € o melhor para a separagdo cromatografica
dos analitos.

Pelos motivos expostos acima a ionizacdo em modo positivo da
cocaina, da lidocaina e da cafeina foi obtida pela infusdo direta no MS de
solucdes preparadas com a mistura de acetonitrila/solucdo aquosa de
acido férmico 0,1% (50/50, v/v), na concentragio de 1 mg L.

A intensidade do sinal dos ions precursores [M+H*] foi monito-
rada através dos espectros de massa adquiridos no modo de escanea-
mento Q1 MS com tempo de varredura de 3 segundos. A aquisicio dos
espectros foi feita com o modo "Multiple Channel Acquisition” (MCA)
quando dez ciclos de espectros de massas foram acumulados.

Depois de identificados os fons precursores no modo Q1 MS e
com a intensidade do sinal dos analitos estabilizada, foram feitos experi-
mentos no MS com o objetivo de estabelecer as melhores energias de
ionizacdo e fragmentagao para estes compostos. O deslocamento dos fons
pelos setores que compdem o espectrdmetro de massas € feito através de
diferencas de potencial, entre elas estio:
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. potencial de desagregacdo (DP, do inglés “Declustering Po-
tential”);

. potencial de entrada (EP, do inglés “Entrance Potential”);
. potencial de entrada na cela de colisdo (CEP, do inglés “En-
trance Potential”);

. energia de colisdo (CE, do inglés “Collision Energy”);

. potencial de saida da cela de colisdo (CXP, do inglés “Col-

lision Cell Exit Potential”).

Essas energias podem ser otimizadas manual ou automaticamente
através de uma varredura num determinado intervalo pré-estabelecido
pelo equipamento. Tanto a DP quanto a EP sdo responsdveis pela che-
gada do fon precursor ao triploquadrupolo. Quanto as energias relativas
a cela de colisdo, a CEP ¢ a responsavel pela entrada dos fons precursores
na cela de colisdo, a CE € a energia necessdria para a fragmentacdo do
ion precursor e a CXP € a responsével pela saida dos fragmentos da cela
de colisdo e sua chegada até o segundo analisador de massa.

Em se tratando de andlises quantitativas o modo de varredura de
massas mais adequado € o modo MRM por ser mais sensivel e seletivo.
Neste modo, o terceiro quadrupolo trabalha com o monitoramento de um
ou mais fons produto de m/z especifica provenientes da fragmentacado de
um fon precursor de interesse.

No MS utilizado neste trabalho (QTrap 3200), no momento em
que se escolhe a opcdo MRM, através da ferramenta Compound Otimi-
zation, as energias DP, EP, CEP, CE e CXP sao otimizadas, assim como,
sdo gerados de dois a quatro fragmentos, sendo que um € o fragmento
majoritario, utilizado para a quantificacio, e os demais sdo fragmentos
utilizados na identificacdo do composto. Na Tabela 4.2 sao apresentadas
as energias otimizadas para a operacdo do espectrOmetro de massa no
modo MRM e na Tabela 4.3 os fons produtos gerados, sendo que neste
estudo optou-se por trabalhar com dois fragmentos.

Tabela 4.2. Energias otimizadas para andlise em MRM de cocaina, lido-
caina e cafeina em notas de dinheiro.

DP EP CEP CE CXP

M M ™ (eV) V)
Cocaina 46 4.5 16 29 IQ e IC)* 4
Lidocaina 31 6,5 158 45(1Q) 65 (IC) 4
Cafeina 41 75 14,5 31({Q)27d0C) 4

*]C = fon produto confirmacdo; IQ = fon produto quantificacio.
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Tabela 4.3. Fragmentos majoritdrios de cocaina, lidocaina e cafeina ge-
rados pelo modo MRM.

Ion precursor  Ion produto Ion produto

[M+H]* quantificacio confirmacio
Cocaina 304,2 182,1 105,1
Lidocaina 235,2 86,0 58,0
Cafeina 195,2 110,0 138,0

Ap6s a identificac@o dos fons precursores e dos fons produtos e de
suas respectivas energias de ionizacdo, o método MRM foi finalizado.
Entdo, partiu-se para a otimizacao de outros parametros da fonte de ioni-
zacdo que também influem diretamente na sensibilidade do método ana-
litico proposto, pois afetam diretamente a formacao dos fons pseudomo-
leculares.

Esses pardmetros sdo a temperatura da fonte, a voltagem aplicada
ao capilar e a vazdo do gds nebulizante (GS1) e do gés secante (GS2). A
fim de otimizar esses parametros, realizou-se um planejamento fatorial
completo 2* com ponto central, escolhendo-se como fator de resposta a
inclinacdo da curva de calibragdo, uma vez que, a sensibilidade é definida
como o slope da curva de calibra¢do (Ribani et al., 2004). Neste tipo de
planejamento, sdo realizados 16 experimentos com cinco repeti¢des do
ponto central. A Tabela 4.4 apresenta as varidveis e niveis estudados no
planejamento fatorial, sendo que os intervalos foram escolhidos com base
na faixa operacional estipulada pelo fabricante do MS descrita no manual
do equipamento para um fluxo de fase mével de 200 uL. min™'.

Tabela 4.4. Varidveis e niveis que compuseram o planejamento fatorial
2% com ponto central.

Fatores () 0 +)
X1 -GS1 40 50 60
X5 -GS2 45 55 65
X3 - TEM (°C) 350 400 450

X4 - Voltagem do capilar (V) 4500 5000 5500
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Cabe ressaltar que este planejamento foi realizado apds a sepa-
racdo cromatografica ter sido otimizada (parte que serd descrita na se¢io
5.3.1.2); porém, para fins de continuidade do texto ele é aqui descrito.
Também € importante esclarecer que estes experimentos visaram encon-
trar os melhores pardmetros para a cocaina; portanto foi construida uma
curva de calibragdo em dgua desionizada a partir da diluicdo da solucio
estoque 1 mg L' do padrdo, com 4 niveis de concentragio (0,5; 4,0; 8,0
e 12,0 ug L"), Esta curva de calibragdo foi injetada em duplicata em cada
um dos 21 experimentos ao total.

Os resultados mostrados na Tabela 4.5 mostram que a melhor
sensibilidade é alcancada quando se utiliza a menor vazio do gés de ne-
bulizacdo e do gds secante e maior temperatura da fonte, esses resultados
correspondem ao conjunto de valores obtidos com os ensaios 5 e 13.
Comparando-se, unicamente, esses dois experimentos se conclui que os
tré€s fatores acima sdo os que mais influenciam na sensibilidade da coca-
ina, enquanto que a aplicagdo da maior ou da menor voltagem ao capilar
nao afeta consideravelmente esse resultado, pois ambos experimentos
forneceram os maiores slopes que, por sinal, foram muito préximos. En-
tao, optou-se por utilizar o conjunto de resultados obtidos com o ensaio
13, pois além do coeficiente angular ser o segundo maior, com esses va-
lores também foi obtida a melhor linearidade avaliada através do coefi-
ciente de determinacio das curvas (R2).
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Tabela 4.5. Resultados do planejamento fatorial completo 2* com ponto

central visando a sensibilidade 6tima para a cocaina.

Ensaio Xi; X:; X3 Xy Resposta R?

1 -1 -1 -1 -1 35669 0,9928
r -1 -1 -1 31014 0,9997

3 11 -1 -1 37319 0,9983
4 1 1 -1 -1 31643 0,9991
5 -1 -1 1 -1 42295 0,9993
6 1 -1 1 -1 35544 0,9988
7 101 1 -1 40466 0,9999
8 1 1 1 -1 32334 0,9949
9 -1 -1 -1 1 36764 0,9987
10 1 -1 -1 1 35720 0,9996
11 -1 -1 1 37050 0,9999
12 1 1 -1 1 33879 0,9999
13 -1 -1 1 1 41087 0,9999
14 1 -1 1 1 37119 0,9991
15 101 1 1 39407 0,9999
16 1 1 1 1 37069 0,9997
17 0O o0 0 0 34209 0,9979
18 0O 0 0 O 34301 0,9979
19 0O 0 0 O 34302 0,9987
20 0O 0 0 O 34231 0,9966
21 0O 0 0 0 34520 0,9988

Ap6s a avaliagdo de todos os parametros responsdveis pela ioni-
zacdo dos analitos na fonte e na cela de colis@o foi adicionado ao modo
MRM uma ferramenta chamada Aquisicdo Dependente da Informagio
(IDA, do inglés Information Dependent Acquisition) que possibilita o
acoplamento de mais de um modo de varredura de massas, além da ob-
tencdo do espectro de massa simultaneamente com o cromatograma, isto
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¢, durante a corrida cromatografica € possivel “clicar” no pico e visuali-
zar o espectro de massa. Neste experimento foi utilizado o modo de es-
caneamento de massas Enhanced Product Ion (EPI). Nas Figuras 4.2, 4.3
e 4.4 sdo apresentados os espectros de massa de cada composto e as es-
truturas sugeridas para os fons produto observados.

Figura 4.2. Espectro de massas MS/MS e estrutura sugerida para os fra-
gmentos gerados da cocaina em ESI positivo.
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Figura 4.3. Espectro de massas MS/MS e estrutura sugerida para os fra-
gmentos gerados da lidocaina em ESI positivo.
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Figura 4.4. Espectro de massas MS/MS e estrutura sugerida para os fra-
gmentos gerados da cafeina em ESI positivo.
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4.3.2 Otimizac¢iao cromatografica

Para a separagdo cromatografica dos analitos foi escolhida uma
coluna cromatografica de fase reversa que possui grupos fenilas espalha-
dos ao longo de sua fase estaciondria, pois a presenca desses grupos di-
minui a interacdo dos analitos de cardter basico como a cocaina, a lido-
caina e a cafeina com os grupos silandis residuais presentes na fase esta-
ciondria o que favoreceria o alargamento dos picos e a baixa eficiéncia.
Uma alternativa adequada para a andlise de compostos com cardter ba-
sico por fase reversa seria o emprego de tampdes com pH alto. No en-
tanto, o aumento do pH da fase mével com o uso de hidréxido de amdnio
ou outro aditivo faz com que o pH se aproxime do limite recomendado
para as colunas de fase reversa, o que faz com que a vida qtil da coluna
diminua consideravelmente.

Foram testados os seguintes solventes e solugdes como constituin-
tes da fase movel: acetonitrila e metanol (solvente A) e solugdo aquosa
de acido férmico 0,1% (solvente B), em diferentes combinacdes utili-
zando o mesmo modo de elui¢do isocrético. O modo de elui¢do por gra-
diente linear ndo foi testado por se tratar de apenas trés analitos e porque
se desejava um método ripido. A Tabela 4.6 apresenta as combinacgdes
testadas.

Tabela 4.6. Escolha da composicdo da fase mével para a separacdo de
cocaina, lidocaina e cafeina.

% Solvente A % Solvente B % Solvente A % Solvente B

25 75 40 60
30 70 50 50
35 65 60 40

Apesar de ser usado como detector um espectrometro de massas
operado no modo MRM, que analisa cada fon separadamente através da
selecdo das razdes de massa/carga individuais, para escolher qual combi-
nagdo seria utilizada no desenvolvimento do trabalho optou-se pela com-
posi¢do que resultasse na melhor resolugdo em linha de base dos analitos.

A melhor composicdo para a fase mével foi obtida com as propor-
coes de 50% de solvente A (metanol:H>O (95:5 v/v)) e 50% de solvente
B (solug@o aquosa de acido férmico 0,1%). Os testes realizados com o



88

uso de acetonitrila ndo foram satisfatérios, pois resultaram em picos com
baixa simetria e deformados. O uso de 4cido férmico como aditivo na
fase movel se mostrou relevante, uma vez que ele garantiu a boa ioniza-
cdo dos analitos na fonte amplificando seu sinal. A Figura 4.5 apresenta
o cromatograma dos analitos realizado com uma nota de dinheiro extra-
ida em 100 mL de dgua desionizada sob agitacdo por 10 min e posterior-
mente diluida cinco vezes, nas condi¢des otimizadas tanto para a croma-
tografia quanto para a andlise por MS, sendo que a separacdo dos trés
compostos foi realizada em menos de 8 minutos, com 1 min de pré-con-
dicionamento da coluna entre corridas.

Figura 4.5. Cromatograma dos analitos apds a otimizagdo da composi-
cdo da fase mével e das melhores condi¢des de operagdo do MS em modo
MRM positivo.
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4.3.3 Estudo da extracio da cocaina das notas

Como relatado na revisdo da literatura apresentada no capitulo 2,
vérios métodos t€m sido reportados para extrair a cocaina das notas de
dinheiro e, em todos os trabalhos relatados na literatura, a técnica de ex-
tracdo mais empregada € a extracdo com solventes, pois a cocaina € bas-
tante solivel em solventes orgnicos e solucdes aquosas acidas diluidas.
Entretanto, no presente trabalho buscou-se além de um preparo de amos-
tra que ndo fosse laborioso, com muitas etapas, alternativas ao uso de
solventes orgénicos, pois 0s mesmos sao tdxicos € o volume necessario
¢ relativamente grande. Além disso, o contato do papel moeda com estes
solventes provoca danos nas marcas de seguranga das notas, por exem-
plo, na marca d’dgua, o que acaba inutilizando a nota e isto é considerado
crime de dano qualificado, previsto no artigo 163, paragrafo tnico, inciso
III, do Cédigo Penal Brasileiro. A seguir sdo descritos alguns experimen-
tos realizados para verificar as varidveis que influenciaram na extragio
da cocaina das notas.

4.3.3.1 Efeito do tempo

Objetivo: determinar a influéncia do tempo na extragio da cocaina das
notas.

Experimento: 1 nota colocada em um recipiente plastico contendo 100
mL de solvente extrator, sob agitacdo magnética constante. Foram retira-
das aliquotas para inje¢do no LC-MS/MS a cada 10 min durante 90 min.
Foram testados como solventes extratores acetonitrila, metanol, solugéo
aquosa de 4cido férmico 0,1%, dgua desionizada, etanol 100% e mistura
etanol : 4gua 30 :: 70 (v/v). O experimento foi realizado com duas notas
para cada solvente.

Resultado: A Figura 4.6 apresenta a variag@o da drea do pico da cocaina
em func¢do do tempo e pode ser observado que, independente do solvente,
a extragfo parece ndo depender do tempo em que o solvente fica em con-
tato com a nota, pois a drea atinge um determinado valor logo aos 10
minutos de extracio e se mantém praticamente constante ao longo dos 90
minutos de duracdo do experimento. Portanto, concluiu-se que 10 min
sdo suficientes para extrair a cocaina das notas. A grande diferenca nas
areas obtidas deve-se ao fato de que uma nota ¢ diferente da outra, isto €,
enquanto uma nota pode ter tido um contato direto com a droga, o que
resulta em uma quantidade maior para ser extraida, outra nota pode ter
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sofrido uma contaminagdo cruzada, resultando em uma quantidade extra-
ida menor.

Figura 4.6. Definicdo do tempo de extragdo.
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4.3.3.2 Escolha do solvente mais adequado para a extracao

Objetivo: determinar qual o melhor solvente extrator da cocaina das no-
tas.

Experimento 1: 1 nota colocada em um tubo de centrifuga com tampa
contendo 10 mL do solvente testado, sob agitacdo constante em mesa
agitadora. Foram retiradas aliquotas para inje¢cdo no LC-MS/MS a cada
5 min durante 15 min. Apds os 15 min iniciais, a nota foi transferida para
outro tubo contendo outros 10 mL do mesmo solvente, coletaram-se as
aliquotas no mesmo intervalo de tempo e, novamente, apds 0s 15 min a
nota foi transferida para um terceiro tubo e repetiu-se o mesmo procedi-
mento. Foram testados como solventes extratores acetonitrila, metanol,
solucdo aquosa de dcido férmico 0,1%, dgua e etanol. O experimento foi
realizado com duas notas para cada solvente.

Experimento 2: foi empregado o mesmo procedimento do Experimento
1, porém utilizando-se 100 mL de solvente teste e substituindo-se os tu-
bos por recipientes pldsticos.
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Resultado: para avaliar o resultado dos dois experimentos, foi conside-
rado que a soma das dreas do pico da cocaina nas trés extracdes € o ma-
ximo que pode ser extraido por cada solvente e, entdo, calculou-se a por-
centagem relativa a esse maximo em fun¢do das duas extracdes sucessi-
vas. Considerando-se que a unica diferenga entre os testes é o volume de
solvente empregado, percebeu-se que o volume utilizado no experimento
1 (10 mL) € insuficiente para recobrir ou embeber a nota completamente,
pois a nota precisa ser enrolada para caber dentro dos tubos e isto implica
diretamente na quantidade extraida, o resultado obtido com o experi-
mento 2 € apresentado na Figura 4.7.

Entre os cinco solventes testados, os solventes mais apolares pa-
recem extrair uma certa quantidade a cada etapa, o que leva a descarta-
los, uma vez que, a acetonitrila, por exemplo, € téxica, tem um custo mais
elevado e, por ser necessdrio mais extragdes, elevaria ainda mais o custo
por andlise e geraria mais residuos. Por esta razdo, além de ndo ter apre-
sentado um bom perfil de extragdo, o etanol também foi descartado como
solvente extrator.

Os mais polares (4gua, solucdo de 4c. férmico e metanol) ex-
traem a maior parte da cocaina presente nas notas ji na primeira etapa,
mas por também ser um solvente organico tdxico, o metanol foi descar-
tado como extrator. Enfim, entre a dgua e o 4c. férmico 0,1%, ambos
apresentaram praticamente os mesmos percentuais de extragdo nas trés
etapas empregadas.

Figura 4.7. Defini¢do do solvente extrator para extrair a cocaina das cé-
dulas monetdrias.
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4.3.3.3 Extracao sequencial

Objetivo: verificar se a extragdo sequencial é a melhor op¢do para a ex-
tracdo quantitativa da cocaina das notas.

Experimento:

nota A - colocada em um recipiente plastico contendo 100 mL de dgua
desionizada, sob agitacdo magnética constante. Apos 15 min retirou-se
uma aliquota (1 mL) para injecdo no LC-MS/MS. Antes da aplicacdo do
procedimento de extragdo pela segunda vez, lavou-se o recipiente e a
barra magnética em dgua corrente e ambos foram secos com papel absor-
vente e a nota foi colocada em um funil de Biichner e “seca” a vicuo. O
procedimento de lavagem do recipiente e da barra magnética, assim
como, a “‘secagem’ da nota foi realizado cinco vezes.

nota B - colocada em um béquer contendo 100 mL de dgua desionizada,
sob agitacdo magnética constante. Apds 15 min retirou-se a primeira ali-
quota (1 mL) para injecdo no LC-MS/MS. A nota foi retirada do 1° bé-
quer e, sem passar pelo funil de Biichner ou por qualquer outro procedi-
mento de “lavagem e secagem”, foi colocada em um 2° béquer com ou-
tros 100 mL de dgua e, novamente, apds 15 min retirou-se a segunda ali-
quota. Esse procedimento foi repetido mais trés vezes, totalizando cinco
extragdes em sequéncia.

Resultado: em uma tentativa de encontrar um modo de extracdo quanti-
tativo, neste experimento comparou-se a extracdo de uma nota colocada
em um funil de Biichner entre as extragdes com outra extragdo em que a
nota foi transferida diretamente de um recipiente para outro sem ser la-
vada e seca entre as extragdes (Figura 4.8). A andlise do experimento com
anota A permitiu inferir que se a nota for lavada e seca entre as extracdes,
a quantidade de cocaina extraida praticamente ndo aumenta e que, por-
tanto ndo seria necessdrio fazer uma extracao sequencial para se obter
uma extragdo quantitativa. No entanto, o experimento com a nota B apre-
sentou o comportamento observado normalmente quando a extracdo se-
quencial € realizada, ou seja, a quantidade de analito extraida aumenta
com o n° de extragdes. Por outro lado, ndo se lavando e secando a nota
sempre estard se levando para o novo volume de solvente uma quantidade
do extrato anterior o que acarretard em um actimulo de analito em cada
novo volume levando a uma quantificagdo maior do que a real no extrato
da nota como um todo. Entretanto, existe o fato de que quando a nota é
lavada e seca entre as extracdes ndo hd como se comprovar que neste
procedimento nio hd perda de analito.
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Figura 4.8. Comportamento da extra¢do da cocaina em funcio da lava-
gem ou ndo da nota entre cada procedimento de extracio.
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4.3.3.4 Extracio exaustiva

Objetivo: verificar se a cocaina permanece adsorvida na superficie ou
nas entranhas da nota durante o procedimento de extragao.
Experimento: 1 nota colocada em um recipiente plastico contendo 100
mL de dgua desionizada, sob agitacdo magnética constante. Apds 15 min
retirou-se uma aliquota (1 mL) para injecdo no LC-MS/MS. Antes da
aplicacdo do procedimento de extracio pela segunda vez, lavou-se o re-
cipiente, a barra magnética e a nota em dgua corrente e os mesmos foram
secos com papel absorvente para garantir que a nota ndo estaria levando
para o novo volume de solvente uma quantidade do extrato anterior o que
acarretaria em um acumulo de analito em cada novo volume. Entdo, a
nota foi colocada no recipiente contendo outros 100 mL de 4gua, sob agi-
tacdo magnética constante por mais 10 min e retirou-se a segunda ali-
quota. O procedimento de lavagem do recipiente e da barra magnética,
assim como, a “lavagem e a secagem” da nota foi realizado dez vezes.
Foi feito um branco do recipiente pléstico e da barra magnética com 100
mL de dgua e agitacdo por 10 min e ndo foi detectada cocaina nesta ali-
quota. Entre as duplicatas de injecdo das aliquotas, sempre foi injetada
dgua desionizada nas mesmas condi¢des cromatograficas para garantir
que ndo houvesse contaminacdo do analito na coluna ou no equipamento
antes da injecdo de uma nova amostra.

Resultado: os dados mostram que se considerado que toda a cocaina ex-
traida da nota for a soma das quantidades oriundas de cada extragdo,
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pode-se perceber pelos dados da Tabela 4.7, que na primeira extragao
88% da cocaina presente na nota € retirada. Com as préximas extracdes
¢ extraida uma quantidade muito pequena quando comparada a primeira
e, entre a quinta e a décima extracdo, a quantidade extraida da nota é
praticamente a mesma.

Sendo assim, para esta extracdo ser considerada quantitativa,
cabe ressaltar que deve-se considerar que no primeiro procedimento de
extracdo foi retirada toda a cocaina que encontra-se superficialmente ad-
sorvida na nota. Em seguida, deve-se acumular em um recipiente inico
cada volume de 100 mL utilizado nas extra¢des posteriores entre a pri-
meira e a quarta lavagem atribuindo que a drea da cocaina encontrada
neste volume total corresponde a cocaina que se encontra ligada a nota
internamente, por exemplo, as moléculas de celulose que compdem o pa-
pel.

Tabela 4.7. Comportamento da extra¢do da cocaina em fun¢io do nd-
mero de extracdes.

Extracdes pg de cocaina/extragio % de extragio
1? 13,66 87,75
2? 14,87 95,52
3 15,08 96,89
42 15,15 97,35
5 15,24 97,92
6 15,31 98,38
7 15,37 98,73
8 15,45 99,25
9 15,52 99,69
10° 15,56 100,00

4.3.3.5 Efeito do volume de solvente

Objetivo: verificar se existe um volume de solvente ideal para extrair
toda a cocaina presente na nota.

Experimento: 1 nota colocada em um recipiente plastico contendo 100
mL de dgua desionizada, sob agitacdo magnética constante. Apds 15 min
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retirou-se a primeira aliquota (1 mL) para inje¢do no LC-MS/MS. Adici-
onou-se ao recipiente mais 100 mL de dgua e, novamente, apds 15 min
retirou-se a segunda aliquota. Esse procedimento foi repetido mais trés
vezes até que o volume de 500 mL foi atingido.

Resultado: se a extracdo quantitativa depende do volume de dgua em
que se coloca a nota, seria observado um perfil como apresentado na Fi-
gura 4.9, no qual mais cocaina é extraida da nota a medida que a nota se
encontra em meio a uma maior quantidade de solvente e, se existe um
volume apropriado, a partir da injecdo da aliquota correspondente a esse
volume, seria observado um patamar mostrando que a concentracio de
cocaina no extrato tornou-se constante, uma vez que a massa de cocaina
extraida ndo aumentaria mais.

Figura 4.9. Gréfico hipotético do aumento da quantidade de cocaina no
extrato em funcdo do volume de dgua.
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Mas, o que se observou de fato é apresentado na Figura 4.10, ou
seja, o decaimento da drea da cocaina no extrato & medida que foi se au-
mentando o volume de dgua no recipiente contendo a nota, sendo que o
perfil demonstrado pelo grafico experimental € praticamente igual ao per-
fil previsto estimando-se as 4reas pela regra C;V=C2V; a partir da drea
obtida pela inje¢do da 1% aliquota, perfis estes que correspondem a efeitos
provocados pela dilui¢do do extrato.

A principio, esta informacdo leva a acreditar que o volume ideal
para a extragdo pode ser os 100 mL iniciais ou algum valor abaixo e que
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acima desse volume o que ocorre € a dilui¢do do extrato; porém, na pra-
tica, volumes menores a 100 mL ndo sdo suficientes para recobrir ou em-
beber a nota adequadamente.

Figura 4.10. Efeito da diluicdo do extrato da nota em func¢do do volume
de dgua.
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Entretanto, observando-se o grifico da massa de cocaina extraida
a cada adi¢fo de 100 mL ao extrato (Figura 4.11) constata-se que o perfil
experimental condiz com o previsto, pois, assim como teoricamente, a
massa de cocaina deveria aumentar a medida que o volume do extrato é
incrementado (ndo se considerando dilui¢do e sim que a extragdo € de-
pendente do volume), experimentalmente observa-se que a massa de co-
caina extraida da nota também aumenta no extrato até atingir um valor
constante e, a principio, 400 mL de dgua sdo suficientes para extrair a
cocaina das notas. Sendo assim, experimentalmente, o efeito do aumento
do volume de solvente influencia na extragdo. O efeito da diluicdo do
extrato, apresentado na Figura 4.10, em func¢io da diminui¢do da drea da
cocaina com o aumento do volume de d4gua no extrato da nota nao implica
no fato de que a massa de cocaina extraida continue aumentando até que
fique constante.



97

Figura 4.11. Extracio da cocaina em funcdo do volume de dgua (previsto
versus obtido).
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4.3.3.6 Conclusoes

A seguir sdo apresentadas as conclusdes retiradas dos experimen-
tos realizados para verificar as varidveis que influenciaram na extragio
da cocaina das notas e, com base nesses experimentos, foi definido como
procedimento de extragdo o que se mostrou mais exaustivo e, portanto,
mais quantitativo. Ressalta-se que com estes resultados nio se pretende
contradizer outros trabalhos jd realizados com a mesma matriz e que estes
sdo fruto dos experimentos realizados em laboratério com os meios con-
siderados adequados para a sua realizacdo pelos motivos expostos ante-
riormente:

v" O tempo de 10 minutos € suficiente para a extragdo da cocaina
das notas, pois a quantidade extraida se manteve constante ao
longo de pelo menos 90 minutos de duragido do experimento.

v' Entre os solventes testados, os solventes mais apolares (acetoni-
trila e etanol) necessitaram de mais etapas para a extracdo, en-
quanto que os mais polares (dgua, solucdo de ac. férmico e me-
tanol) extrairam a maior parte da cocaina presente nas notas ja
na primeira etapa, mas por também ser um solvente orgénico té-
xico, o metanol foi descartado como extrator. Portanto, esco-
lheu-se a d4gua como solvente extrator devido ao baixo custo € a
atoxicidade.
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v Os experimentos com a extragdo sequencial da cocaina das notas
ndo geraram resultados confidveis e, portanto, este método de
extracdo ndo foi considerado adequado. Afirma-se isto porque
este tipo de extragc@o pode ser considerado de duas maneiras: 1%)
lava-se e seca-se a nota entre a troca de recipientes contendo um
volume pré-definido de solvente, porém ndo ha como se com-
provar que neste procedimento ndo ha perda de analito; 2*) ndo
se lavando e secando a nota sempre estard se levando para o novo
volume de solvente uma quantidade do extrato anterior o que
acarretard em um actimulo de analito em cada novo volume le-
vando a uma quantificacdo maior que a real no extrato da nota
como um todo.

v" Os dados gerados pelo experimento visando a extragéo exaustiva
apontaram que a maior parte da cocaina presente na nota é ex-
traida na primeira etapa da extracdo e que com as proximas ex-
tracdes uma quantidade muito pequena quando comparada a pri-
meira € retirada. Como entre a quinta e a décima etapa, a quan-
tidade extraida da nota ndo variou, inferiu-se que o volume de
solvente influenciaria na extracdo. Uma vez que este experi-
mento foi realizado colocando-se a nota em um volume de 100
mL a cada etapa de extracdo por dez vezes, o que resultaria em
um volume total de 1,0 L, e que a partir do quinto volume néo
se observou varia¢do na quantidade extraida, considerou-se que
o volume de 400 mL de 4dgua seria adequado para uma extragio
quantitativa. Este valor foi considerado plausivel, uma vez que,
com os experimentos realizados colocando a nota em 100 mL de
solvente sempre foi necessdrio diluir a amostra pelo menos cinco
vezes antes da injecdo no LC.

v" Uma vez que a quantidade de cocaina encontrada nas notas é
suficientemente alta para ser detectada por LC-MS/MS nio se
achou relevante o uso de cartuchos de extragdo em fase sélida
para pré-concentrar o analito, mesmo utilizando-se um volume
de solvente que pode ser considerado grande.

v' Na pritica percebeu-se que volumes menores do que 100 mL de
solvente (sendo este valor o minimo) ndo sdo suficientes para
embeber ou envolver as notas por completo e solvatar qualquer
analito de interesse presente no papel.

v' Também, na pritica, observou-se que o uso das notas enroladas
em tubos de centrifuga ou de ensaio ndo sdo garantia de uma
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extracao quantitativa, pois a superficie da nota ndo consegue ter
contato adequado com o solvente extrator. Concluiu-se que a
maneira mais adequada para proceder a extracdo é com a nota
aberta.

v' Testou-se a extragdo da cocaina das notas com cotonetes e ndo
se considerou os dados obtidos confidveis, pois o procedimento,
na prética, ndo retira a droga da superficie do papel e sim a trans-
fere de uma parte da nota para outra. Para se obter resultados
confidveis usando este procedimento, seria necessirio uma
grande quantidade de cotonetes por nota o que tornaria a anélise
invidvel pelo custo e tempo despendidos no preparo da amostra.
Além de ndo ser um procedimento inédito.

v" Procedimento de extra¢do escolhido: todas as notas utilizadas
neste trabalho, tanto para fins de validacdo do método quanto
para a sua aplicagdo (quantificacdo) foram submetidas ao proce-
dimento de submerssdo total em 400 mL de dgua desionizada,
sob agitacdo magnética constante por 15 min. Durante as andli-
ses cromatograficas foi injetada dgua a cada dez corridas para
evitar a contaminacdo da coluna ou do injetor do LC.

4.3.4 Estudo da hidrolise da cocaina no extrato

O conjunto de algumas condi¢des experimentais otimizadas neste
trabalho para a andlise de cocaina em cédulas monetérias fez surgir a
ideia de que a cocafna presente nas amostras e nos padrdes poderia hi-
drolisar, pois essas condi¢cdes remetem as condigdes fisioldgicas em que
a cocaina € metabolizada.

Essa preocupac@o surgiu porque sabe-se que o tempo de meia-vida
da cocaina in vivo € curto (30 a 90 minutos, pois € rapidamente metabo-
lizada pelo figado) e que a elimina¢do metabdlica da cocaina é predomi-
nantemente obtida a partir da hidrélise de seus grupos benzoil e metil-
éster (Figura 1.3). No entanto, a hidrélise via metil-éster, o qual produz
benzoilecgonina e metanol, pode ser catalisada por uma enzima do figado
humano, mas também se acredita que ocorra espontaneamente sob con-
di¢des fisioldgicas (pH 7,4; 37 °C) e alguns pesquisadores atribuem a
instabilidade do grupo metil-éster da cocaina a substancias alcalinas pro-
venientes da manipulacdo da droga (Li et al., 1999).

Para sanar essa divida foi conduzido um experimento em que se
monitorou a concentracdo de cocaina em cinco valores de pH ao longo
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de um intervalo entre a 1* e a 13* injecdo, sendo que esse intervalo cor-
responde ao tempo de 143 minutos entre a primeira e a tltima injecdo. O
experimento foi realizado pela adi¢do de cocaina na concentragdo de 5
ug L1 a cinco vials contendo 1,0 mL de cinco solugdes diferentes, como
mostra a Tabela 4.8.

A medida foi realizada pela quantificagdo da cocaina adicionada
a cada uma das cinco solugdes ao longo das treze inje¢des em uma curva
analitica que apresentou os seguintes parametros: faixa de aplicagdo, 0,5
al0ug L' R2=0,9997; eq. da reta, y = 40761x — 2075,2.

Tabela 4.8. Solucdes utilizadas no experimento para verificar a hidrdlise
da cocaina.

Solucao pH
Ac. férmico/hidréxido de amonio 3,67
Ac. acético/hidréxido de amodnio 4,69
Ac. acético/hidréxido de amdnio 7,65

Sol. de 4c. acético pH 4.7 ajustado
até o valor estipulado com NH4OH 9,32 ¢ 10,0

O experimento mostrou que a concentracdo de cocaina nas solu-
coes com pH 3,7, 4;7 e 7,65 (Figura 4.12) ndo variou significativamente
ao longo de todo o experimento, o que possibilitou dar continuidade ao
trabalho com as condi¢des experimentais pré-estabelecidas, uma vez que,
nao haveria a perda do analito devido ao solvente extrator escolhido
(4gua desionizada, pH ~7,0), temperatura do forno da coluna, 30 °C, nem
ao tempo de extracio e de corrida cromatografica, 15 e 10 minutos, res-
pectivamente; além disso, por se ter um nimero grande de amostras, mui-
tos pontos para a valida¢do do método, todos injetados pelo menos duas
vezes, havia uma preocupac¢io com o tempo que o analito permaneceria
dentro do amostrador até o momento de ser analisado, o que se mostrou
irrelevante pelos dados do experimento.
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Figura 4.12. Variacio da concentracio de cocaina em fungdo do pH e do
n° de inje¢des no experimento para verificar a sua hidrdlise.
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Pelo grafico da Figura 4.12 pode ser observado que no pH acima
de 9,0 ocorreu o decaimento considerdvel da concentracdo da cocaina o
que poderia ser esperado, pois as constantes de velocidade de hidrdlise
dos grupos metil-éster e benzoil aumentam em pH acima de 6,9 como
esperado para hidrélises alcalinas, como foi demonstrado por (Li et al.,
1999).

Como citado anteriormente acredita-se que a hidrélise via metil-
éster pode ocorrer espontaneamente e ser favorecida por condi¢des alca-
linas. Para verificar se a diminui¢do da concentrag@o da cocaina foi de-
vido a formacao do produto dessa rota de hidrélise ou da via hidrélise do
grupo benzoil, no mesmo método MRM utilizado para a detec¢do da co-
caina e da lidocaina foram acrescentadas duas transi¢cdes de massa cor-
respondentes a benzoilecgonina (290,0 — 167,9 e 290,0 — 105,0) e ou-
tras duas transi¢des correspondentes a ecgonina metil-éster (199,9 —
181,9 € 199,9 — 81,9), essas transi¢des e as energias correspondentes as
suas ionizagdes e fragmentacdes foram retiradas do trabalho publicado
por (Jeanville, Estapé e De Jeanville, 2003), pois o laboratério ndo pos-
sufa os padrdes analiticos desses compostos, uma vez que o seu custo €
muito elevado.
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N

As transi¢des de massa correspondentes a ecgonina metil-éster
ndo foram detectadas em nehuma das cinco soluc¢des avaliadas. No en-
tanto, a partir da solucdo com pH 7,65 a drea referente ao pico da benzoi-
lecgonina foi aumentando gradativamente, mas no pH acima de 9,0 a drea
aumentou consideravelmente como apresentado na Figura 4.13, o que
corrobora com as informacdes ja apresentadas na literatura das razdes
pelas quais a benzoilecgonina € o metabdlito majoritdrio da cocaina.

Figura 4.13. Acompanhamento da hidrélise da cocaina em benzoilecgo-
nina a partir do pH 7,65.
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4.3.5 Desempenho analitico do método

Para avaliar o método proposto para a determinacio de cocaina,
lidocaina e cafeina em cédulas monetarias, foram avaliados os seguintes
parametros de validacdo: seletividade, linearidade, repetibilidade (instru-
mental e intra-ensaio), precisdo intermedidria, limite de deteccdo (LD),
limite de quantificacdo (LQ) e exatiddo. A metodologia empregada na
avaliacdo destes pardmetros foi baseada na padronizacdo para produtos
farmacéuticos proposta pelo ICH (“International Conference on Harmo-
nization”).
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4.3.5.1 Efeito de matriz e seletividade

O método de adi¢do de padrio foi aplicado para os estudos de
efeito de matriz. Neste caso, foram feitas trés curvas de calibragcdo com
adicdo de padrdo de cocaina em trés extratos de notas diferentes e com-
paradas com uma curva de calibra¢io sem a presenca da amostra. Com-
pararam-se entdo as quatro curvas de calibra¢do e como elas se mostra-
ram paralelas (Tabela 4.9), pode-se dizer que ndo hd interferéncia da ma-
triz na determinacgfo da cocaina nos extratos das notas, portanto o método
¢ seletivo e permite que a cocaina possa ser quantificada nos extratos pelo
método de calibragdo externa.

Tabela 4.9. Comparacgao entre as curvas de adi¢do de padrio de cocaina
em trés extratos de notas com a curva de calibra¢io externa para verificar
o efeito de matriz no método. Condicdes experimentais: ver Secdo 4.2.1.

Calibracao Ad. Padrao Ad.Padriao Ad.Padrao
Externa Nota 1 Nota 2 Nota 3 CV%
y=35384x y=33121x y=35444x y=30901x
Cocaina +3844,8 + 20210 + 22573 + 12151 6,4
y=21984x y=20578x y=21477x y=20362x
Lidocaina  + 2713 + 140,94 +2106,8 +1661,3 3,6
y=4670x y=4491,6x y=4534,1x y=4335,2x
Cafeina +1370,2 +1812,6 + 5052,6 + 1807 3,1

4.3.5.2 Linearidade

Neste trabalho, a linearidade foi avaliada considerando o coefi-
ciente de correlacio (r) e também se aplicando o teste de hipdtese de li-
nearidade a priori (Tabela 4.10). O teste foi realizado por meio da com-
paracdo entre 0 Feaculado € O Ferfiico €, neste caso, 0 Fealculado foi maior do
que 0 Furiico indicando que a regressao € significativa para o modelo linear
aplicado. Outro teste F foi realizado para verificar a falta de ajuste e os
resultados ndo mostraram falta de ajuste com o modelo linear aplicado,
uma vez que Feaiculado f0i inferior ao Feriiico, com intervalo de confianga de
95%. Esses resultados se aplicam aos trés analitos de interesse. A Tabela
4.10 apresenta as faixas de aplica¢do em que foram construidas as curvas
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analiticas os valores dos coeficientes angulares e lineares, os coeficientes
de correlagdo e os testes estatisticos.

Tabela 4.10. Dados relativos a linearidade do método proposto. Condi-
coes experimentais: ver Secdo 4.2.1.

Parametro Cocaina Lidocaina Cafeina
Linearidade —

Faixa de aplicagdo (ug L!)? 0,5-12 0,6-14 0,7-18
Linearidade — 35489 25140 6622
Inclinagdo (L pg')? +356 +597 + 84
Linearidade — 2884 1448 415
Intercepto® + 2569 + 4309 +610
Linearidade —

Coeficiente de correlagdo () 0,9998 0,9986 0,9996
Fparaa regressﬁob 735,4 892,7 1380
F para a falta de ajuste® 0,000211 0,00114 0,000327

* Cada ponto da curva preparado em duplicata e injetado em duplicata.
b Ferttico = 4,75; ¢ Ferttico = 3,97

4.3.5.3 Conformidade do sistema e limites de deteccio e quantifi-
cacio

A conformidade do sistema foi avaliada através dos parametros
descritos na Tabela 4.11 e, de acordo, com os dados obtidos o método
desenvolvido apresentou bons resultados para o fator de separagdo e para
aresolugdo da cocaina em relagdo a lidocaina e a cafeina. Os pardmetros
que monitoram a deformacio e o alargamento dos picos também apre-
sentaram bons resultados. No entanto, os fatores de retencdo da cocaina
e da lidocaina no se mostraram muito adequados e isto pode ser o motivo
da baixa eficiéncia apresentada pelos picos, expresso pelo baixo nimero
de pratos.
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Tabela 4.11. Dados relativos a conformidade do sistema. Condicdes ex-
perimentais: ver Secdo 4.2.1.

Parametro Cocaina Lidocaina Cafeina
Nidmero de pratos (N m™')? 9143 8173 16119
Fator de assimetria de picoP 1,44 1,67 1,19
Fator de cauda de picob 1,14 1,35 1,02
Fator de retencao® 0,88 0,30 2,30
Fator de separacdo

(cocaina, lidocafna)? 2,95 - -
Fator de separacgdo

(cocaina, cafefna)d 2,60 - -
Resolugdo (cocaina, lidoca-

ina)® 3,32 - -
Resoluc¢do (cocaina, cafeina)® 6,00 -- --

# Numero de pratos calculado de acordo com a equagdo N=16(tz/w)2. Concen-
tracdo de cocafna 0,5 pg L', lidocaina 0,6 pg L' e cafeina 0,7 pg L.

® Fator de assimetria calculado usando a distincia a partir do centro do pico
para a cauda do pico dividido pela distancia do pico para a cauda frontal, com
todas as medidas feitas a 10% da altura médxima do pico. Fator de cauda foi
calculado usando a distincia da cauda frontal do pico para a cauda do pico
dividido por duas vezes a distancia do centro do pico para a cauda frontal, com

todas as medidas feitas a 5 % da altura maxima do pico.
tr—to

¢ Fator de retencdo (k) calculado de acordo com a equagdo k = , onde tg

0
¢ o tempo de retengdo e ty € o tempo de retencdo de um composto nao retido.

Concentragdo de cocaina 0,5 pg L', lidocaina 0,6 ng L'! e cafeina 0,7 ng L.
4 Fator de separagio () calculado de acordo com a equagio a = ﬁ—B, onde ka e
A

kg € o fator de retenc¢do de dois analitos vizinhos. Concentragio de cocaina 0,5
ug L, lidocafna 0,6 ug L' e cafefna 0,7 ug L.
tRb— tRa

, onde tgp € tra
Wq+ wp

®Resolugdo calculada de acordo com a equagdo Ry = 2

sdo os tempos de retencdo de dois picos adjacentes e w, € wy, sdo as larguras
dos picos na linha de base. Concentragdo de cocaina 0,5 ug L', lidocaina 0,6
ug L' e cafeina 0,7 pg L.
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No presente trabalho, tanto o LD quanto o LQ foram calculados
de duas maneiras a fim de comparac¢do. Uma delas foi o método da rela-
cdo sinal/ruido e a outra foi o método baseado em parametros da curva
de calibragdo, sendo que neste ultimo caso foram aplicadas as equagdes
LD =3 x s/S; LQ = 10 x s/S, respectivamente, onde s é o desvio padrio
do intercepto e S € a inclinac¢do da curva de calibragao.

Resolveu-se fazer essas comparacgdes porque o software Analyst,
utilizado no tratamento dos dados, possui uma ferramenta que possibilita
se obter a relacdo sinal/ruido dos analitos automaticamente.

O LD obtido pelos dois métodos foi muito baixo (Tabela 4.12),
mas considerou-se como parametro validado o LD proveniente dos dados
da curva analitica (LD, na Tabela 4.12), pois essas concentracdes real-
mente foram detectadas pelo método proposto enquanto que as oriundas
da relacio sinal/ruido ndo. No entanto, os valores obtidos para o LQ pelos
dois métodos ndo se mostraram condizentes com o observado experimen-
talmente porque os valores pela relacdo sinal/ruido ndo foram detectados
(a excecdo da cafeina) e os valores obtidos a partir das curvas de calibra-
¢do foram maiores que o valor minimo possivel de ser quantificado pelo
método. Portanto, considerou-se como parametro validado para o LQ
(LQ¢, na Tabela 4.12), o menor ponto das curvas analiticas para os trés
analitos.

Tabela 4.12. Limites de deteccdo e quantificacdo do método proposto,
em ug L. Condi¢des experimentais: ver Se¢do 4.2.1.

S/R LD?* LQ* LD® LQ° LQ*

Cocaina 50,2 0,03 0,10 0,22 0,74 0,5
Lidocaina 110,1 0,01 0,05 0,51 1,71 0,6
Cafeina 10,8 0,14 0,46 0,28 0,92 0,7

2 calculados pela relagio sinal/ruido com 0,5 pg L', 0,6 ug L € 0,7 ug L' para
cocaina, lidocaina e cafeina, respectivamente.

b calculados com base na nas equagdes LD = 3 x s/S; LQ = 10 x s/S.

¢ definido como o menor ponto da curva de calibragdo para cada analito.
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4.3.54 Precisao

Neste trabalho foram avaliadas a precisao instrumental, a preci-
sdo intra-ensaio e a precisdo intermedidria (Tabela 4.13). A precisao ins-
trumental foi determinada por meio da injecdo do mesmo extrato de uma
nota 10 vezes, consecutivamente, e os valores de CV para o tempo de
retencdo e para a drea do pico da cocaina foi de 1,4 € 5,9%, para a lido-
caina 0,6 e 4,6%, e para a cafeina 2,8 e 4,0%, respectivamente.

A precisdo intra-ensaio foi determinada por meio da preparagdo
de trés repeti¢des dos padrdes, em trés niveis de concentragdo: 0,5, 6,0 e
12,0 ug L*! para a cocaina; 0,6, 7,0 € 14,0 ug L' para a lidocaina; 0,7,
9,0 € 18,0, ug L'! para a cafeina; injetadas no mesmo dia. Os valores de
CV para o tempo de retengdo ndo foram maiores que 0,4%, 0,3% e 0,2%
para a cocaina, para a lidocaina e para a cafeina, respectivamente; en-
quanto que o CV para a 4rea do pico foi menor que 6,5%, 8,5% e 4,1%
para a cocaina, para a lidocaina e para a cafeina, respectivamente, consi-
derando-se os trés niveis de concentragao.

A precisdo intermedidria foi verificada através da preparacdo di-
aria de trés repeticdes dos padrdes, nos mesmos niveis de concentragio
utilizados para verificar a precisdo intra-ensaio, injetados em duplicata
em trés dias consecutivos. Os valores de CV para o tempo de retencdo
nao foram maiores que 1,5%, 0,6% e 1,6% para a cocaina, para a lidoca-
ina e para a cafeina, respectivamente; enquanto que o CV para a drea do
pico foi menor que 8,5%, 9,6% e 8,3% para a cocaina, para a lidocaina e
para a cafeina, respectivamente, considerando-se os trés niveis de con-
centracdo em triplicata (n =9).
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Tabela 4.13. Dados relativos a precisdo do método para a determinagdo
de cocaina, lidocaina e cafeina por LC-MS/MS. Condig¢des experimen-

tais: ver Secdo 4.2.1.

Parametro

Cocaina Lidocaina Cafeina

Precisao instrumental (CV %);
drea do pico; n= 10

Precisdo instrumental (CV %);
tempo de retencdo; n = 10

Precisao intra-ensaio (CV %);

area do pico; (conc.1)*; n=3
Precisdo intra-ensaio (CV %);
tempo de retenc¢do; (conc.1)*; n =3
Precisao intra-ensaio (CV %);

drea do pico; (conc.2)*; n =3
Precisdo intra-ensaio (CV %);
tempo de retencdo; (conc.2)’; n=3
Precisao intra-ensaio (CV %);

drea do pico; (conc.3); n=3
Precisdo intra-ensaio (CV %);
tempo de retencdo; (conc.3)%; n=3
Precisao intermediaria (CV %);
drea do pico; (conc.1)*; n=9
Precisdo intermediaria (CV %);
tempo de retencdo; (conc.1); n =9
Precisao intermediaria (CV %);
drea do pico; (conc.2)*; n=9
Precisdo intermediaria (CV %);
tempo de retencdo; (conc.2)®; n=9
Precisao intermediaria (CV %);
area do pico; (conc.3); n=9
Precisdo intermediaria (CV %);
tempo de reten¢do; (conc.3); n=9

5.9

14

6.4

04

6.5

0.2

5.3

0.3

8.5

1.5

5.7

0.3

39

0.3

4.6

0.6

34

0.1

8.5

0.2

2.7

0.3

7.5

0.6

9.6

0.4

7.9

0.4

4

2.8

2.1

0.2

4.1

0.1

1.2

0.1

8.3

1.6

5.1

0.3

3.7

04

2Conc. 1 =0,5 ug L' para a cocaina; 0,6 pg L' para a lidocaina; 0,7 ug L' para

a cafeina.

®Conc. 2 =6,0 pg L' para a cocaina; 7,0 ug L' para a lidocaina; 9,0 ug L' para

a cafeina.

¢Conc. 3 = 12,0 ug L' para a cocaina; 14,0 ug L™! para a lidocaina; 18,0, pg L™

para a cafeina.
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4.3.5.5 Exatidao

A exatiddo foi obtida através de ensaios de recuperagao e os ex-
perimentos foram realizados através da adicdo dos padrdes de cocaina,
lidocaina e cafeina em trés niveis de concentracio diferentes: 2,0, 6,0 e
10,0 ug L'! para a cocaina; 2,0, 7,0 € 12,0 ug L' para a lidocaina; 3,0,
9,0 e 15,0, ug L' para a cafeina, a trés extratos de notas diferentes, resul-
tando em percentuais de recuperagdo médio de 95,6%, 95,1% e 97,3%
para a cocaina, para a lidocaina e para a cafeina, respectivamente, consi-
derando-se os trés niveis de concentragio (Tabela 4.14).

Tabela 4.14. Exatiddo do método proposto para determinacio de coca-
ina, lidocaina e cafeina. Condigdes experimentais: ver Se¢do 4.2.1.

Cocaina

Concentracio adicionada (ug L)

% de recuperacio

2,0 98,4
6,0 94,5
10,0 93,8

Lidocaina

Concentracio adicionada (ug L)

% de recuperacio

2,0 96,4
7,0 93,7
12,0 95,2

Cafeina

Concentracio adicionada (ug L)

% de recuperacio

3,0 97,2
9.0 98,9
15,0 95,7
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4.3.5.6 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apre-
senta frente a pequenas variacdes. Em HPLC, costuma-se avaliar este pa-
rametro variando o contetido de um dos componentes da fase mével em
+ 2%, o pH da fase movel em 0,1 unidades de pH ou a temperatura da
coluna em + 5 °C. Se estas mudancas nio diminuirem a precisdo, a sele-
tividade e a exatidao do método, pode se dizer que o método € robusto.

No presente trabalho, optou-se por avaliar a robustez de um
modo diferente, através da observacdo da sensibilidade e da linearidade
de uma mesma curva de calibragdo analisada em duas colunas Synergi
Polar-RP com comprimento de 150 mm, didmetro interno de 2 mm e ta-
manho da particula igual a 4 pm disponiveis no laboratério, sendo que a
comparagio sempre foi feita entre a coluna utilizada em todo o trabalho
(coluna 1) em relacdo a outra (coluna 2). A curva foi realizada somente
com o padrio de cocaina e composta por cinco pontos na faixa de aplica-
¢do de 0,5;2; 4; 6; 8 ug L', injetados em duplicata.

A Tabela 4.15 apresenta os dados obtidos neste experimento, in-
cluindo a avaliacdo da linearidade de cada curva através do teste F para
a regressdo e para a falta de ajuste. Como pode ser observado, para as
duas curvas, 0 Fealculado foi maior do que o Fitico indicando que a regres-
sdo € significativa para o modelo linear aplicado. O teste F realizado para
verificar a falta de ajuste mostrou que os dados se encontram ajustados
ao modelo aplicado, uma vez que Fcaiculado fO1 inferior ao Feriico, cOm in-
tervalo de confianca de 95%.

Tabela 4.15. Dados relativos a linearidade das curvas de calibragdo uti-
lizadas na avaliacdo da robustez do método proposto. Condicdes experi-
mentais: ver Secdo 4.2.1.

Coluna Eq. da Reta R2 F? | O
1 y =36919x — 1596  0,9993 1948 0,000369
2 y =36037x — 751 0,9991 1028 0,000478

2 Feritico para a regressao = 5,32; ° Fuico para a falta de ajuste = 5,41.



111

Uma vez que as curvas independentes ndo apresentaram discre-
pancias em relagdo a sua propria linearidade, passou-se a avaliacdo da
robustez por meio da sensibilidade, realizada através da comparacao dos
coeficientes angulares das equacdes de reta obtidos os quais apresenta-
ram um coeficiente de variacdo (CV) de 1,71% entre si, valor que pode
ser considerado baixo levando-se em conta que a curva foi analisada em
colunas do mesmo tipo, mas que foram utilizadas em andlises de matrizes
bem diferentes com outras fases méveis e condi¢des experimentais di-
versas. Sendo assim, no quesito sensibilidade como parimetro de avalia-
cdo da robustez, o método proposto foi aprovado.

Para atestar a robustez por meio da linearidade, foi realizado um
teste t-pareado com as médias das dreas das curvas de calibracdo e os
valores para o parametro p bi-caudal, tcaiculado € teritico 30 apresentados na
Tabela 4.16.

O teste resultou em valores de p bi-caudal maiores que 0,05 e o
tealeulado MENOT qUE O teritico NA comparagdo das dreas da curva obtida na
coluna 1 com as da coluna 2. Sendo assim, pode-se dizer que ndo houve
diferenca significativa quanto a linearidade para a curva corrida nas duas
colunas cromatogréficas diferentes, com um intervalo de confianca de
95%, e com base nesse resultado conclui-se que o método proposto para
a determinagdo de cocaina em cédulas monetarias pode ser considerado
robusto também pelo pardmetro de linearidade.

Tabela 4.16. Resultado do teste t-pareado utilizado na comparacdo da
linearidade como pardmetro da avaliacdo da robustez. Condi¢Oes experi-
mentais: ver Secdo 4.2.1.

Coluna P bi-caudal tealculado teritico
1—-2 0,150 1,78 2,78

4.3.6 Analise das cédulas monetarias

Este estudo analisou 55 cédulas monetdrias brasileiras de R$
2,00, coletadas nas cidades de Florianépolis/SC (15 notas), Juiz de
Fora/MG (12 notas), Rio de Janeiro/RJ (11 notas), Sdo Paulo/SP (7 notas)
e Fortaleza/CE (10 notas). Também foram analisadas 5 notas de um délar
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americano provenientes da cidade de Baltimore/USA. Todas as notas
constituem um grupo de amostragem de dinheiro circulante e elas nio
foram adicionadas de nenhum dos padrdes.

Do total de 60 notas, a cocaina e a cafeina foram encontradas em
98,3% das notas e a lidocaina em 70% das amostras. Os analitos foram
identificados pela compara¢do do tempo de retengio dos picos nas amos-
tras com o dos padrdes e também pelo perfil de fragmentacdo dos espec-
tros de massa gerados pelas amostras.

Em 50% das notas contaminadas com cocaina foram encontra-
das também quantidades de benzoilecgonina que ndo foram quantificadas
devido ao alto custo do padrio analitico. A presenca da benzoilecgonina
€ explicada pela hidrélise da cocaina na superficie do papel.

A quantidade significativamente alta de cocaina encontrada na
maioria das notas foi correlacionada a uma possivel exposicao direta a
droga durante a sua negociacdo ou consumo. Wimmer & Schneider em
outro estudo sobre drogas em cédulas monetdrias também utilizando LC-
MS/MS estipularam o valor de 7 nmol/nota como limite entre contami-
nacdo cruzada e dinheiro do trafico/uso de cocaina (Wimmer e Schneider,
2011). Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, apenas trés
notas apresentaram cocaina abaixo do limite: JF2, 0,7 nmol/nota; JF4, 6,1
nmol/nota; FO4, 5,5 nmol/nota.

Os resultados sdo apresentados a seguir de acordo com as cida-
des em que as notas foram coletadas e apds essa discussao sdo apresen-
tadas as Tabelas 4.17, 4.18 e 4.19 que correspondem aos valores das con-
centracdes nos extratos e a correspondente quantidade em massa de co-
cafna em pg/nota para a cocaina, lidocaina e cafeina, respectivamente.

4.3.6.1 Florian6polis/SC

Cocaina e cafeina foram detectadas em todas as 15 notas analisadas.
Lidocaina foi encontrada em 11 notas do total. A quantidade de cocaina
detectada em cada nota variou de 6,47 a 1238,37 pg por nota. A cafeina
encontrada em cada nota ficou na faixa de 6,90 a 237,81 pg por nota,
enquanto que a lidocaina variou de 0,84 a 36,67 pug por nota.

4.3.6.2 Juiz de Fora/MG

Desta cidade foram analisadas 12 notas. Em duas delas ndo foi detec-
tada lidocaina enquanto que nas outras este analito variou de 0,46 a 17,17
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ug por nota. Cocaina e cafeina foram detectadas em todas as 12 notas
analisadas. A quantidade de cocaina detectada em cada nota variou de
0,21 pg por nota a 22,82 mg por nota. A cafeina encontrada em cada nota
ficou na faixa de 25,87 a 59,86 pg por nota.

4.3.6.3 Rio de Janeiro/RJ

Cocaina, cafeina e lidocaina foram detectadas em todas as 11 notas
analisadas. A quantidade de cocaina detectada em cada nota variou de
4,46 a 610,56 ng por nota. A cafeina encontrada em cada nota ficou na
faixa de 43,49 a 192,96 ug por nota, enquanto que a lidocaina variou de
2,30 a 31,14 pg por nota.

4.3.6.4 Sao Paulo/SP

Desta cidade foram analisadas 7 notas e também neste conjunto de
amostras foram detectados os trés analitos. A lidocaina ficou na faixa de
1,59 a 175,48 ug por nota. A quantidade de cocaina detectada em cada
nota variou de 4,94 a 372,27 pg por nota. A cafeina encontrada em cada
nota ficou na faixa de 49,35 a 789,72 ug por nota.

4.3.6.5 Fortaleza/CE

Das dez notas analisadas da cidade de Fortaleza, apenas duas no-
tas apresentaram lidocaina e a quantidade encontrada foi de 0,58 e 3,50
pg por nota. Uma nota no apresentou a presenca de cocaina e cafeina.
Nas nove notas restantes, a quantidade de cocaina detectada em cada nota
variou de 1,68 a 45,65 ug por nota. A cafeina encontrada em cada nota
ficou na faixa de 11,63 a 38,73 pg por nota.

4.3.6.6 Baltimore/USA

Dos cinco ddlares americanos, apenas uma nota apresentou lido-
caina e a quantidade encontrada foi de 1,86 pg por nota enquanto que em
todas as cinco notas foram detectadas cocaina e cafeina. A quantidade de
cocaina detectada em cada nota variou de 2,54 a 26,54 ug por nota. A
cafeina encontrada em cada nota ficou na faixa de 12,81 a 16,37 pg por
nota.
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Tabela 4.17. Concentrago nos extratos das cédulas monetdrias de R$
2,00 (ug L") e quantidade de cocaina em pg por nota.

Amostra Conc. (ug L) ug cocaina/nota
Floripa 1 104,08 + 5,31 41,63 = 2,13
Floripa 2 612,77 + 68,65 245,11 =+ 2746
Floripa 3 164,06 =+ 1040 65,63 =+ 4,16
Floripa 4 336,71 + 43,25 134,68 =+ 17,30
Floripa 5 309593 + 176,40 123837 =+ 70,56
Floripa 6 96,31 =+ 1,97 38,52 + 0,79
Floripa 7 15040 =+ 8,59 60,16 =+ 3,44
Floripa 8 16,18 =+ 2,13 6,47 + 0,85
Floripa 9 40,19 =+ 2,74 16,07 £ 1,09
Floripa 10 125,59 + 17,06 50,24 £ 6,82
Floripa 11 223,33 + 4399 89,33 + 17,60
Floripa 12 208,48 + 37,00 83,39 =+ 14,80
Floripa 13 297,05 + 17,55 118,82 + 7,02
Floripa 14 60,67 =+ 17,11 2427 £+ 6,84
Floripa 15 188,06 =+ 46,33 7522 + 18,53
Juiz de Fora 1 3259 £ 2,90 13,04 =+ 1,16
Juiz de Fora 2 0,52 + 1,38 0,21 + 0,55
Juiz de Fora 3 14999 =+ 15,86 59,99 + 6,35
Juiz de Fora 4 462 = 099 1,85 = 0,40
Juiz de Fora 5 4243 £+ 9,26 1697 =+ 3,70
Juiz de Fora 6 13,04 + 4,14 5,21 + 1,66
Juiz de Fora 7 85,50 + 14,50 3420 =+ 5,80
Juiz de Fora 8 168,29 + 0,07 67,32 + 0,03
Juiz de Fora 9 7120,84 + 597,74 2848,34 + 239,10
Juiz de Fora 10 57051,81 + 7770,62 22820,72 + 3108,25
Juiz de Fora 11 9093,28 + 1315,03 3637,31 =+ 526,01
Juiz de Fora 12 15345 =+ 3,20 61,38 + 1,28

Continua
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Tabela 4.17. Concentrago nos extratos das cédulas monetdrias de R$
2,00 (ug L") e quantidade de cocaina em pg por nota (continuago).

Rio de Janeirol 5277 + 1,96 21,11 + 0,79
Rio de Janeiro2 11,15 + 142 446 + 0,57
Rio de Janeiro3 152640 + 147,56 610,56 + 59,02
Rio de Janeiro4 4794 £+ 6,19 19,18 + 248
Rio de Janeiro5 7540 + 2,05 30,16 =+ 0,82
Rio de Janeiro6 174,54 + 3245 69,82 + 12,98
Rio de Janeiro7 786,94 + 30,41 314,77 += 12,16
Rio de Janeiro8 425,77 £ 26,52 170,31 + 10,61
Rio de Janeiro9 62,87 + 5,65 25,15 + 226
Rio de Janeirol0 116,17 =+ 492 46,47 =+ 1,97
Rio de Janeirol1 2948 + 0,21 11,79 £ 0,08
Sdo Paulo 1 930,69 + 88,49 37227 <+ 3539
Séao Paulo 2 46,26 + 8,38 18,51 =+ 3,35
Séao Paulo 3 81,56 + 024 32,62 + 0,09
Sdo Paulo 4 391,94 = 27,10 156,78 + 10,84
Sdo Paulo 5 12,35 + 1,32 494 + 0,53
Séo Paulo 6 153,60 + 25,10 61,44 =+ 10,04
Sdo Paulo 7 47,02 + 1,01 18,81 =+ 0,40
Fortaleza 1 6191 =+ 4,15 2476 = 1,66
Fortaleza 2 20,37 + 3,89 815 £ 1,55
Fortaleza 3 15,10 * 349 6,04 + 1,40
Fortaleza 4 4,19 + 1,49 1,68 + 0,60
Fortaleza 5 <LD <LD
Fortaleza 6 114,13 + 10,83 45,65 =+ 4,33
Fortaleza 7 48,79 + 6,83 19,51 =+ 2,73
Fortaleza 8 10,04 =+ 1,28 4,02 + 0,51
Fortaleza 9 2463 + 1,16 985 £+ 046
Fortaleza 10 29,84 + 1,45 11,94 + 0,58
Dolar 1 11,70 = 1,52 468 + 0,61
Dolar 2 66,36 + 259 26,54 + 1,04
Dolar 3 23,00 += 2,16 9,20 + 0,86
Dolar 4 6,36 + 0,58 2,54 + 023
Dolar 5 11,71 +* 0,68 468 + 0,27
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Tabela 4.18. Concentrago nos extratos das cédulas monetdrias de R$
2,00 (ug L") e quantidade de lidocaina em ug por nota.

Amostra Conc. (ug L) ug lidocaina/nota
Floripa 1 2,09 + 0,25 0,84 =+ 0,10
Floripa 2 <LD <LD
Floripa 3 <LD <LD
Floripa 4 40,23 + 2,00 16,09 =+ 0,80
Floripa 5 91,67 + 6,95 36,67 + 2,78
Floripa 6 574 + 0,58 2,30 + 0,23
Floripa 7 <LD <LD
Floripa 8 <LD <LD
Floripa 9 60,41 + 7,95 24,16 + 3,18
Floripa 10 2442 + 2,60 9,77 + 1,04
Floripa 11 68,66 + 12,63 2746 + 5,05
Floripa 12 16,05 + 1,80 642 + 0,72
Floripa 13 8,86 + 2,87 3,54 £ 1,15
Floripa 14 26,00 + 3,10 10,40 + 124
Floripa 15 519 + 192 2,08 =+ 0,77
Juiz de Fora 1 14,84 + 2,61 594 + 1,04
Juiz de Fora 2 21,99 + 6,29 8,79 + 252
Juiz de Fora 3 <LD <LD

Juiz de Fora 4 553 + 234 221 £ 0,94
Juiz de Fora 5 10,67 £ 1,92 427 = 0,77
Juiz de Fora 6 1,14 =+ 0,52 0,46 =+ 0,21
Juiz de Fora 7 854 + 1,92 342 + 0,77
Juiz de Fora 8 <LD <LD

Juiz de Fora 9 1498 + 3,01 599 =+ 1,20
Juiz de Fora 10 11,87 + 1,89 4775 = 0,76
Juiz de Fora 11 23,30 + 341 932 + 1,36
Juiz de Fora 12 42,94 + 16,36 17,17 £ 6,55

Continua
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Tabela 4.18. Concentrago nos extratos das cédulas monetdrias de R$
2,00 (ug L") e quantidade de lidocaina em ug por nota (continuagio).

Rio de Janeirol
Rio de Janeiro2
Rio de Janeiro3
Rio de Janeiro4
Rio de Janeiro5
Rio de Janeiro6
Rio de Janeiro7
Rio de Janeiro8
Rio de Janeiro9
Rio de Janeiro10
Rio de Janeirol1
Sao Paulo 1
Sao Paulo 2
Sdo Paulo 3
Sao Paulo 4
Sao Paulo 5
Sao Paulo 6
Sdo Paulo 7
Fortaleza 1
Fortaleza 2
Fortaleza 3
Fortaleza 4
Fortaleza 5
Fortaleza 6
Fortaleza 7
Fortaleza 8
Fortaleza 9
Fortaleza 10
Dolar 1

Dolar 2

Dolar 3

Dolar 4

Dolar 5

13,66
31,83
49,51
29,39
11,05
57,80
77,86
59,79
5,76
10,80
20,02

438,70

11,98
59,85
95,98
29,41
54,85
3,99

8,75

1,46

4,64

+ +F+FH+H+H+FH+FHFHFHFFHFEFFRFHFFRFEREF

<LD
<LD
<LD
<LD

<LD
+

<LD
+

<LD
<LD
+

<LD
<LD
<LD

<LD

0,48
2,06
6,97
0,52
3,67
7,26
3,84
8,71
0,81
2,66
3,44
3,44
3,03
2,17
5,18
2,73
3,77
0,78

1,01

1,10

0,62

5,46
12,73
19,81
11,76
4,42
23,12
31,14
23,92
2,30
4,32
8,01
175,48
4,79
23,94
38,39
11,76
21,94
1,59
<L
<L
<LD
<LD
<LD
3,50 £
<LD
0,58 +
<LD
<LD
1,86 =
<LD
<LD
<LD
<LD

OO0 W+ W+ H+ H H+ H+ H+ H HF HF HF HF HF HF HF HF HF H+

0,19
0,82
2,79
0,21
1,47
291
1,53
3,48
0,32
1,07
1,37
1,38
1,21
0,87
2,07
1,09
1,51
0,31

0,40

0,44

0,25




118

Tabela 4.19. Concentrago nos extratos das cédulas monetdrias de R$
2,00 (ug L") e quantidade de cafeina em ug por nota.

Amostra Conc. (ug L) ug cafeina/nota
Floripa 1 156,56 + 0,49 62,62 = 0,20
Floripa 2 214,38 + 35,96 85,75 + 14,38
Floripa 3 120,77 + 30,17 48,31 =+ 12,07
Floripa 4 329,71 + 9,85 131,88 + 3,94
Floripa 5 420,64 + 8,72 168,26 + 3,49
Floripa 6 132,94 + 428 53,18 = 1,71
Floripa 7 80,609 =+ 1,82 3228 + 0,73
Floripa 8 1726 + 2,53 6,90 =+ 1,01
Floripa 9 91,68 + 11,43 36,67 = 4,57
Floripa 10 175,12 + 3,45 70,05 £+ 1,38
Floripa 11 594,53 + 3245 237,81 + 12,98
Floripa 12 56,49 <+ 3,38 22,60 + 1,35
Floripa 13 96,73 + 8,93 38,69 + 3,57
Floripa 14 95,61 =+ 6,31 38,25 + 2,52
Floripa 15 97,36 + 1,72 38,94 + 0,69
Juiz de Fora 1 64,67 =+ 15,39 25,87 + 6,16
Juiz de Fora 2 97,05 =+ 18,38 38,82 + 7,35
Juiz de Fora 3 89,65 =+ 12,60 35,86 = 5,04
Juiz de Fora 4 100,92 + 3,92 40,37 + 1,57
Juiz de Fora 5 109,04 + 12,67 43,61 = 5,07
Juiz de Fora 6 82,34 + 4735 3294 + 1,74
Juiz de Fora 7 92,37 + 13,73 3695 + 5,49
Juiz de Fora 8 117,58 + 11,55 47,03 = 4,62
Juiz de Fora 9 135,48 + 33,98 54,19 + 13,59
Juiz de Fora 10 86,95 + 6,83 3478 + 2,73
Juiz de Fora 11 119,92 + 5,85 4797 + 2,34
Juiz de Fora 12 149,65 + 30,47 59,86 + 12,19

Continua
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Tabela 4.19. Concentrago nos extratos das cédulas monetdrias de R$

2,00 (ug L") e quantidade de cafeina em ug por nota (continuagio).

Rio de Janeirol
Rio de Janeiro2
Rio de Janeiro3
Rio de Janeiro4
Rio de Janeiro5
Rio de Janeiro6
Rio de Janeiro7
Rio de Janeiro8
Rio de Janeiro9
Rio de Janeiro10
Rio de Janeirol1
Sao Paulo 1
Sao Paulo 2
Sao Paulo 3
Sao Paulo 4
Sao Paulo 5
Sao Paulo 6
Sao Paulo 7
Fortaleza 1
Fortaleza 2
Fortaleza 3
Fortaleza 4
Fortaleza 5
Fortaleza 6
Fortaleza 7
Fortaleza 8
Fortaleza 9
Fortaleza 10
Dolar 1

Dolar 2

Dolar 3

Dolar 4

Dolar 5

139,73
260,76
276,43
302,90
118,43
457,39
482,40
351,73
108,72
138,08
141,79
1973,80
123,37
365,24
358,34
152,20
495,53
222,50
35,95
36,48
29,07

<L

47,46
96,83
41,63
81,43
32,80
41,90
37,33
38,08
32,02
40,20
40,94

+F ++H+H+H+H+MH+HFHFHFHFEFHFEFEFEFEFEFERFERERF

W)

+ + H+ M+ H+HF+HFHF+FHFH

13,45
14,65
11,55
10,87
0,14
26,82
45,82
43,46
1,42
6,91
6,15
20,99
3,24
8,04
18,98
0,30
20,80
15,19
1,20
2,26
0,13

1,26
13,28
2,18
4,27
3,10
4,80
0,46
3,60
1,36
5,40
10,97

55,89
104,30
110,57
121,16
47,37
182,96
192,96
140,69
43,49
55,23
56,72
789,52
49,35
146,10
143,34
60,88
198,21
89,00
14,38
14,59
11,63

<LD

18,98
38,73
16,65
32,57
13,12
16,76
14,93
15,23
12,81
16,08
16,37

+F+++H+FH+FH+FHFHFHFFHFFFFFERFERFRFERFR

M+ H+ H+ HFHF+FHFHFHFRFHF

5,38
5,86
4,62
4,35
0,06
10,73
18,33
17,38
0,57
2,76
2,46
8,39
1,30
3,22
7,59
0,12
8,32
6,07
0,48
0,90
0,05

0,51
531
0,87
1,71
1,24
1,92
0,18
1,44
0,54
2,16
439
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44 Conclusao

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método utili-
zando a técnica de LC-MS/MS para a determinagdo de cocaina em 60
cédulas monetdrias. Durante os ensaios preliminares foram identificadas
a presenga de lidocaina e cafeina que passaram a ser também objetos do
estudo. Este método apresentou bons parimetros de validacdo para os
trés analitos, em relagdo as figuras de mérito de linearidade, sensibili-
dade, conformidade do sistema, precisio, exatidao e robustez.

O método proposto tem a vantagem de usar um procedimento de
preparo de amostra simples que consiste na submerssiao da nota em 400
mL de 4dgua desionizada por 15 min sob agitagdo magnética constante. O
uso de dgua € bastante adequado pela sua atoxicidade, baixo custo e por
ndo provocar danos nas marcas de seguranga das notas e nio compromete
a eficiéncia da extracdo. Foram realizados experimentos que comprovam
que a cocaina ndo hidrolisa nas condi¢des experimentais utilizadas.

As menores quantidades de cocaina, lidocaina e cafeina foram
encontradas nas notas de ddlares. Mas fazendo uma comparagdo entre as
notas provenientes das cinco cidades brasileiras, excluindo-se as notas
em que foi detectado mais de 1,0 mg de cocaina, as cidades que apresen-
taram a menor e a maior quantidade média de cocaina por nota foram
Fortaleza (14,6 pg/nota) e Rio de Janeiro (120,3 pg/nota), respectiva-
mente. A cidade que apresentou as menores quantidades de cafeina e li-
docaina também foi Fortaleza, sendo que foram detectados 2,0 pg/nota
de lidocaina e 19,7 pug/nota de cafeina nas amostras desta cidade. Em
contrapartida, a cidade em que foram encontradas as maiores quantidades
médias de cafeina e lidocaina por nota foi Sao Paulo 39,7 ug de lidocaina
e 210,9 pg de cafeina.

Finalmente, como colocado na Revisdo da Literatura (Cap. 2),
muitos trabalhos visando a determinagdo de cocaina em cédulas moneta-
rias ja foram realizados por diversas técnicas ao redor do mundo, mas é
preciso ter em mente que a contaminagdo maior ou menor das notas estd
diretamente relacionada ao problema do uso de drogas de abuso de cada
pais ou cidade e isto explica os diferentes niveis de cocaina encontrados
nos trabalhos ja publicados.
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5 APLICACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE
COCAINA EM CEDULAS MONETARIAS UTILIZANDO
LC-MS/MS NA ANALISE DE URINA E DA PELE DAS
MAOS

5.1 Revisao da literatura

Partindo do principio de que a cocaina pode ser absorvida pelas
mucosas e ¢ detectada no suor, e também, que esta droga é encontrada
em toda nota de dinheiro em circulagdo, seja proveniente do trafico ou
por contaminacdes cruzadas, levanta-se a questdo: é possivel que a coca-
ina permeie pela pele de pessoas que estdo em contato direto com um
grande ndmero de notas diariamente? Em caso afirmativo, serd que a
quantidade absorvida pode ser detectada no organismo?

A andlise de drogas de abuso em matrizes biolégicas como san-
gue, urina, cabelo, suor e saliva, em geral, ¢ bem documentada, seja em
revistas de ambito forense, analitico, farmacéutico ou médico. No en-
tanto, até o presente momento nao foi estudada a contaminacao de tercei-
ros via cédulas monetdrias e esse é o foco deste projeto e sua fundamen-
tacdo tedrica se baseard em trabalhos reportados na literatura que estuda-
ram amostras de suor e urina provenientes de usudrios de drogas ou de
pessoas que se contaminaram por um contato direto com esses usudrios,
como no caso de bebés que sdo amamentados por mées viciadas.

Ao longo dos anos, foram concebidas estratégias para distinguir
o uso de cocaifna da exposicdo passiva a droga, entre eles a andlise de
metabdlitos, como a benzoilecgonina (BE). Um estudo realizado por
Smith & Kidwell, em 1996, comparou as concentra¢des de cocaina e ben-
zoilecgonina (BE) encontradas no cabelo, saliva, pele e urina de maes
usudrias da droga, seus filhos e outros adultos que viviam no mesmo am-
biente, no total foram analisadas amostras de 58 adultos e 26 criancas,
com idades entre 1 e 14 anos. As amostras de swabs, saliva e urina foram
analisadas através de imunoensaios especificos, enquanto que as amos-
tras de cabelo foram analisadas por GC-MS. Os adultos apresentaram
concentracdes médias de 2,4 ng cocaina/mg cabelo e 0,39 ng BE/mg ca-
belo. Em comparacio, as concentra¢des encontradas nas criancas foram
de 2,4 ng cocaina/mg de cabelo e 0,74 ng BE/mg de cabelo. Nenhuma
das amostras de urina das criangas deu resultado positivo acima de 300 ng
BE/mL. Em contraste, 3/16 amostras de urina de adultos deram positivo,
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mesmo daqueles participantes de programas de reabilitacdo. Benzoi-
lecgonina foi detectada na saliva de apenas um adulto e uma crianca. Os
swabs utilizados para a coleta nas testas continhan quantidades mensura-
veis de cocaina para a maioria das criangas (19/26) e adultos (15/17),
assim como para a BE, criangas (7/26) e adultos (7/17) (Smith e Kidwell,
1996).

Uma amostra bioldgica é caracterizada por possuir uma compo-
sicdo de matriz muito complexa, concentracdo muito baixa de analitos
(por exemplo, pg/mg de cabelo e ng/mL de sangue e urina), grande pos-
sibilidade de interferéncias e limitado acesso a materiais de referén-
cia. Estes problemas podem ser superados pela escolha adequada de pro-
cedimentos de preparo de amostra (Marchi et al., 2010).

A presenga de efeitos de matriz também demonstra ser depen-
dente do fluido bioldgico analisado. A composi¢cdo da matriz, caracteris-
tica de cada fluido, pode interferir de maneiras diferentes. As principais
interferéncias na urina provem de componentes hidrofilicos inorganicos,
mais provavelmente sais. A saliva apresenta mais interferéncia que a
urina e os componentes da matriz sdo de natureza hidrofilica e hidrof6-
bica, incluindo proteinas e aminodcidos. Finalmente, para o plasma, os
componentes da matriz também tem uma ampla faixa de polaridade, mas
as suas concentracdes sao mais elevadas do que aqueles da saliva (Gosetti
et al., 2010).

Propriedades fisico-quimicas da cocaina e seus metabdlitos (por
exemplo, o cardcter apolar da cocaina ou a hidrofilicidade da benzoi-
lecgonina) exigem abordagens diferentes na fase de isolamento. Por con-
seguinte, a otimiza¢do cuidadosa do preparo de amostra € essencial para
a obtencdo de baixos limites de deteccao e confidveis dados qualitativos
e quantitativos (Janicka, Kot-Wasik e Namies$nik, 2010; Brettell, Butler
e Almirall, 2011).

Em andlise de drogas, as regras para a amostragem de material
bioldgico sdo complicadas, de modo que a amostragem pode ser o elo
mais fraco de todo o procedimento analitico. Tendo em conta a distribui-
cdo farmacocinética e a excre¢do de substancias psicoativas a partir de
um organismo, o material mais valioso € a urina por causa de sua ampla
janela de detec¢do. O problema da identificacdo se um individuo estava
sob a influéncia de uma droga no local de um evento pode ser resolvido
pela coleta de amostras de urina, no local e/ou apds um curto periodo de
tempo. Além disso, algumas drogas ilicitas (como a cocaina em si) sdo
metabolizadas muito rapidamente para ser medida em exames de rotina
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de urina. Quando a urina € testada para a presenca de cocaina € a benzoi-
lecgonina que € medida. Esse metabdlito tem uma meia-vida biolégica
de 5-8 h, tempo que é muito mais longo que o da cocaina (0,5-1,5 h). O
tempo geralmente aceito para que a urina esteja livre de benzoilecgonina
a partir da urina € de 3-5 dias (Janicka, Kot-Wasik e Namie$nik, 2010;
Brettell, Butler e Almirall, 2011).

O periodo de tempo para o qual um resultado positivo pode indi-
car o uso de drogas depende de vdrios fatores, incluindo a frequéncia de
utilizagdo e a quantidade de droga, a taxa metabdlica, a taxa de excrecdo,
a meia-vida da droga e a idade, o peso, a atividade e a dieta do usudrio.
Existem vdrias amostras biolégicas que podem ser obtidas de forma néo-
invasiva (cabelo, saliva e unhas). Esse tipo de coleta de amostra ndo re-
quer instalacdes especiais e vigilancia rigorosa das atividades privadas
do suspeito para evitar a adulteracio (Janicka, Kot-Wasik e Namie$nik,
2010; Brettell, Butler e Almirall, 2011).

A saliva € cada vez mais utilizada em testes de drogas por estar
prontamente disponivel e ser obtida de modo nio-invasivo, além de di-
minuir a possibilidade de adulteragdo da amostra em comparagdo com a
coleta de urina em que a privacidade é necessdria (Drummer, 2008). A
saliva pode ser analisada no local de apreensdo dos suspeitos através de
imunoensaios. No entanto, drogas que sdo de natureza basica como a co-
caina acumulam concentracdes mais elevadas no fluido oral que no soro
do sangue, enquanto que uma droga 4cida como o metabdlito benzoi-
lecgonina, quando detectada imunologicamente, apresenta uma concen-
tracdo muito menor (Drummer, 2005; Cognard, Bouchonnet e Staub,
2006).

Comparada com a urina, as drogas sdo encontradas na saliva na
forma original. A saliva tem uma janela de detecc¢do semelhante a do san-
gue, tendo a vantagem de oferecer uma rigorosa afirmagdo da presenga
de drogas no momento do exame. Infelizmente, circunstancias economi-
cas limitam o amplo uso da saliva nas andlises toxicoldgicas nos locais
dos eventos, o que prolonga o tempo de testes de screening. Além disso,
outra dificuldade € que um nivel de corte ndo foi definido com precisao
analitica para métodos de uso geral (Sergi et al., 2010).

Os fluidos corporais (por exemplo, sangue e urina) sdo geral-
mente recolhidos para exame laboratorial. No plasma, a concentracio de
droga téxica é diretamente proporcional a condi¢do clinica do indivi-
duo. Quando sé sangue é coletado, a sua complicada composi¢do de ma-
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triz pode interromper ou até mesmo impossibilitar os testes toxicoldgi-
cos. Da mesma forma, testes com plasma sdo relativamente caros. A co-
leta s6 de urina reduz o tempo de triagem, mas alonga a janela de detec-
c¢do de drogas de abuso, tornando-se dificil definir se a pessoa examinada
estava sob a influéncia da droga no momento de um evento (Janicka, Kot-
Wasik e Namies$nik, 2010).

Um dos pontos cruciais em amostragem bioldgica € a possibili-
dade de estender a janela de tempo de detecg@o a partir de horas ou dias,
COmo No sangue € na urina, a semanas ou meses, como em unhas e cabe-
los. Para avaliar a exposi¢do cronica as drogas de abuso, tanto de seres
humanos vivos como mortos, o cabelo € a matriz escolhida. Os dentes de
leite foram propostos como uma matriz para medir o conteido cumula-
tivo do uso de drogas no monitoramento da exposicdo (Pellegrini et al.,
2006). A Tabela 5.1 indica a possibilidade de detec¢io estimada de co-
caina em diferentes amostras bioldgicas em fun¢do do tempo. Muitos au-
tores tém observado que a cocaina se degrada em benzoilecgonina em
solucdes padrio e amostras de urina, sendo recomendado o seu congela-
mento imediato para evitar esta degradacdo. Quando o material investi-
gado pode ser armazenado apenas a 4 °C, a satisfatdria estabilidade da
cocaina € assegurada durante 90 dias pela acidificacdo das amostras de
urina para pH = 5,0. O armazenamento de urina em pH = 5,0 e a 25 °C
durante mais de 60 dias cria o risco de degradag@o significativa da coca-
ina presente na amostra (Janicka, Kot-Wasik e Namie$nik, 2010).

Em laboratdrios de anélises forenses sdo utilizados métodos al-
ternativos que se baseiam em andlises imunoldgicas de amostras de
urina (Moeller, Lee e Kissack, 2008), saliva (Wille et al., 2009) e em soro
sanguineo (Toennes et al., 2005). As vantagens dos imunoensaios in-
cluem rapidez, portabilidade e grande frequéncia analitica. Atual-
mente estdo disponiveis varias formas de imunoensaios, entre eles o imu-
noensaio de fluorescéncia polarizada e o radioimunoensaio. As principais
desvantagens desta técnica sdo resultados falso-positivos seja pela reacio
cruzada dos anticorpos com uma droga da mesma classe estrutural ou
devido a insuficientes limites de detecgao.

Em imunoensaios para a andlise de cocaina geralmente se apli-
cam anticorpos criados contra a benzoilecgonina, um dos dois principais
metabdlitos da cocaina no sangue humano (Jones, Holmgren e
Kugelberg, 2008). Eles sinalizam a presenca de cocaina fracamente, por
exemplo, quando 300 ng/mL de benzoilecgonina sdo detectados, seria



125

possivel detectar a cocaina em concentra¢des que variam de 10.000 a
80.000 ng/mL (Matthew et al., 2009).

Tabela 5.1. Estimativa para a detec¢do de cocaina e/ou seus metabdlitos
em matrizes bioldgicas (Janicka, Kot-Wasik e Namiesnik, 2010).

Matriz Tempo Descricao
para
a deteccio

Urina +de3dias A andlise de urina é o ensaio preferido em com-
paracdo com outros tipos de testes porque € o
mais barato e ndo invasivo e pode ser feito em

casa.
Saliva +de10h  Este procedimento € de curta duragio, que pode
detectar drogas que foram utilizadas recente-
mente.
San- +de 10h  Este € um teste caro para a detec¢do de cocaina
gue no corpo humano.
Cabelo meses Amostras de cabelo sdo as mais eficazes para o

teor de cocaina no corpo humano quando se re-
fere a um longo periodo de exposi¢do. Qual-
quer substincia que entra no corpo humano de-
posita um residuo no fio do cabelo, que torna
facil detectar a sua presenca.

Um consumo recente de cocaina pode escapar a andlise imunol6-
gica, pois caso pouco tempo tenha decorrido entre o consumo e a andlise,
ndo haverd tempo suficiente para a biotransformacfo da cocaina em ben-
zoilecgonina. Assim, como dito anteriormente, outras partes do corpo po-
dem ser usadas para a andlise de drogas, como o cabelo, suor, saliva e
pele que sdo formas menos invasivas de amostragem que a obtencio de
soro sanguineo. Esses tipos de matrizes contem cocaina e metilecgonina,
mas apenas tragos de benzoilecgonina, devido possivelmente a sua estru-
tura zwitterionica que dificulta a sua excrecdo pelo suor ou pelos folicu-
los pilosos (Kacinko et al., 2005; Musshoff e Madea, 2007; Tsanaclis e
Wicks, 2008).

Muitas técnicas analiticas para andlise de cocaina e seus metabo-
litos tem sido reportadas na literatura. Entre elas podem ser citadas,
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HPLC e GC. No entanto, a CE também tem sido aplicada com sucesso
na determinacdo de drogas ilicitas.

Na maioria dos laboratérios a técnica analitica mais utilizada em
sua andlise ¢ GC-MS. Uma andlise por GC-MS do suor coletado de
patches de celulose utilizados durante sete dias por pessoas observadas
resultou em um limite de detec¢do de 2,5 ng por patch para a cocaina e
seus produtos de degradacdo ecgonina-metil-éster, benzoilecgonina e
anidroecgonina-metil-€ster (Brunet et al., 2008) e um limite de quantifi-
cacdo de 5 ng para cada composto por patch (Brunet et al., 2010).

Diferentes propriedades estruturais da cocaina e seus metabdlitos
ndo tornam dificil a detec¢o s6 para as andlises imunoldgicas; para GC-
MS, os metabdlitos polares necessitam frequentemente de derivatizagio
para a quantificacdo exata. Silanizacdo por BSTFA-TMCS como utili-
zado para a atropina e a escopolamina foi aplicada a cocaina, benzoi-
lecgonina e ecgonina-metil-éster (Fernandez et al., 2004). Varios passos
de silaniza¢do ou derivatizacdo utilizando vérios reagentes de acordo
com a natureza quimica dos metabdlitos foram bem sucedidos para a de-
teccdo de metil ecgonidina e de mais de 13 metabdlitos da cocaina no
sangue e urina humanos (Paul et al., 2005).

Entretanto, eles exigiram uma tediosa preparacdo de amostra. Uma
grande variedade de metabdlitos de cocaina foram derivatizados simul-
taneamente por uma mistura de anidrido pentafluoropropionico (PFPA)
e 2,2,3,3,3-pentafluoro-1-propanol (PFPOH). PFPA reage com grupos
hidroxil alcodlico e (fendlico) e grupos amino secunddrios, para formar
pentafluoropropionil (-COC2F5) ésteres e amidas, respectivamente, en-
quanto que PFPOH reage com grupos carboxil para produzir pentaf (-
C3H2FS) ésteres (Cardona et al., 2006). A derivatizacdo da benzoilecgo-
nina por uma mistura de PFPA e PFPOH (2:1) permitiu um limite de
deteccdo de 20 ng/mL (Jones, Holmgren e Kugelberg, 2008). Um estudo
realizado nas estradas do Estado de Sao Paulo, em 2009, visou demons-
trar a prevaléncia do uso de drogas por motoristas de caminhdo. As amos-
tras de urina foram testadas para anfetaminas, cocaina e canabindides por
imunoensaio e a confirmacdo foi realizada através de GC-MS. Dos
488 condutores analisados, 456 (93,4%) forneceram amostras de urina e
9,3% deles (n =42) atestaram positivo para drogas. As anfetaminas foram
as drogas mais encontradas (n=26), o que representa 61,9% das amostras
positivas. Dez casos confirmaram a presencga de cocaina (23,8%) e cinco
de canabindides (11,9%) (Leyton et al., 2012).
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O fato dos laudos que utilizam GC-MS como técnica confirmatd-
ria da presenca de drogas servirem de provas criminais bem estabelecidas
e aprovadas em diversos tribunais de justica, parece ter atrasado a intro-
ducdo do HPLC-MS para a andlise de cocaina e seus metabdlitos em
amostras de drogas e em fluidos corporais humanos. Além disso, um
equipamento de HPLC-MS ¢ mais dispendioso em ambos, compra e ma-
nuten¢do, que um GC-MS; no entanto, em uma revisao de 2003 (Thieme
e Sachs, 2003), a introdugdo do LC-MS para a triagem de drogas em to-
xicologia forense ja foi altamente recomendada.

A técnica de HPLC tem sido amplamente aplicada para a andlise
confirmatdria de drogas de abuso em laboratérios de ciéncia forense, pois
oferece boa seletividade e limite de deteccio sem necessidade de deriva-
tizacdo. Entretanto, a baixa absor¢cdo na regido do UV dos metabdli-
tos polares da cocaina limita a utilidade deste tipo de dete tor.

A cocaina, a benzoilecgonina e a ecgonina-metil-éster sdo com-
postos bdsicos, hidrofilicos, com valores de pKa maiores que 8. Conse-
quentemente, tampao, sais ou agentes de emparelhamento de fons e fase
mdével com solventes organicos s3o necessarios para assegurar a retengo
adequada em uma fase estaciondria C18 tipica. A fase mével normal-
mente deve conter acetato de amonio ou dcido férmico com 4gua, aceto-
nitrila e/ou metanol (Jeanville et al., 2000; Hows et al., 2004; Moore,
Coulter e Crompton, 2007; Hill, Cairns e Schaffer, 2008; Hoelzle et al.,
2008; Shamsipur e Fattahi, 2011). Os métodos referenciados foram de-
senvolvidos em colunas de 150 mm, mas os analitos também podem
ser separados utilizando colunas de 30 mm (Johansen e Bhatia, 2007).

Resultados satisfatérios foram obtidos com HPLC com detec¢ao
por UV na determinagdo simultanea de cocaina, benzoilecgonina, coca-
etileno e outras drogas ilicitas em plasma. Ap6s a extragdo em fase sélida,
a separagdo foi realizda numa coluna RP8 (250 mm x 4,6 mm, 5 um ta-
manho da particula) usando eluicdo por gradiente com acetonitrila-fos-
fato pH 6,53. A resposta do detector foi linear a concentracdes na faixa
de 0,1-10 pg/mL no plasma. A recuperacio da extragdo média a partir do
plasma foi de 60% para benzoilecgonina e 89% e 94% para cocaetileno
e cocaina, respectivamente (Fernandez et al., 2006).

HPLC com detector de fluorescéncia (HPLC-FL, do inglés
“HPLC with fluorescence detection”) pode ser indicada para a andlise de
cocaina devido a fluorescéncia natural do alcaloide (comprimento de
onda de excitagdo de 230 nm e comprimento de onda de emissao 315 nm)
e atinge limites de detec¢do de 1 ng/mL (0,2 ng injetado) para a cocaina e
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seus metabolitos. FL apresenta como vantagem, aliado ao baixo custo da
instrumentacdo, um procedimento de preparo de amostra mais simples
uma vez que esta técnica ndo necessita de uma etapa de derivatizacio
(Tagliaro et al., 2000; Mercolini et al., 2008).

Hoje em dia, MS e MS/MS sio frequentemente escolhidos para a
deteccdo com HPLC, devido a sua versatilidade, sensibilidade, especifi-
cidade e simples preparo de amostras, mesmo quando matrizes comple-
xas sdo analisadas. LC-MS ¢é particularmente 1til na andlise de metabdli-
tos de cocaina que ndo podem ser analisados por GC-MS, como a coca-
ina-N-6xido que se decompde no injetor do GC (Lin et al., 2003;
Berghaus, Ramaekers e Drummer, 2007). O composto ja foi medido di-
retamente em plasma de rato e em plasma humano por LC-ESI-MS/MS.
Do mesmo modo, anidroecgonina-metil-éster de N-6xido, que é formado
durante a queima do crack, foi analisada em sangue total, soro e amostras
de urina de usuarios de crack (Fandino et al., 2002).

Atualmente, quando se utiliza a técnica de LC-MS, o monitora-
mento de fons selecionados (SIM, do inglés “selected-ion monitoring”) é
o modo de escaneamento preferido para a detec¢io da cocaina em mate-
riais bioldgicos, assim como, o modo de ioniza¢ado por electrospray (ESI)
e aquisi¢do no modo positivo. Os fons monitorados frequentemente sdo:
m/z 304,212, 182. Esta técnica tem uma sensibilidade suficiente para de-
terminar cocaina em mecdnio (as primeiras fezes de uma crianga recém-
nascida, de cor geralmente preta, que contém compostos absorvidos do
liquido amnidtico, durante a fase intra-uterina) atingindo o limite de de-
teccdo de 5 ng/g (Pichini et al., 2003; Madej, 2010).

A anilise quantitativa de cocaina e metabdlitos em sangue e urina
com minimo preparo de amostra foi realizada utilizando o modo de mo-
nitoramento de reagdes multiplas (MRM, do inglés “multiple-reaction
monitoring”’) em que duas transi¢cdes selecionadas para cada analito (um
ion pai e dois fons filhos) foram controladas (Tabela 5.2) (Mortier et al.,
2002; Scheidweiler e Huestis, 2004; Badoud et al., 2010; Chiuminatto et
al.,2010; Wang, Feng e Chen, 2010). LC-MS/MS utilizando MRM como
forma de aquisi¢do de dados resulta em excelente sensibilidade e ndo se
faz necessdria a completa separacdo dos analitos (Johansen e Bhatia,
2007).
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Tabela 5.2. fons monitorados na ionizagdo por electrospray da cocaina e
seus metabolitos utilizando o escaneamento do tipo MRM.

Composto Transicao 1 m/z Transicdo 2 m/z
Cocaina 304.0 — 182.0 304.0 — 81.8
Benzoilecgonina 290.0 — 168.0 290.0 — 104.9
Ecgonina metil éster 200.0 — 182.2 200.0 — 81.9
Ecgonina 186.0 — 168.0 186.0 — 82.0
Norcocaina 318.0 — 196.0 318.0 — 81.8
Cocaetileno 290.0 — 168.0 290.0 — 135.9

A exatiddo de massas fornecida pela técnica de cromatografia li-
quida acoplada a espectrometria de massas com analisador de massas do
tipo tempo de voo (HPLC-TOF-MS, “HPLC with time-of-flight-MS”)
aumenta a confianca na identificacdo porque limita o nimero de possi-
veis compostos candidatos — quanto melhor a precisdo e a exatiddo
de massa, menor o nimero de compostos teoricamente possiveis para
uma dada massa. No entanto, desvantagens como custo extremamente
elevado do equipamento e falta de pessoal qualificado para a sua opera-
¢do limitam a utilizacdo desta técnica (Mortier et al., 2002; Badoud et al.,
2010).

Cocaina e seus metabdlitos ja foram analisados no cabelo por LC-
APCI-MS/MS (Scheidweiler e Huestis, 2004; Baumgartner et al., 2012;
Lendoiro et al., 2012). Cocaina e seus produtos de degradagdo foram en-
contrados em fluidos post-mortem por LC-MS/MS (Duer, Spitz e
Mcfarland, 2006; Drummer, 2007). Nos dltimos anos, muitas metodolo-
gias analiticas para a cocaina e seus metabdlitos foram publicadas por
LC-MS e varias matrizes bioldgicas foram investigadas. A sensibilidade
e a especificidade da LC-MS foram comprovadas pelas andlises dos me-
tabdlitos de cocaina presentes em excre¢des humanas em dguas superfi-
ciais e dguas residuais, todos os métodos utilizam como sistema de de-
teccdo a espectrometria de massas em tandem apOs a separagdo por
HPLC ou UPLC (Gheorghe et al., 2008; Kasprzyk-Hordern, Dinsdale e
Guwy, 2008; Bijlsma et al., 2009).

A eletroforese capilar (CE) € uma ferramenta eficaz para a deter-
mina¢do de drogas ilicitas em matrizes complexas. A CE oferece uma
boa resolucdo, tempos de andlise curtos, alta seletividade em massa
quando acoplada com o MS, determinacdo simultdnea de drogas sem a
necessidade de derivatizag¢@o e baixo consumo de reagentes. Alteracdes
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na composicao do eletrlito de corrida resultam em seletividades diferen-
tes. Nos ultimos anos, eletroforese capilar de zona (CZE) ganhou popu-
laridade como uma ferramenta analitica para toxicologia (Tagliaro et al.,
2010; Meng et al., 2011; Botello et al., 2012).

Apesar do elevado potencial de separacdo da CE, a sensibilidade
continua a ser um problema para a maioria das aplica¢des toxicoldgicas.
Para minimizar esta desvantagem, técnicas de pré-concentracdo on-
line da amostra como Cation Selective Exaustive Injecion (CSEI) estdo
disponiveis e sdo exploradas em muitos métodos de analise.

Estudos utilizando CSEI-MEKC (Cation Selective Exaustive Inje-
cion - Micellar Electrokinetic Chromatography) foram realizados para a
determinago de cocaina e seus metabdlitos (benzoilecgonina, norcoca-
ina e cocaetileno) na urina. As condi¢des otimizadas foram as seguintes:
o eletrélito de corrida foi composto por 100 mmol L™ dcido fosférico (pH
1,8), SDS 75 mmol L' com 10% de 2-propanol e 10% tetraidrofurano,
foi utilizado o modo de injecdo eletrocinético (15 kV durante 900 s). Os
autores relataram um incremento de 1000 vezes no limite de deteccio
pela introdug¢ao da injecdo eletrocinética no procedimento de pré-concen-
tracdo on-line empregado (Su et al., 2008).

Um método utilizando CZE-ESI/TOF-MS foi proposto para a de-
terminagdo de drogas ilicitas no sangue. O método foi desenvolvido, va-
lidado e aplicado em amostras reais para a determinacdo de metilenodio-
xianfetamina, metanfetamina, metadona, cocaina, benzoilecgonina, co-
deina, morfina e 6-acetilmorfina. As separa¢des foram realizadas em um
capilar de silica fundida, usando formiato de amonio 25 mmol L' (pH
9,5) como eletrélito de corrida. As drogas de abuso foram identificadas
por determinag@o da massa exata e por correspondéncia dos padrdes iso-
tépicos. Os limites de detec¢do calculados foram na faixa de 2-10 ng mL-
I, enquanto que os limites de quantifica¢do variaram de 10 a 30 ng mL-
I. Os coeficientes de varia¢@o percentual, testados a 40 e 800 ng mL™!' em
matriz bioldgica, foram inferiores a 3% para os tempos de migracéo e
abaixo de 15% em relacdo as dreas dos picos. As amostras de sangue
foram extraidas por meio de um procedimento de extragcdo liquido-li-
quido e injetadas sob condi¢des da técnica de pré-concentracdo on-line
Field-Amplified Sample Stacking. Com pequenas melhorias, a mesma
metodologia foi aplicada com sucesso também para a anélise de drogas
ilicitas em amostras de cabelo (Gottardo er al., 2008). Também, usando
CZE-ESI/TOF-MS a andlise de opidceos, anfetaminas, cocaina e meta-
bélitos (no total de nove compostos), foi realizada em 20 min, com limite
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de deteccdo menor do que o ponto de corte adotado em anélises de cabelo
(ou seja 0,1 ng/mg) (Gottardo et al., 2007).

Alnajjar et al. desenvolveram um método para a andlise de 19 dro-
gas de abuso diferentes na urina, a saber, 6-monoacetilmorfina, anfeta-
mina, cocaetileno, cocaina, codeina, efedrina, fentanil, heroina, meta-
dona, metanfetaminas, metaqualona, morfina, noscapina, oxicodona, pa-
paverina, tebaina, psilocina, difenidramina e feniramina. Os autores uti-
lizaram como eletrdlito de corrida 20 mM de beta ciclodextrina, 5% de
acetonitrila e 20% de isopropanol em tampao fosfato 100 mM (pH 6,0),
obtendo a separacdo de linha de base de todos os compostos. Infeliz-
mente, a seletividade do sistema era limitada pelo uso de detec¢do no UV
a 214 nm, comprimento de onda em que muitos compostos enddge-
nos absorvem. No entanto, a fim de evitar interferéncias da matriz, a
etapa pré-analitica foi bastante sofisticada, composta de um sistema au-
tomatizado de extracio em fase sélida sequencial, utilizando como cole-
tor um cartucho Cig (5 cm comprimento e 4,6 mm didmetro interno) que,
em conjunto com a limpeza da amostra, forneceu um efeito de pré-con-
centracdo permitindo, com o uso de injecdo eletrocinética, a obtencdo de
limites de detecgdo da ordem de 5-30 ng/mL (Alnajjar et al., 2007).

Concluindo, a confirmagao de resultados positivos nem sempre é
possivel devido ao elevado custo do equipamento e da falta de pessoal
qualificado. No entanto, quando tal confirmacdo é necesséria, a técnica
mais comum € HPLC com diferentes modos de detecgdo, pois pode ser
aplicada a amostras com varios analitos, devido ao seu poder de resolu-
cdo. LC-TOF-MS e LC-ESI-MS/MS sdo excelentes técnicas cromatogra-
ficas de confirmacdo para cocaina e seus metabdlitos. Em relagao a GC-
MS, HPLC reduz o preparo de amostra, eliminando o passo da derivati-
zacdo. A sensibilidade € mais elevada em LC-TOF-MS e LC-ESI-
MS/MS, mas exatidao de massa, s6 € possivel com LC-TOF-MS, o que
aumenta a confianca na identificagio. A segunda técnica mais empregada
€ a GC, mas a necessidade de derivatizacdo de compostos nao-volateis é
um sério inconveniente, que pode ser evitado com SPME aplicada a etapa
de preparacio da amostra.

5.2  Objetivos
5.2.1  Objetivo geral

O objetivo principal deste capitulo foi tentar demonstrar que a
cocaina estd presente nas maos de qualquer pessoa, independente de ser
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usudria da droga ou ndo, ou ainda de ser uma pessoa que manipule um
grande volume de dinheiro diariamente. Para cumprir essa finalidade, o
método para determinacio de cocaina em cédulas monetdrias utilizando
a técnica de LC-MS/MS foi aplicado na andlise de urina e da pele das
maos.

5.2.2  Objetivos especificos

< Analisar a pele das mios de pessoas que manipulam um grande
volume de notas de dinheiro diariamente e comparar os resultados
com os de pessoas que manipulam com dinheiro eventualmente.

« Utilizar um procedimento de preparo de amostra simples, rapido e
acessivel.

¢ Analisar a urina de pessoas que manipulam um grande volume de
notas de dinheiro diariamente a procura de metdbolitos da cocaina.

« Tentar correlacionar a quantidade de cocaina encontrada nas maos

com a manipulacio de notas de dinheiro.

5.3 Materiais e métodos
5.3.1 Instrumentacio

O método desenvolvido por LC-MS/MS foi realizado em um sis-
tema composto de um espectrometro de massas triploquadrupolar API
3200™, Applied Biosystems/MDS Sciex, (Sciex, Concord, CA) equi-
pado com cela de colisio LINAC®, fonte de ioniza¢do Turbo V™ ope-
rada no modo TurbolonSpray® (electrospray), gerador de gases PEAK
Generator (PEAK Scientific Instruments, Escdcia) e bomba de infusido
Harvard Apparatus (Holliston, MA, EUA). O espectrometro de massas
foi acoplado a um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Agilent 1200
Series (Agilent Technologies, Waldbronn, AL) equipado com bomba
quaterndria, sistema degaseificador, amostrador automatico com controle
de temperatura e capacidade para 108 frascos de amostra de 2,0 mL e
forno para coluna analitica. A aquisi¢@o e o tratamento dos dados foram
realizados com o software Analyst versdo 1.5.1.

O espectrometro de massas foi calibrado nos modos de fons po-
sitivos e negativos com uma solucdo padrdo de calibragdo de polipropi-
lenoglicol (PPG), infundida sob fluxo de 10,0 uL min"! com o capilar
posicionado em relagdo ao contra-eletrodo nas posi¢des 5 e 10 mm nas
direcdes horizontal e vertical, respectivamente. Ar sintético foi utilizado
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como gds nebulizante (GS1), gds secante (GS2) e gds de exaustdo
(Exhaust Gas) na fonte Turbo V™., Nitrogénio foi empregado como cor-
tina de gds de dessolvatacdo (Curtain Gas™) e como gés de colisao (CAD
Gas™) na célula LINAC®.

Os compostos foram caracterizados no triploquadrupolo nos mo-
dos MS (Q1 Scan) e MS/MS (Product lon Scan). Os parametros potencial
de orificio (DP), energia de colisdo (CE) e potencial de saida da cela de
colisdo (CXP) foram otimizados para operagdo do espectrdmetro de mas-
sas no modo Monitoramento de Reagdes Miuiltiplas (MRM, do inglés
“Multiple Reaction Monitoring”) para a realizacdo das andlises quantita-
tivas.

5.3.2 Reagentes e solucoes

Todos os solventes e reagentes empregados em solugdes de tra-
balho, assim como, os padrdes usados nas metodologias foram de grau
analitico e de alto grau de pureza. Agua desionizada (Milli-Q deionizer,
Millipore, Bedford, MA, U.S.A.) foi utilizada no preparo de todas as so-
lugdes aquosas necessdrias. Cocafna (1000 mg L' em acetonitrila) foi
adquirida de Cerilliant Corporation (Round Rock, TX, EUA). Os solven-
tes organicos utilizados foram metanol e acetonitrila (grau HPLC) adqui-
ridos da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Acido férmico foi uti-
lizado como aditivo da fase mével e obtido da Sigma Aldrich (Séo Paulo,
SP, Brasil).

5.3.3 Separacao por LC-MS/MS

Os experimentos foram realizados usando a fonte electrospray
no modo de ionizagdo positivo e alguns parametros otimizados para a
fonte de ionizacdo e para a cela de colisdo foram: tenséo do capilar, 5500
V; temperatura da fonte, 450 °C; gds nebulizante, 40 psi; gds secante, 45
psi; gas de colisdo (CAD Gas™), médio; cortina de gds de dessolvatagao,
10 psi.

Foi utilizada uma coluna cromatografica da marca Phenomenex
modelo Synergi Polar-RP com comprimento de 150 mm, didmetro in-
terno de 2 mm e tamanho da particula igual a 4 um; equipada com uma
pré — coluna da mesma marca modelo Polar-RP (4x2,0 mm).

Foi utilizado 0 modo isocrético de elui¢ao e os experimentos fo-
ram realizados utilizando uma fase mével constituida de 50% de solvente



134

A (solugdo aquosa de dcido férmico 0,1%) e 50% de solvente B (meta-
nol:H>O (95:5 v/v)). A taxa de fluxo da fase movel foi fixada em 200 puLL
min!. Em todas as corridas, o volume injetado foi de 10 uL e a tempera-
tura da coluna foi ajustada em 30 °C.
5.3.4 Preparo das amostras

As amostras, que de agora em diante serdo chamadas de extratos
das maos, foram preparadas pela imerssdo total de ambas as maos (es-
querda e direita) em recipientes plasticos contendo 400 mL de dgua desi-
onizada por 5 minutos. Foi recomendado aos participantes do experi-
mento que esfregassem bem os dedos entre si e na palma das maos para
garantir a melhor liberac@o possivel de todas as substincias que estives-
sem presentes. Foram recolhidas aliquotas de 1,0 mL destes extratos e
injetados sem dilui¢do diretamente no LC-MS/MS. As amostras de urina
foram diluidas 1:1 com 4gua desionizada e injetadas diretamente no LC-
MS/MS.
5.3.5 Curvas de calibracao

Paras as andlises no LC-MS/MS, solug¢des com o padrio anali-
tico de cocaina foi preparada diluindo-se mil vezes, em acetonitrila, a
solucdo estoque com concentragio de 1000 mg L-!. As curvas de calibra-
cdo foram obtidas apds a preparagdo de uma solucdo de trabalho na con-
centragdo de 20,0 ug L' e foram preparados sete padroes individuais, em
dgua desionizada, nas concentracdes cuja faixa de aplicagdo foi de 0,5 a
12 ug L', A solugdo de trabalho, assim como, os pontos das curvas de
calibracdo foram preparados sempre no mesmo dia em que seriam utili-
zados. As solugdes estoque foram armazenadas sob refrigeracio, a tem-
peratura de -5 °C. A curva de calibragd@o, assim como, as amostras foram
injetadas em duplicata. A curva mostrou bons pardmetros de linearidade
e os testes estatisticos aplicados para verificar a falta de ajuste e a regres-
sdo se mostraram satisfatérios (Tabela 5.3).

Tabela 5.3. Dados relativos a linearidade da curva analitica utilizada na
quantificacdo de cocaina nas amostras. Condi¢des experimentais: ver Se-
cdo 5.2.3.
Eq. da Reta R? F? FP
y =22675x —3862 00,9929 1172 0,003011

2 Feritico para a regressdo = 4,75; ® Ferico para a falta de ajuste = 3,97.
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5.4 Resultados e discussao
5.4.1 Método analitico aplicado

Na analise das amostras de urina e dos extratos das maos, foi
aplicado o método desenvolvido e validado para a determinagdo de co-
cafna em cédulas monetérias utilizando LC-MS/MS j4 devidamente dis-
cutido no Capitulo 4, por isso, ndo serdo repetidas as mesmas informa-
coes por ser redundante.

5.4.2 Selecdo das amostras

Ao todo foram analisadas 98 maos, totalizando 49 voluntarios.
Destes, 4 eram bancarios e os demais 45 foram escolhidos aleatoriamente
entre os alunos e funciondrios do Departamento de Quimica da UFSC.

As pessoas foram orientadas a ficar o maior tempo possivel sem
lavar as maos antes do experimento e como o grupo de amostragem §é
muito heterogéneo ndo se obteve um dado preciso desse tempo, pois va-
riou muito de pessoa para pessoa.

Nao foi questionado aos participantes do grupo da UFSC se eram
usudrios de cocaina ou ndo porque, para o estudo, o importante era veri-
ficar a presenca ou nao da droga nas maos independente do motivo, mas
foi dado enfoque principal ao fato de a pessoa ter manipulado cédulas
monetdrias antes do experimento. Entretanto, ao grupo do banco foi le-
vantada a questdo e os participantes garantiram nio ser consumidores de
cocaina. Portanto, os resultados provenientes deste grupo podem ser re-
lacionados a manipulac@o do dinheiro ao longo do dia de trabalho, pois a
amostragem com esses participantes foi realizada apds o fechamento da
agéncia bancdria.

5.4.3 Extracao da cocaina das maos

Um dos objetivos deste trabalho foi utilizar um procedimento de
preparo de amostra simples, rdpido e acessivel.

Testou-se a extragcdo da cocaina das maos com cotonetes e 0s
mesmos motivos que levaram a ndo aplicd-los nas notas foram os
responsdveis por nao aplici-los nas mdos, ou seja, ndo € um
procedimento inédito e também é necessdrio mais que um cotonete por
amostra o que tornaria a andlise invidvel pelo custo e tempo despendidos
no seu preparo. Embora, existam vérios trabalhos reportados na literatura
utilizando cotonetes do tipo swab para a retirada da cocaina da pele, na
prética, esses métodos sdo aplicados na triagem de usudrios de drogas
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que se encontram filiados a algum programa de reabilitacao.

No Capitulo anterior foi demonstrado que 400 mL de dgua séo
suficientes para extrair a cocaina das notas de dinheiro sem prejuizo da
eficiéncia da extracdo ou risco de hidrélise do analito. Com isso em
mente, optou-se por aplicar o mesmo procedimento para extrair a cocaina
das maos. No entanto, também foram testados os volumes de 200 e 300
mL de 4gua, porém essas quantidades ndo se mostraram suficientes para
recobrir as maos por inteiro.

5.4.4 Analise dos extratos das maos

Dos 98 extratos, foi encontrada cocaina em 27 amostras acima
do limite de quantificagdo (0,5 pg L''). Em 21 amostras foi detectada
cocaina abaixo do LQ e em 50 amostras o resultado foi negativo para
cocaina. Lembrando que o limite de detec¢do do método é 0,22 pg L.

Alguns fatores podem ter contribuido para esse resultado:

1) talvez o volume de dgua tenha sido demasiado para o grupo de
amostras que ficou abaixo do LQ, se para essas amostras se tivesse
utilizado um volume menor certamente a concentracio seria
quantificavel dentro da faixa de aplicagdo utilizada (0,5 a 12 ug L'!);

ii) acredita-se que o grupo amostral que ndo apresentou cocaina
nas mdos ndo tenha tido contato com algum tipo de fonte de
contaminagdo (dinheiro ou a prépria droga) ou tenha lavado as maos no
dia do experimento, pois nido se pode atribuir ao procedimento de
extracdo o fato da ndo deteccdo do analito, uma vez que, foi detectada
cocaina em 49% das amostras;

iii) talvez a quantidade de analito neste conjunto de amostras
fosse tdo baixo que ficou adsorvido na prépria gordura inerente a
oleosidade natural da pele.

Entre as 27 amostras que apresentaram cocaina acima do LQ, 20
corresponderam ao par de maos (direita e esquerda) que pertenciam a
mesma pessoa e nas 7 restantes a droga foi encontrada somente na mao
esquerda ou direita. As Tabelas 5.4 e 5.5 apresentam os resultados da
andlise dos extratos das maos esquerda e direita, respectivamente.

Os extratos das maos dos 4 bancdrios resultaram positivos para a
cocaina, mas o analito nfo foi encontrado em maiores quantidades que
pessoas que manipulam notas de dinheiro eventualmente, como era
esperado. As amostras correspondentes a esse grupo amostral sdo
designadas pela letra B nas Tabelas 5.4 e 5.5 e um dos bancarios
apresentou cocaina apenas na mao esquerda.
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Os extratos da mao 9 apresentaram um valor muito alto de cocaina
109,62 e 148,39 ug por mao para a esquerda e para a direita,
respectivamente. Espera-se, na melhor das hipdteses, poder-se atribuir
este resultado ao fato do voluntdrio ter esfregado uma nota de dinheiro
bastante contaminada nas maos antes de participar do experimento.

Tabela 5.4. Quantificacio de cocaina nos extratos da mao esquerda. Con-
di¢des experimentais: ver Se¢do 5.2.3.

Maio Conc. (ug L) ug/mio
4 0,84 + 0,006 0,34 + 0,003
6 0,66 + 0,003 0,26 £ 0,001
8 494 + 0,054 1,98 + 0,022
9 274,04 5,234 109,62 =+ 2,094
10 0,66 * 0,019 0,26 + 0,007
12 0,59 £ 0,001 0,24 £ 0,001
21 0,73 £ 0,010 0,29 + 0,004
13 0,73 £ 0,177 0,29 + 0,071
14 4,51 % 1,433 1,80 + 0,573
17 1,38 £ 0,326 0,55 £ 0,130
Bl 0,67 % 0,119 0,27 £ 0,048
B2 1,56 £ 0,093 0,62 £ 0,037
B3 3,73 £ 0,383 1,49 + 0,153
B4 506 £ 0,351 2,02 £ 0,140
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Tabela 5.5. Quantificacdo de cocaina nos extratos da méo direita. Con-
di¢des experimentais: ver Se¢do 5.2.3.

Mio Conc. (ug L) ug/mio

4 0,81 = 0,051 0,32 + 0,020
6 0,81 = 0,017 0,32 £ 0,007
8 14,48 + 0,405 5,79 = 0,162
9 148,39 + 2879 59,35 + 1,152
10 0,58 = 0,017 0,23 + 0,007
14 456 + 1,547 1,82 £ 0,619
16 0,65 + 0,193 0,26 + 0,077
17 1,38 = 0,272 0,55 + 0,109
B2 1,44 = 0,048 0,57 £ 0,019
B3 3,58 + 0,030 1,43 £ 0,012
B4 3,72 £ 0,230 1,49 + 0,092
26 5,17 = 0,079 2,07 £ 0,032
27 0,83 = 0,048 0,33 + 0,019

5.4.5 Analise das amostras de urina dos bancarios

Uma vez que a quantidade de cocaina encontrada nos extratos das
maos dos bancdrios foi muito semelhante a encontrada nas amostras da
populagdo em geral e numa concentragfo baixa, ndo mais que 3,72 ug L
! era natural ndo se encontrar cocaina ou um de seus metabdlitos nestas
amostras de urina. Neste estudo, se procurou por benzoilecgonina e éster-
metil-ecgonina e nenhum dos dois foi detectado.

Uma conclusido semelhante foi apresentada por M. A. Elsohly, em
um experimento realizado em 1991, com duas notas de 1 dolar que foram
imersas em cocaina em pé cujo excesso foi retirado. Essas notas foram
dadas para uma pessoa que foi instruida a manused-las muitas vezes ao
longo do dia, ndo lhe foi permitido lavar as maos, mas por outro lado
deveria realizar suas fun¢des normais. Foram coletadas amostras de urina
e testadas por imunoensaios e a concentracdo de benzoilecgonina foi
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determinada semiquantitativamente. Apds 8h e 30 min do inicio do
manuseio do dinheiro o resultado foi negativo para a benzoilecgonina.
Enquanto que resultados positivos foram obtidos com as amostras entre
12,5 e 21 horas ap6s o inicio do manuseio. Tomando como concentragdo
de corte o valor de 300 pug L', o individuo ndo sofreria nenhuma
restri¢do, pois o valor mdximo de benzoilecgonina encontrado na sua
urina foi 72 pug L' (Elsohly, 1991).

5.4.6 Estudo do efeito da matriz urina no método

Para avaliar o efeito de matriz da urina no método, foi realizado
um experimento de superposi¢do de matriz. Este procedimento consiste
em adi¢des do padrdo em vdrias concentra¢des a uma matriz semelhante
a que se deseja analisar, que ndo contenha o analito de interesse. Este
teste serve para verificar se a matriz pode interferir na extragfo, separagio
ou deteccdo do analito a ser determinado.

O experimento foi realizado através da constru¢do de uma curva
analitica em dgua com o padrdo de cocaina com o dobro da concentracio
desejada e os pontos da curva foram diluidos 1:1 com a urina de um
voluntdrio que comprovadamente ndo € usudrio da droga. A curva
resultante foi composta de sete pontos cuja concentragdo final, apds a
dilui¢do com a matriz urina, foi 0,5; 2; 4; 6; 8; 10 ug L'\

A Tabela 5.6 apresenta os dados da curva de superposicdo de
matriz e também da curva de calibragdo externa, feita em dgua, usada
para a comparagdo. Como pode ser observado, as duas curvas
apresentaram bons parametros de linearidade e ndo apresentaram falte de
ajuste e a regressao para ambas se mostrou significativa. No entanto, o
teste t-pareado aplicado na comparacido da média das dreas obtidas com
as duas curvas mostrou que existe uma diferenca significativa entre a
curva em dgua e a curva em urina, pois o parametro p bi-caudal foi menor
que 0,05 (0,01) e 0 tealcuado (3,83) foi maior que O tetico (2,57),
considerando um intervalo de confianca de 95%. Sendo assim, conclui-
se que existe um efeito interferente da urina na quantificacdo de cocaina
pelo método proposto.
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Tabela 5.6. Dados relativos a linearidade das curvas analiticas utilizadas
na avaliagdo do efeito da matriz urina. Condi¢des experimentais: ver Se-
cdo 5.2.3.

Curva Eq. da Reta R2 F? | O
Externa y =22902x — 6068 0,9956 1278 0,002115

Super y =26851x — 2664 0,9995 1907 0,000235
2 Ferttico para a regressio = 4,96; ° Feico para a falta de ajuste = 4,53.

5.5 Conclusao

Na analise das amostras de urina e dos extratos das mdaos, foi

aplicado o método desenvolvido e validado para a determinagdo de co-
cafna em cédulas monetdrias utilizando LC-MS/MS.
Um dos objetivos deste trabalho foi utilizar um procedimento de preparo
de amostra simples, rdpido e acessivel e, assim, foi aplicado o mesmo
procedimento para extrair a cocaina das notas de dinheiro na extracio da
cocaina das maos.

Dos 98 extratos, foi encontrada cocaina em 27 amostras acima do
limite de quantificagdo (0,5 pug L'). Em 21 amostras foi detectada
cocaina abaixo do LQ e em 50 amostras o resultado foi negativo para
cocaina. Acredita-se que o grupo amostral que nio apresentou cocaina
nas mdos ndo tenha tido contato com algum tipo de fonte de
contaminag?o (dinheiro ou a prépria droga) ou tenha lavado as maos no
dia do experimento, pois nido se pode atribuir ao procedimento de
extracdo o fato da ndo deteccdo do analito, uma vez que, foi detectada
cocaina em 49% das amostras.

Os extratos das mios dos 4 bancdrios resultaram positivo para a
cocaina, no entanto a quantidade de cocaina encontrada nos extratos das
maos dos bancdrios foi muito semelhante & encontrada nas amostras da
populacdo em geral e em baixa concentracdo, logo ndo se encontrou
cocaina ou um de seus metabdlitos nas amostras de urina desses
participantes.

Foi avaliado o efeito da matriz urina no método através do
experimento de superposicao de matriz e os resultados apontaram que
existe um efeito interferente da urina na quantificacdo de cocaina pelo
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método proposto.

Finalmente, o objetivo principal deste capitulo foi atingido, pois
foi possivel demonstrar que a cocaina pode estar presente nas maos de
qualquer pessoa, independente de ser usudria da droga ou ndo, ou ainda
de ser uma pessoa que manipule um grande volume de dinheiro diaria-
mente. Por outro lado, esse manuseio ndo oferece riscos a saide da po-
pulacdo em geral, pois a quantidade de cocaina passada das notas de di-
nheiro para as midos € tdo pequena, que mesmo que eventualmente seja
metabolizada, ndo trard prejuizos a satide.
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6 AVALIACAO DA PERMEACAO DE COCAINA PELA PELE
DA ORELHA DE SUINOS

6.1 Justificativa

O fato que motivou este estudo foi avaliar se a cocaina extraida
de uma cédula monetdria permeia pela pele e, se isso ocorre, oferece al-
gum risco a pessoas que manuseiam um grande volume de dinheiro dia-
riamente. Para este estudo foi utilizada a cAmara de Franz na avaliagdo
da permeac¢do da cocaina pela pele de orelha suina, simulando o orga-
nismo humano.

6.2 Introducio

6.2.1 Avaliacido da permeacao/retencao cutinea
A pele € constituida de trés camadas, do exterior para o interior,
epiderme, derme e hipoderme (Figura 6.1).

Figura 6.1. Respresentacdo esquematica das camadas da pele. Adaptado
de ERENO, 2011.
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A epiderme € recoberta pela camada cérnea, possui espessura
média de 0,1 a 0,2 mm, representa a principal barreira a penetragcdo de
susbtincias. A epiderme € dividida em epiderme morta ou estrato cérneo
e epiderme viva, sendo esta dltima subdividida em quatro camadas. O
estrato corneo € formado por células achatadas e possui uma estrutura
pluri-estratificada hidrofilica-lipofilica de modo que apenas as substin-
cias que possuem essas propriedades podem atravessd-lo, utilizando a via
intercelular (Monteiro-Riviere, 20006).

A derme, segunda camada, possui espessura média de 2 a 4mm
e € constituida de uma matriz de proteinas fibrosas, banhada num tecido
coloidal amorfo. Executa um papel de sustentacio e nutricdo e divide-se
em duas partes: derme papilar ou tecido conjuntivo frouxo e derme reti-
cular ou tecido conjuntivo denso, constituido por fibras de coldgeno e
elastina (Monteiro-Riviere, 2006).

A hipoderme é formada por tecido conjuntivo frouxo contendo
células adipdcitas que fabricam e estocam lipideos, sendo responsavel
pelo isolamento térmico e protecdo mecanica contra os choques externos
a que se submete o corpo (Monteiro-Riviere, 2006).

Embora a pele represente uma barreira a penetracdo de substan-
cias, existem vdrias formas farmacé€uticas de uso tépico que sofrem ab-
sor¢do, inclusive algumas de uso sist€émico. A permeacdo das camadas
que formam a pele ocorre por difusio através de duas vias: a via transe-
pidérmica, que compreende a penetracdo transcelular (através das célu-
las) e a penetragdo intercelular (entre as células); e a via transanexal (atra-
vés dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e dispositivo pilossebaceo).
Se a pele estiver intacta, a principal via de administra¢do sdo as camadas
epidérmicas e ndo os foliculos pilosos, pois sua drea superficial € bastante
pequena em comparagdo com a da pele que ndo contém nenhum desses
elementos anatdmicos (Moser et al., 2001).

A absor¢do percutanea corresponde a penetracdo direta da subs-
tancia através do estrato cérneo, passando os tecidos epidérmicos mais
profundos e atingindo a derme que € vascularizada e onde a substancia
torna-se disponivel para a absor¢do (Moser et al., 2001).

Entdo a pele constitui uma barreira muito eficaz, mas pode ser
atravessada por pequenas quantidades de substancias lipofillicas capazes
de penetrar nas camadas corneas e podendo até chegar a uma absorcao
sistémica. Nesse processo, o estrato corneo constitui a principal barreira,
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enquanto, a epiderme e a derme se comportam como um gel aquoso e niao
apresentam funcdo significante de barreira, sendo marcantes seus efeitos
reservatérios. E importante conhecer exatamente o grau de penetragio,
pois para determinados compostos, uma penetragdo profunda pode pro-
vocar intoxicagdes (Moser et al., 2001).

Embora a estrutura bésica da pele humana seja similar a de mui-
tos mamiferos, existem vdrias diferencas, tanto relativas a espessura da
epiderme e da derme, quanto aos apéndices. Dentre os modelos animais,
a pele de suinos tem sido amplamente utilizada em fung@o da sua simila-
ridade estrutural e funcional com a pele humana, aliada a praticidade de
obten¢do deste material em abatedouros. Caracteristicas comuns entre a
pele humana e a suina incluem a distribuicdo esparsa dos pélos, pigmen-
tacdo e vasculariza¢do, bem como composicdo lipidica e propriedades
biofisicas do estrato cérneo (Schmook, Meingassner e Billich, 2001;
Hasanovic et al., 2011).

6.2.2 Camara de Franz

O uso de camaras de difusdo como a célula ou ciAmara de Franz,
equipada com membrana sintética para determinar a liberag@o in vitro de
formulagdes tdpicas ou transdérmicas, € preconizada pela comunidade
farmacéutica em geral. A célula de difusdo de Franz tornou-se um mé-
todo popular de estudo da difusdo e permeacdo de substincias através da
pele. Depois de algum tempo foi também utilizada para determinacio da
liberagdo in vitro de semi-s6lidos (Shah et al., 1989; Shah et al., 1991;
Shah et al., 1992).

A célula de Franz segue o modelo bicompartimental das células
de difusdo, possuindo dois compartimentos, um contendo o fiarmaco
(compartimento doador) e outro contendo uma solucio onde o firmaco é
solivel, separados por uma membrana natural ou sintética (Figura 6.2).
No modelo de Franz, a disposi¢ao € vertical, mas existem sistemas onde
os dois compartimentos estdo dispostos lado a lado (Friend, 1992). A
amostra € colocada na parte acima da membrana, no compartimento do-
ador. A passagem do firmaco pela membrana para o compartimento re-
ceptor é monitorada pela andlise de amostras do liquido receptor coleta-
das em diferentes tempos.
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Figura 6.2. Representacio esquemdtica da célula de difusdo de Franz
(Caon, 2009). A: compartimento doador. B: compartimento receptor. C:
tecido. D: suporte esmerilhado. E: compartimento para circulagdo da
dgua com controle da temperatura (37°C). F: barra magnética. G: canula
de amostragem.
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O teste de permeacdo in vitro é realizado em células de difusdo de
Franz, sendo que a membrana sintética € substituida por um segmento de
pele. A taxa de permeacdo do farmaco € determinada pela quantidade
permeada em fung¢do do tempo. O fluxo de permeacgéo é calculado como
a inclinag@o na porcao linear da curva, sendo expresso em quantidade de
farmaco por drea em funcdo do tempo (Kou et al., 1993; Moser et al.,
2001).

Devem ser feitas algumas observacdes antes da realizag¢do do ex-
perimento:

= a solucdo receptora deve ser escolhida baseada na solubilidade
do farmaco, de forma que a condicdo sink seja sempre
obedecida, ou seja, ndo deve ocorrer aumento aprecidvel da
concentracio da droga de modo que ocasione redugdo no seu
fluxo de difusdo do compartimento doador ao receptor;

=  para farmacos hidrofilicos, ¢ comum o uso de solugdes salinas;
enquanto para substincias lipofilicas, o uso de aditivos que
aumentem a solubilidade pode ser necessdrio (Skelly et al.,
1987).
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Outra consideragao a ser feita é sobre o uso de pele inteira (epi-
derme e derme) ou somente epiderme. Estudos mostram que a permeacio
de substancias lipofilicas (log P > 3) € significantemente diminuida in
vitro quando usada membrana contendo a derme (Moser et al., 2001).

6.3 Metodologia

No momento em que foi realizado este experimento, ainda ndo
se sabia que a quantidade de cocaina variava tanto de nota para nota e
que essa quantidade ndo era tdo representativa, embora tenha se detectado
a quantidade de até quase 23 mg de cocaina em uma nota. Também, ainda
ndo se havia determinado o melhor modo de extragcdo da cocaina das no-
tas nem se havia validado o método utilizando LC-MS/MS aplicado na
analise das notas, dos extratos das maos e na urina. Assim sendo, as con-
di¢des experimentais foram um pouco diferentes das aplicadas nos capi-
tulos anteriores deste trabalho.

O estudo de permeacio na pele foi realizado em uma Camara de
Franz no Laboratdrio de Virologia Aplicada coordenado pela Prof®. Dra.
Cl4udia Maria de Oliveira Simdes. O experimento foi realizado pelo dou-
torando Thiago Caon.

6.3.1 Avaliacdo ex vivo da permeabilidade de cocaina através da
pele de orelha suina

6.3.1.1 Obtencao da pele de orelha

As peles foram obtidas em um matadouro local, situado na ci-
dade de Antdnio Carlos (SC), tendo sido armazenadas a 4°C, em tampao
Krebs!, até o seu processamento, que ocorreu, no maximo, em até 6 horas
apds a morte dos animais. Inicialmente, as orelhas foram lavadas com
agua destilada, os pélos foram cortados e selecionaram-se as partes livres
de lesdes ou manchas.

1 Solugdo tampdo de Krebs: NaCl 20 mmol L'!; KCI 4,7 mmol L'; KH,PO;4 1,2
mmol L!; NAHCO; 25 mmol L'!; CaCl, 2,5 mmol L!; MgCl, 1 mmol L'!; gli-
cose 5,5 mmol L'!; pH 7,4.
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Em seguida, procedeu-se a dissecac@o extraindo conjuntamente
derme e epiderme e descartando a hipoderme (tecido subcutineo gordu-
roso subjacente a derme). Apds a fragmentacdo, as amostras dissecadas
de pele foram acondicionadas em papel aluminio e armazenadas a -80
°C, imersas em tampdo de Krebs, até o momento da utilizagdo. O des-
congelamento foi realizado a temperatura ambiente (25 °C), com adigdo
do tampdo de Krebs.

6.3.1.2 Experimentos de permeacao cutinea

Para a realizacdo dos experimentos, as cdmaras de difusdo de
Franz (fabricadas pela empresa DIST) foram colocadas em um banho ter-
mostatizado, com agitagdo multiponto (DIST), para estabilizacdo da tem-
peratura (37°C). Uma solucdo salina denominada PBS (do inglés
“phophate buffered saline”) contendo cloreto de sédio, fosfato de sédio,
cloreto de potdssio e fosfato de potdssio foi utilizada no compartimento
inferior, como solucdo receptora. Os volumes totais do compartimento
doador e receptor foram 2 e 10 mL, respectivamente.

O tecido foi colocado na cdmara de Franz evitando-se a forma-
cdo de bolhas de ar, com a epiderme voltada para o compartimento doa-
dor e a derme para o compartimento receptor. Apds a disposi¢do do te-
cido na camara de Franz, o sistema de agitacdo foi acionado e 2 mL da
solucdo doadora foi depositado sobre a superficie da epiderme.

Este experimento foi realizado utilizando como solug¢des doado-
ras o padrdo de cocaina na concentragdo 400 pg L' e o extrato de uma
nota de dinheiro previamente quantificado (400 ug L"), sendo que este
extrato foi obtido pela imerssdo da nota em 100 mL de dgua desionizada
sob agitacdo magnética constante por 10 minutos.

O sistema foi coberto com papel aluminio para evitar a evapora-
cdo. Foram coletadas aliquotas de 400 puL da solugdo receptora pela ca-
nula de amostragem (com reposi¢ao da solu¢do) e imediatamente arma-
zenadas a -20 °C, até o momento da quantificacdo por LC-MS/MS. As
amostras foram coletadas a cada 1 h (durante 6 h = tempo total do expe-
rimento).
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6.3.1.3 Avaliacio da retencio cutinea pela cocaina

Esta andlise foi realizada apds o término dos estudos da perme-
acdo cutanea.

Anteriormente a retirada da pele, as solu¢gdes doadoras contendo
a cocaina foram homogeneizadas e transferiu-se 200 uL destas solugdes
para tubos tipo Eppendorf®, para andlise posterior da quantidade retida.

Na sequéncia, as amostras de pele foram retiradas do equipa-
mento e lavadas com solug@o tampdo PBS : etanol para remover o ex-
cesso da superficie da epiderme. Em seguida, separou-se a epiderme e
apenas a regido central, equivalente a drea de permeac@o, foi delimitada
e picoteada. Os fragmentos de derme e epiderme gerados foram pesados
em tubos de 15 mL e, apds a pesagem, adicionou-se 5 mL de metanol
(liquido extrator) em cada tubo. Os tubos foram submetidos a agitacio
(Vortex®) e sonicados (Branson®), durante 10 minutos (cada um dos
processos) para o rompimento das células e aumento da eficiéncia de ex-
tracdo. As amostras foram filtradas em filtros de membrana 0,45 um
(Millipore®) para a remogao de restos celulares e outros interferentes e
permaneceram armazenadas a -20 °C até o momento da quantificacdo.

6.3.2 Instrumentacio e condicdes operacionais do LC-MS/MS

As andlises utilizando a técnica de LC-MS/MS foram realizadas
em um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Agilent 1200 Series
(Agilent Technologies, Waldbronn, AL). Foi utilizada uma coluna cro-
matogrédfica da marca Phenomenex modelo Synergi Polar-RP com com-
primento de 150 mm, didmetro interno de 2 mm e tamanho da particula
igual a 4 pm; equipada com uma pré — coluna da mesma marca modelo
Polar-RP (4x2,0 mm). Foi utilizado o modo isocratico de elui¢do e os
experimentos foram realizados utilizando uma fase mdvel constituida de
50% de solvente A (solug¢do aquosa de acido férmico 0,1%) e 50% de
solvente B (metanol:H>O (95:5 v/v)). A taxa de fluxo da fase modvel foi
fixada em 350 uL min"!. Em todas as corridas, o volume injetado foi de
10 pL e a temperatura da coluna foi ajustada em 40 °C.

O sistema cromatogréfico foi acoplado a um espectrometro de
massas triploquadrupolar API 3200™, Applied Biosystems/MDS Sciex,
(Sciex, Concord, CA) equipado com cela de colisio LINAC® e fonte de
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ionizagdo Turbo V™ operada no modo TurbolonSpray®. Os experimen-
tos foram realizados usando a fonte electrospray no modo de ionizagéo
positivo e alguns pardmetros otimizados para a fonte de ionizacio e para
a cela de colisdo foram: tensdo do capilar, 5500 V; temperatura da fonte,
450 °C; gas nebulizante, 40 psi; gas secante, 45 psi; gds de colisdo (CAD
Gas™), médio; cortina de gds de dessolvatagdo, 10 psi. Foi aplicado o
modo de escaneamento de massas Monitoramento de Reacdes Miiltiplas
(MRM, do inglés “Multiple Reaction Monitoring”) para a realizagio das
andlises quantitativas. A aquisi¢do e o tratamento dos dados foram reali-
zados com o software Analyst versdo 1.5.1.

6.3.3 Analise das amostras por LC-MS/MS

Paras as andlises no LC-MS/MS, solug¢des com o padrio anali-
tico de cocaina foram preparadas diluindo-se mil vezes, em acetonitrila,
a solugdo estoque com concentra¢do de 1000 mg L', A curva de calibra-
cdo foi obtida apds a preparag¢do de uma solucdo de trabalho na concen-
tragdo de 100 ug L' e foram preparados seis padrdes individuais, em dgua
desionizada, nas concentra¢des cuja faixa de aplicacdo foi de 1,0 a 50 pg
L. A solugdo de trabalho, assim como, os pontos das curvas de calibra-
cdo foram preparados no mesmo dia em que foram utilizados. As solu-
coes estoque foram armazenadas sob refrigeracdo, a temperatura de -5
°C. A curva analitica, assim como, as amostras foram injetadas em du-
plicata, sendo que tanto as amostras referentes ao estudo da permeacao
quanto as referentes ao estudo da reteng@o ndo foram diluidas para a in-
jecdo no LC-MS/MS. A curva utilizada na quantificacdo das amostras
resultantes do experimento de permeagio cutdnea mostrou bons parame-
tros de linearidade (R? = 0,9942) e os testes estatisticos aplicados para
verificar a falta de ajuste e a regressdo se mostraram satisfatorios.

6.4 Resultados e discussao
6.4.1 Experimentos de permeacio cutinea

Apb6s a realizacdo dos experimentos ex vivo, procedeu-se a quan-
tifcagdo da cocaina nas amostras resultantes por LC-MS/MS. Na Figura
6.3 sdo apresentados, a fim de ilustragdo, os cromatogramas referentes as
andlises das aliquotas coletadas quando a solucdo doadora foi a solucio
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padrio de cocaina 400 pg L', sendo que os resultados quando a solugéo
doadora foi o extrato da nota foram muito semelhantes. Pelos cromato-
gramas pode ser observado que ao longo do tempo do experimento (6
horas) a concentrag¢do de cocaina foi aumentando nas aliquotas de solu-
cdo receptora. A identificacdo da cocaina foi feita pelas fragmentacdes
geradas pelo modo MRM, ja descrito no Capitulo 4, e também, pelo
tempo de retencdo do padrdo nas condicOes utilizadas.

Figura 6.3. Cromatogramas das quantidades de cocaina permeada pela
pele de orelha de suino. Os mesmos foram ordenados em ordem crescen-
teem relacdo aos tempos de permeacgdo. Condigdes experimentais: ver
Secdo 6.3.3.
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Ap6s a obtengdo dos cromatogramas e tratamento dos dados, fo-
ram calculados os pardmetros de permeabilidade para as duas solugdes
doadoras testadas, a partir da plotagem da quantidade permeada versus
tempo (Figura 6.4). A andlise final da permeacdo cutinea da cocaina in-
cluiu os célculos dos tempos de laténcia (Tv), dos fluxos constantes (J) e
dos coeficientes de permeabilidade (P), através de equagdes, fundamen-
tadas nas Leis de Fick. As massas das amostras acumuladas no compar-
timento receptor, em cada intervalo de tempo, foram calculadas conside-
rando-se o volume total da cadmara, as concentragdes de cocaina nas ali-
quotas retiradas, bem como a drea efetiva de permeagao.

Figura 6.4. Perfil de permeacdo da cocaina em solugdo através da pele
de orelha de porco (concentragdo de cocaina nas duas solu¢des 400 pg
L-1). Cada ponto representa a média + desvio padrio (n = 4).
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Os resultados obtidos para os pardmetros de permeabilidade sao

descritos na Tabela 6.1. Cada parametro proveniente de ambas as solu-
coes doadoras testadas foi comparado entre si pelo teste t-ndo pareado e
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
Para os parametros de fluxo constante (J) e coeficiente de permeabilidade
(P), as duas solugdes apresentaram valores muito semelhantes entre si,
sendo que J mede a velocidade de permeagdo da substincia de interesse
pela pele e P mede o nimero de moléculas que atravessam a membrana
por drea na unidade de tempo. Entretanto, o tempo de laténcia (Ti), que
¢ definido como o tempo necessdrio para que a passagem de uma subs-
tancia (através de uma membrana) atinja o equilibrio, foi diferente para
as duas solugdes: o Tr, para o extrato da nota foi maior do que para a
solucdo do padrdo, ou seja, demora mais para a cocaina atingir um estado
de equilibrio estaciondrio, isto poderia ser atribuido a uma maior reten¢ao
da cocaina na derme, influenciado, talvez por outros compostos extraidos
da nota que poderiam interferir, retardando a taxa de transferéncia da co-
caina.

Tabela 6.1. Resultados obtidos durante a avaliagdo da permeabilidade da
cocaina através da pele da orelha de porco, apés quantificagdo por LC-
MS/MS. Cada ponto representa a média + desvio padrdo (n = 4).

A Sol. padrao Extrato de nota de di-
Parametro P .
de cocaina nheiro
J (ng/cm? h)! 6,60 + 0,44 6,38 £ 0,447
Tv (h) 0,56 +0,49 0,76 = 0,05%*
P (cm/h)ii 0,0165 +0,0001 0,0159 +0,0011

ip=0,9770; fp=0.,0031; fip=0,9770.
6.4.2 Avaliacio da retencio cutinea da cocaina

Ao final da realizacdo dos experimentos de permeacdo, analisa-
ram-se as quantidades finais retidas na epiderme e na derme.

Os resultados da retencdo cutinea da cocaina na pele da orelha
de porco sdo apresentados na Figura 6.5, expressos como porcentagem
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de cocaina retida na derme, epiderme e quantidade permeada apés 6 ho-
ras de experimento. Foram comparadas ambas as solu¢des doadoras tes-
tadas e, apds a aplicacdo do teste t-ndo pareado, diferencas foram consi-
deradas significativas quando p<0,05.

Como pode ser observado, a cocaina proveniente de ambas as
solucdes ficaram retida nas duas camadas da pele. Comparando-se os va-
lores de p, pode-se dizer que ndo houve diferenca sigificativa entre a
quantidade permeada na epiderme por ambas as solucdes (p = 0,8264).
Também ndo houve diferenca entre as solu¢des em relacdo a quantidade
permeada apds 6 horas de experimento (p = 0,1023).

Como a cocaina € hidrofilica, era esperada uma maior retengio
na derme (esta camada € mais hidrofilica), o que foi comprovado. Entre-
tanto, houve uma diferenca significativa entre a quantidade de cocaina
retida na derme entre a solucio padrdo de cocaina e o extrato da nota (p
= 0.0108), este fato também poderia ser atribuido a influéncia de outros
compostos extraidos da nota.

Figura 6.5. Quantidade (%) de cocaina retida na epiderme, derme e apds

6 horas de experimento. Cada ponto representa a média + desvio padrdo
(n=4).
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6.5 Conclusao

Enfim, o objetivo principal deste estudo foi atingido, uma vez
que foi possivel demonstrar que a cocaina extraida de uma cédula mone-
tdria permeia pela pele. Entretanto, este fato ndo oferece riscos a pessoas
que manuseiam um grande volume de dinheiro diariamente, pois a quan-
tidade de cocaina passada das notas de dinheiro para as mdos € tdo pe-
quena, que mesmo que seja permeada, nao trard prejuizos a pessoa.

Foi possivel calcular os parametros de permeabilidade: fluxo
constante, tempo de laténcia e coeficiente de permeabilidade para as duas
solucdes de cocaina testadas e a Unica diferenca entre elas foi em relagao
ao tempo de laténcia, que foi maior para o extrato da nota, fato atribuido
a maior retencio do analito na derme, comprovado depois pela anélise de
retencdo cutinea.
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7  CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese de doutorado surgiu do conhecimento de que pratica-
mente todas as notas em circulacio no Brasil e no mundo estdo contami-
nadas com cocaina. E este fato levantou vérios questionamento: serd que
a cocaina sai das notas e vem para as mios? Serd que uma pessoa que
manipula um grande volume de cédulas monetérias diariamente fica com
uma quantidade de cocaina maior do que uma pessoa que manipula cé-
dulas monetdrias eventualmente? Serd que a cocaina extraida de uma
nota permeia pela pele oferecendo algum risco a satde das pessoas?

Para responder essas perguntas foram desenvolvidos dois méto-
dos analiticos com duas técnicas de separacdo que se baseiam em meca-
nismos e fendmenos diferentes: eletroforese capilar com detecgdo UV
(CE-UV) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em tandem (LC-MSMS).

Com o método por CE-UV foi possivel determinar que do total de
46 cédulas monetdrias da cidade de Florian6polis/SC, a cocaina estava
presente em 28 amostras (93%), sendo que 30 notas foram obtidas dire-
tamente da circulagdo em geral. Em relacdo as 16 cédulas coletadas em
caixas eletrdnicos, estas eram praticamente novas, o que explica os bai-
xos valores encontrados. Os resultados deste estudo destacam a CE como
uma alternativa ao GC ou LC na determinag¢io de cocaina em cédulas
monetdrias. Embora, o LD obtido para este método ndo seja muito baixo
em comparacdo com o relatado por estudos anteriores usando GC-MS,
LC-MS/MS ou CE-ECL. No entanto, o valor de 0,2 mg L' parece ser
aceitdvel para a determinacao da cocaina em extratos de notas brasileiras,
uma vez que as quantidades encontradas nas notas sdo muito mais eleva-
das do que este valor de LD.

O método por LC-MS/MS foi aplicado em 55 cédulas moneta-
rias de cinco cidades brasileiras e em cinco notas de um délar americano
provenientes da cidade de Baltimore/USA. Durante os ensaios prelimi-
nares foram identificadas a presenca de lidocaina e cafeina nas cédulas
que passaram a ser também objetos do estudo. Embora, ja exista alguns
trabalhos reportados na literatura utilizando a mesma técnica e a mesma
matriz, esse método se diferencia porque procurou-se por um meio de
extracao que fosse rdpido, de baixo custo e, principalmente, atxico e que
ndo danificasse as marcas de segurancga das notas e isto foi obtido com
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um procedimento de preparo de amostra simples que consiste na submer-
sdo da nota em 400 mL de 4dgua desionizada por 15 min sob agitagdo
magnética constante. Foram realizados experimentos para comprovar
que o uso da d4gua ndo compromete a eficiéncia da extra¢do e que a coca-
ina ndo hidrolisa nas condi¢des experimentais utilizadas.

As menores quantidades de cocaina, lidocaina e cafeina foram
encontradas nas notas de ddlares. Mas fazendo uma comparagdo entre as
notas provenientes das cinco cidades brasileiras, excluindo-se as notas
em que foi detectado mais de 1,0 mg de cocaina, as cidades que apresen-
taram a menor e a maior quantidade média de cocaina por nota foram
Fortaleza e Rio de Janeiro, respectivamente. A cidade que apresentou as
menores quantidades de cafeina e lidocaina também foi Fortaleza. Em
contrapartida, a cidade em que foram encontradas as maiores quantidades
médias de cafeina e lidocaina por nota foi Sdo Paulo.

Entretanto, o fator primordial que influenciou no desejo de se
desenvolver um método para a determinagdo de cocaina por LC-MSMS
foi querer aplicéd-lo na andlise das maos da popula¢do em geral, mas prin-
cipalmente nas maos de pessoas que manipulam uma grande quantidade
de notas de dinheiro diariamente, como bancarios, taxistas, cobradores
de dnibus, caixas de agéncias lotéricas. Porém, somente 4 bancdrios acei-
taram participar do experimento e, portanto, o grande grupo amostral foi
composto basicamente por estudantes do Departamento de Quimica.

Dos 98 extratos (49 voluntérios), foi detectada cocaina em 49%
das amostras. Acredita-se que o grupo amostral que ndo apresentou co-
caina nas maos néo tenha tido contato com algum tipo de fonte de conta-
minacdo (dinheiro ou a prépria droga) ou tenha lavado as maos no dia do
experimento. Os extratos das mados dos 4 bancdrios resultaram positivo
para a cocaina, no entanto a quantidade de cocaina encontrada nos extra-
tos das maos dos bancdrios foi muito semelhante a encontrada nas amos-
tras da populacdo em geral e em baixa concentracio.

Através dos experimentos de permeacdo e retencdo cutineafoi
possivel demonstrar que a cocaina extraida de uma cédula monetdria per-
meia pela pele. Entretanto, este fato ndo oferece riscos a pessoas que ma-
nuseiam um grande volume de dinheiro diariamente, pois a quantidade
de cocaina passada das notas de dinheiro para as maos € tdo pequena, que
mesmo que seja permeada, ndo trard prejuizos a pessoa.
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Finalmente, o objetivo principal deste trabalho foi atingido, pois
foi possivel demonstrar que a cocaina pode estar presente nas maos de
qualquer pessoa, independente de ser usudria da droga ou ndo, ou ainda
de ser uma pessoa que manipule um grande volume de dinheiro diaria-
mente. Por outro lado, esse manuseio ndo oferece riscos a saide da po-
pulacdo em geral, pois a quantidade de cocaina passada das notas de di-
nheiro para as maos € tdo pequena, que mesmo que eventualmente seja
metabolizada, ndo trard prejuizos a satide das pessoas.
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