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RESUMO

A utilizacdo intencional de substancias modificadoras do estado
de consciéncia € pratica milenar entre as civilizagdes. O consumo
abusivo na sociedade contemporinea cresce vertiginosamente,
disseminado por todas as esferas sociais, fomentando um rentavel
e disputado mercado ilegal. A intima relacdo do uso de drogas e
mortes violentas ¢ tema amplamente debatido em levantamentos
e estudos cientificos. O conhecimento do perfil destes 6bitos e as
substancias mais recorrentes alicercam o desenvolvimento
técnico-cientifico para atender as especificidades desta demanda.
O Instituto Geral de Pericias de Joinville (IGP/Joinville) conta
com software institucional que armazena dados relacionados aos
atendimentos e os respectivos laudos das ocorréncias,
viabilizando levantamentos desta natureza. No ambito forense a
realizagdo de exames toxicoldgicos é importante ferramenta para
auxiliar na determinacdo da causa morte. Todavia, o estado do
cadaver pode ser fator limitante para a coleta de espécimes de
referéncia. O humor vitreo (HV) figura como matriz alternativa
de grande aplicabilidade por apresentar boa correlagdo com os
niveis sanguineos. A microextracdo em fase solida (SPME)
destaca-se pela alta sensibilidade, facil execugdo, viabiliza a
analise de pequenos volumes e integragdo automatizada ao
cromatografo gasoso com espectrometro de massas (GC/MS). O
presente estudo efetuou levantamento do perfil de Obitos
atendidos pelo IGP/Joinville no periodo de 2013 a 2015,
ponderando a natureza juridica das mortes distribuidas em
homicidios, suicidios, acidentes de transito e outras formas, o
género e a idade das vitimas, a coleta de amostras biologicas e as
substdncias mais detectadas. Os acidentes de transito
compreenderam o maior nimero de obitos, abrangendo 40,9%
dos casos, seguidos por homicidios com 29%, enquanto os
suicidios contabilizaram 9,1% e outras formas de morte 21%.
Entre as amostras ndo coletadas as justificativas se alternaram
entre Obitos em ambiente hospitalar (54,1%), cadaveres
putrefeitos (7,7%), carbonizados (0,6%), politraumatizados
(1,3%), ossadas (0,9%) e nao justificados (35,4%). Os homicidios



abarcaram o maior percentual de toxicologicos detectados
(70,5%). Os suicidios apresentaram detec¢do em 51,6%,
acidentes de transito em 50% e outras formas de morte em 51,9%
dos casos. A cocaina (COC) foi a substincia ilicita mais
recorrente entre as classificagdes de morte com exposigdo
concomitante ao alcool. A exposi¢do associada leva a formagio
do cocaetileno (CE), composto mais tOxico que 0s precursores.
Diante deste cenario, foi validado método para a detecg¢do de
COC e CE em HV por SPME e GC/MS. A técnica compreendeu
a analise de 0,5 mL de HV, adicionados de 1,0 mL de tampao
borato, extracdo por SPME (fibra DVB/PDMS) sob temperatura
(60°C) e agitacdo constantes durante 20 min., exposi¢do da fibra
no injetor a 250°C por 5 min e limpeza a 250°C por 5 min. O
método demonstrou precisdo sob repetibilidade, apresentando
coeficientes de variacdo (CVs) dos tempos de retengdo de 0,4% e
0,3% para COC e CE respectivamente, limite de deteccdo
estipulado em 5 ng/mL com CVs de triplicatas inferiores a 20%,
auséncia de interferentes na deteccdo dos analitos de interesse,
considerando-se 0s compostos nicotina, lidocaina e cafeina, e
procedimento de limpeza eficaz para a eliminagdo do efeito
carryover. A aplicagdo do método em amostras post mortem de
HV reproduziu os resultados de detec¢do obtidos em sangue e
urina, assim como confirmou a ndo detec¢do dos analitos nos
casos negativos testados. Os achados demonstraram a viabilidade
de emprego do HV na auséncia das matrizes de referéncia e a
importancia da coleta de matrizes diversificadas visando ampliar
a janela de deteccdo dos analitos de interesse.

Palavras-Chave: Cocaina. Cocaetileno. Mortes Violentas.
Toxicologia Forense. SPME. GC/MS.



ABSTRACT

The intentional use of substances that modify the state of
consciousness has been happening for thousands of years among
civilizations. The abusive use in the contemporary society has
grown wildly, is has been spread by all social spheres, fostering a
profitable and disputed illegal market. The close relation between
the use of drugs and violent deaths is an issue widely discussed in
surveys and scientific researches. The knowledge about the
profile of these deaths and the most recurrent substances, anchors
the scientific development to meet the needs of these demands.
The Instituto Geral de Pericias de Joinville (IGP/Joinville) has
institutional software that store data related to the attendance and
respective occurrence reports, making surveys of this kind
feasible. In the forensic scope, the procedure of toxic exams is a
very important tool to determine the cause of death. Nevertheless,
the state of the corpse may be a limiting factor when it comes to
collecting reference specimen. The vitreous humor (VH) features
as alternative matrix of big applicability for showing good
correlation with blood levels. The extraction by solid phase
microextraction (SPME) stands out for high sensibility, easiness
to use, making feasible the analysis of small volumes and
automated integration to gas chromatography-mass spectrometry
(GC/MS). The presented study has carried out a survey about the
profile of deaths assisted by IGP/Joinville between the years 2013
and 2015, considering the legal status of the deaths among
homicide, suicides, traffic accidents and others, gender, victims
age, collection of biological samples and the most detected
substances. Traffic accidents make the highest number of deaths,
comprehending 40,9% of occurrences, followed by homicides
with 29%, other forms of deaths with 21% and suicides with
9,1%. Among the cases not collected the reasons are deaths in
hospitals (54,1%), putrefied corpses (7,7%), burned corpses
(0,6%), multiple-injured bodies (1,3%), bones (0,9%) and non
justifies (35,4%). The homicides comprised the biggest
percentage of positive toxicological (70,5%) followed by others
(51,9%), suicides (51,6%) and traffic accidents (50%). The



cocaine (COC) was the most detected compound in all deaths
classification with concomitantly consumption of alcohol. They
lead to formation of cocaethylene (CE), compound that is more
toxic than the former ones. In this situation, the method for
detection of COC and CE was validated in VH by SPME and
GC/MS. The technique includes the addiction of 0,5 mL of VH
and 1,0 mL of borax buffer, exposed to SPME (DVB/PDMS
fiber) for 20 min at 60°C and constant agitation. After the fiber
was exposed in the inlet (250°C) for 5 min and then cleaned for 5
min at 250°C. The method has shown precision on repeatability
with coefficient of variation (CVs) of retention time by 0,4%
(COC) and 0,3% (CE), limit of detection estimated in 5 ng/mL
with CVs of triplicates lower than 20%, absence of interfering
compounds in the detection of analytes of interest, considering
the compounds nicotine, lidocaine and caffeine, and procedures
of effective cleaning in order to eliminate the carryover effect.
The application of this method in post mortem samples of VH has
shown correlation with the positive results obtained by COC and
CE in blood and urine, as well as it has confirmed the non-
detection of analytes in tested negatives. The findings have
shown the importance of varied matrix collection in order to
enlarge the window of detection and the feasibility of the use of
VH in the absence of reference matrixes.

Keywords: Cocaine. Cocaethylene. Violent Deaths. Forensic

Toxicology. SPME. GC/MS
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1 INTRODUCAO
1.1 Consumo de drogas, trafico e violéncia

Os registros de uso de substincias que produzem efeitos no
comportamento remontam aos primoérdios da civilizagdo. A
historia da humanidade esta atrelada ao hedonismo e a utilizagdo
de certas substancias psicoativas para facilitar o acesso ao prazer.
Na Antiguidade a droga era incentivada por suas multiplas
funcdes: econdmica, religiosa, social e medicinal, atendendo ao
contexto cultural da época (COUTINHO; ARAUJO; GONTIES,
2004). Sobre a tematica das drogas o escritor inglés Aldous
Huxley afirma que:

Parece improvavel que a humanidade, em
geral seja algum dia capaz de dispensar os
‘paraisos artificiais’, isto é,... a busca de
autotranscendéncia através das drogas
ou... umas férias quimicas de si mesmo... A
maioria dos homens e mulheres levam
vidas tao dolorosas - ou tdo mondtonas,
pobres e limitadas, que a tentagdo de
transcender a si mesmos, ainda que por
alguns momentos, é e sempre foi um dos
principais apetites da alma (HUXLEY,
1954, apud GALDUROZ, 2001 p. 37).

Assim, € consenso que o consumo de substancias
psicoativas € wuma caracteristica comum a maioria das
civilizagdes. O cendrio nacional caracteriza-se pelo incremento
do consumo de drogas ilicitas a partir da década de 1960, com a
expansdo do uso de maconha, antes restrito a setores
marginalizados das grandes cidades. A partir dos anos 70, o
aumento da oferta e a redugdo do preco favoreceram o
crescimento do consumo de cocaina (COC) (CRUZ; FERREIRA,
2001; MISSE, 2003). Para Laranjeiras e colaboradores (1997) o
perfil de usuarios modificou-se rapidamente a partir da década de
80, devido a fatores facilitadores para a obtengdo de drogas,
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passando o Brasil a condi¢do de importante rota de trafico e
portador de um substancial mercado interno ilicito.

O maior pais do continente sul-americano apresenta
numeros de usuarios de drogas em crescimento alarmante. O
perfil de consumo no Brasil foi evidenciado em pesquisa
realizada pela Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas
(SENAD), por meio do Centro Brasileiro de Informagdes sobre
Drogas Psicotropicas (CEBRID). O II levantamento domiciliar
sobre o uso de drogas no Brasil, ocorrido no ano de 2005,
entrevistou 7.939 pessoas de ambos os sexos, com idade entre 12
a 65 anos, moradores de 108 cidades com mais de 200.000
habitantes. Do total de participantes 22,8% alegaram ja terem
consumido algum tipo de droga na vida (exceto alcool e tabaco),
superando os 19,4% da primeira edigdo da pesquisa em 2001.
Neste contexto, cerca de 8,8% afirmaram ja terem fumado
maconha e a prevaléncia sobre o uso de COC, crack e merla
(estes dois ultimos subprodutos da COC) foi, respectivamente,
2,9%, 0,7% ¢ 0,2% (SENAD, 2006).

Em publicagdes mais recentes a SENAD reportou 25,5%
de incidéncia de uso de drogas, pelo menos uma vez na vida,
entre estudantes dos ensinos fundamental e médio das redes
publicas e privadas das 27 capitais brasileiras. Neste
levantamento a maconha contribui com 3,7% e a COC com 1,8%
(SENAD, 2010a). Entre universitarios, pesquisa semelhante
demonstrou a prevaléncia de 26,1% para a maconha e de 7,7%
para a COC (SENAD, 2010b). Assim, apesar do ultimo relatorio
da ONU (Organizacdo das Nagdes Unidas), World Drug Report
2015, ratificar a prevaléncia do uso de maconha no Brasil, entre
as drogas proscritas, ele alerta para um aumento no consumo de
COC, estimado em 1,75% da populagdo adulta como usuaria da
substancia no pais (UNODC, 2015).

As marcantes diferengas regionais socioecondmicas do
pais refletem no cenario de consumo das drogas psicotropicas. O
uso abusivo de COC concentra-se nas regides sul e sudeste,
diferentemente de drogas como éalcool e tabaco que o consumo se
distribui de forma mais uniforme no territério nacional. As
diferencas também sdo evidenciadas quanto ao perfil de consumo
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prevalecendo entre os homens o uso de maconha e COC e entre
mulheres o abuso de antidepressivos e ansioliticos (NOTO;
GALDUROZ, 1999; GALDUROZ et al., 2005). Segundo anélise
da ONU, o Brasil é um pais vulneravel ao trafico tanto por sua
localizagdo geografica, consolidando-se como rota estratégica de
COC traficada para a Europa, como também pela elevada
populagdo potencialmente consumidora (UNODC, 2014).

Iniciativas para coibir o trafico e o consumo de substancias
ilicitas tém sido despendidas pelo governo federal, entre elas,
merece destaque a Politica Nacional sobre Drogas que versa
sobre prevengdo, tratamento, recuperagdo e reinsercdo social,
redu¢do dos danos sociais ¢ a saude, redu¢do da oferta e
promoc¢do de estudos, pesquisas e avaliagdes sobre o assunto
(SOUZA; KANTORSKI, 2007).

Através do decreto n° 7179 de 20 de maio de 2010, foi
instituido o Plano Integrado de Enfrentamento ao Crack e outras
drogas, que prevé acgdes para o diagnodstico do consumo do crack
e suas consequéncias, mobilizacdo, tratamento e reinsercio
social; informacdo e orientacdo; formagdo de recursos humanos e
desenvolvimento de metodologias e enfrentamento ao trafico
(BRASIL, 2010a). O Ministério da Justica criou em dezembro de
2009, o Projeto de Policiamento Especializado de Fronteiras
(Pefron), formado por grupos de policiais especializados para
atuar de forma preventiva e repressiva nas regides de fronteira em
11 estados brasileiros (Acre, Amapa, Amazonas, Rondonia,
Roraima, Para, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Santa
Catarina, Parana e Rio Grande do Sul), visando coibir o trafico
principalmente nas divisas com Paraguai, Peru, Bolivia e
Colombia (BRASIL, 2010b).

A intima relagdo das drogas e a violéncia, na sociedade
contemporanea, fica evidente em publicagdes como o estudo
global de homicidios da ONU (UNODC, 2011) e o relatério
brasileiro Mapa da Violéncia (WAISELFISZ, 2013a), nos quais o
consumo e o trafico de drogas s@o apontados como gatilhos para
mortes violentas.

Os autores Kessler e Pechansky (2008) correlacionam o
uso do crack a um aumento da agressividade, sobretudo nos
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periodos de abstinéncia, sendo este comportamento responsavel
por indices mais elevados de violéncia e crimes em regides com
maior concentragdo de usuarios.

A prevaléncia de crack relacionada a autos de prisdo em
flagrante foi fundamentada por Sanchez e Nappo (2002) em
relato de que muitos usudrios acabam aderindo a droga pela
elevada oferta, fomentada pelos traficantes considerando o alto
potencial aditivo, custo baixo pela unidade (pedra) e facil
manipulacdo. Em outro estudo realizado por Oliveira e Nappo
(2008), wusuarios entrevistados afirmaram realizar inumeras
atividades 1ilicitas entre elas trafico, prostitui¢do, roubos,
sequestros, venda de pertences proprios e de familiares, e
empreendimento de golpes financeiros de naturezas diversas para
suprir a abstinéncia. A pesquisa ainda aponta a manutencao do
perfil de usuarios ja constatado em levantamentos publicados em
1996 e 2001, com prevaléncia do sexo masculino, jovens,
solteiros, de classe socioecondmica baixa, reduzido nivel de
escolaridade e sem emprego fixo (NAPPO; GALDUROZ;
NOTO, 1996; NAPPO et al., 2001; OLIVEIRA; NAPPO, 2008).

Sob a égide de ser um dos maiores problemas da sociedade
moderna, o uso de drogas tem efeito sist€émico interferindo em
questdes econdmicas, de satide e de seguranga publica, além de
estar intimamente ligado ao incremento da violéncia e
criminalidade.

1.2 Cocaina
1.2.1 Historico

A COC ¢ o principal alcaloide encontrado nas folhas do
vegetal do género Erythroxylon (E. coca var. coca, E.
novogranatense var. novogranatense, E. coca var. ipadu e E.
novogranatense var. truxillense) (JHONSON; ZHANG; EMCHE,
2005). Espécie arbustiva, nativa de clima tropical a leste dos
Andes ¢ acima da Bacia Amazonica, destacando-se os paises
Peru, Bolivia e Colombia como os maiores produtores mundiais
(UNODC, 2015). Relatos historicos acerca do uso da COC
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remontam ha 4500 anos, por civilizagdes pré-colombianas na
América do Sul. Tribos indigenas do norte do Brasil, das regides
fronteiri¢as a Venezuela e Colombia, mantém até os dias atuais o
habito de mascar a folha de coca que denominam de “epadu” ou
“ipadu” (BASTOS et al., 2007; FERREIRA; MARTINI, 2001).

Apos a chegada dos europeus ao continente, 0s primeiros
relatos sobre a utilizagdo da coca pelos indios datam de 1507. A
planta foi introduzida na Espanha no final do século XVI para
fins medicinais e afrodisiacos, porém sem grande difusdo na
época  (FERREIRA; MARTINI, 2001, GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009).

Com a industrializa¢do no século XIX, a COC chegou aos
paises europeus e americanos. O quimico alemdo Friedrich
Gaedeck obteve o primeiro extrato em 1855 e quatro anos depois
Albert Niemann isolou quimicamente o alcaloide COC. Na
medicina, a substincia foi estudada por Freud e outros
especialistas, interessados em suas propriedades anestésicas e
estimulantes. Carl Koller inovou no emprego como anestésico em
cirurgias oftalmicas em 1884, enquanto Freud publicava o
famoso livro “Ubber Coca”, enaltecendo o uso da substincia para
o tratamento de asma, desordens digestivas, problemas nervosos e
até sifilis. Com a dissemina¢do da utilizacdo constatou-se o
desenvolvimento de dependéncia quimica. Em 1863 o quimico
Angelo Mariani langa o vinho Mariani, contendo até 300 mg de
COC por litro. A época desconhecia-se que a combinagdo de
alcool e COC gerava o composto cocaetileno (CE) com efeitos
potencializados, possivelmente responsaveis pelo sucesso da
bebida. Contemporanea, a coca-cola foi lancada em 1886 como
um estimulante e tonico para cérebro e nervos, contendo cerca de
60 mg de COC em sua composi¢do. O alcaloide foi retirado da
formula em 1903, substituido por cafeina. Em 1885 a industria
farmacé€utica Park Davis possuia mais de quinze produtos a base
de COC no mercado, e em conjunto com outras empresas como a
Merck, fomentava pesquisas na area (FERREIRA; MARTINI,
2001; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009).

A redugdo no preco e aumento da oferta no final do século
XIX propiciaram o aumento do consumo, tornando mais
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evidentes os indices de morbidade e mortalidade relacionados ao
abuso da COC. Diante deste cendrio surgem os primeiros atos
regulatérios ou restritivos sobre o tema como o Poisons and
Pharmacy Act de 1908 no Reino Unido, o tratado de Haia de
1912 e o Harrison Tax Act, de 1914, nos EUA e o Decreto-lei
Federal n° 4.292 de 6 de julho de 1921 no Brasil. Em 1930 com o
desenvolvimento das anfetaminas, o consumo da COC mantem-
se em queda até seu ressurgimento apds a década de 50. O uso
recreacional intensifica-se nas décadas de 70 e 80. Em 1985 surge
o crack em Bahamas, e o primeiro relato no Brasil data de 1989.
A nova forma de apresentacdo pode ser fumada e tem menor
custo, conquistando rapidamente niimero substancial de usudrios
e atualmente configura-se como grande problema social no
Brasil, em expansdo epidémica principalmente nos grandes
centros (FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009; OLIVEIRA; NAPPO, 2008;
WIELENGA; GILCHRIST 2013).

Intimamente relacionada a mortes violentas,
principalmente homicidios, apresentando alto custo para
reabilitacdo, aumento de overdoses, 0bitos e problemas de satde
associados a adulterantes toxicos e o uso concomitante de
polidrogas, a COC chega ao século XXI como um desafio
complexo aos sistemas de saude e seguranca publica em escala
global (BEATO FILHO et al., 2001; WIELENGA; GILCHRIST,
2013).

1.2.2 Formas de apresentaciio, vias de exposicio, adulterantes
e diluentes

A COC comercializada ilegalmente nas ruas é encontrada
nas formas de sal ou base, esta ultima nas conformagdes crack,
base livre ou merla (MARCELO et al., 2015; ZACCA et al.,
2014).

As formas de apresentacdo, pureza e composicdo da droga
dependem do processo de producdo e finalidade a que se
destinam. A primeira etapa de extragdo das folhas secas de
Erythroxylon consiste na utilizagdo de solucdo alcalina, solventes
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organicos (ex. gasolina, querosene), acido sulfurico e amonia,
tendo como produto a pasta base de COC.

A forma de sal é obtida a partir da reacdo da pasta base
dissolvida em solventes organicos como éter de petroleo, acetato
de etila e acetato de n-propila, ¢ um segundo solvente como
metil-etil-cetona ou metil-isobutil-cetona contendo solugdo
concentrada de acido cloridrico ou diluida em etanol
(MALLETTE; CASALE, 2015). A coloragdo predominante ¢
branca ou branca-acinzentada. O cloridrato de COC ¢ soluvel em
agua e apresenta ponto de fusdo acima de 195°C. Devido a estas
caracteristicas, o consumo se da principalmente por meio das vias
intranasal, intravenosa, entretanto, as vias oral e retal também
podem ser empregadas (VALENTE et al., 2012; WHITE;
LAMBE, 2003; ZACCA et al., 2014).

A base livre classificada como crack pode ser obtida
diretamente da pasta base ou do pd, a partir de processos de
aquecimento, adi¢do de carbonatos, seguido de resfriamento e
solidifica¢do em material ndo friavel. A coloragdo varia de
marfim, bege amarelado a castanho-claro (COLLEY; CASALE,
2015; ZACCA et al., 2014). O crack volatiliza entre 90° ¢ 100°C
permitindo que seja consumido em cigarros ou cachimbos,
através da via pulmonar e nio ¢ soluvel em agua impossibilitando
a injecdo intravenosa (VALENTE et al., 2012; WHITE; LAMBE,
2003).

O processo de producdo clandestina acarreta na presenga
de diversas impurezas organicas ou inorganicas no produto final.
Estas podem ser de origem natural, coextraidas da planta ou
subprodutos resultantes da manipulagdo quimica durante o refino
como, por exemplo, cis e trans cinnamoilecgonina,
hexanoilecgonina, hidroxicocaina, trimetoxicocaina e truxilina. A
identificagdo destes compostos pode auxiliar na determinagdo de
uma “assinatura quimica”, estratégica nas acdes de inteligéncia
policial sobre a cadeia de produgdo, pontos de suprimento e
tendéncias do mercado ilicito, além de corroborar para a
compreensdo de manifestagdes de toxicidade em usudrios
(CASALE; BOUDREAU; JONES, 2008; MAGALHAES et al.,
2013).
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O emprego de adulterantes e diluentes nas amostras de
COC de rua ¢ pratica comum com a finalidade de potencializar o
efeito da droga ou aumentar o volume da preparagio,
respectivamente. Os compostos empregados podem apresentar
efeitos farmacologicos e toxicidade variada (GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009). No Brasil, em analises
realizadas pelo projeto PeQui (Perfil Quimico), desenvolvido pela
Policia Federal, em 642 amostras apreendidas em cinco estados
Brasileiros entre 2011 e 2014, as substancias fenacetina, cafeina,
lidocaina, benzocaina, aminopirina ¢ levamisol foram os
adulterantes mais recorrentes (MALDANER et al., 2015). Em
estudo realizado na Franga com 343 amostras de COC de rua, a
fenacetina foi o composto mais encontrado (54%), seguido da
cafeina (17%), paracetamol (14%), diltiazem e lidocaina (11%)
(EVRARD; LEGLEYE; CADET-TAIROU, 2010). Na Suica,
levantamento semelhante realizado por Broséus e colaboradores
(2015) entre os anos de 2006 e 2014, demonstrou a prevaléncia
das substancias fenacetina, levamisol, lidocaina ¢ cafeina. Entre
os diluentes mais utilizados nas praticas ilicitas destacam-se
agucares, talco, carbonatos ¢ amido (COLE et al., 2010).

1.2.3 Toxicocinética, toxicodindmica e manifestacoes clinicas

A exposicdo a COC pode variar de doses entre 10 a 100
mg, mas devido a rdpida manifestacdo de tolerancia, usuarios
recorrentes podem consumir quantidades acima de 1 g
diariamente (DRUMMER, 2004).

A via de administragdo ¢ determinante para estimativa do
pico de concentragdo, biodisponibilidade, e consequentemente
estabelecimento da relacdo dose/efeito da COC e seus produtos
de biotransformagédo majoritarios (GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009; ZIMMERMAN, 2012). A
substancia ¢ rapidamente absorvida por membranas mucosas e
vasos pulmonares. A exposi¢do intravenosa e pulmonar
conformam picos plasmaticos maiores em comparagdo a via
intranasal (BORTOLOTTI et al., 2012). As vias intranasal e oral
apresentam taxa de absor¢do mais lenta e consequentemente o
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inicio dos efeitos, porém mais prolongado em relagdo as duas
primeiras (CONE, 1995). No uso concomitante de alcool e COC,
o CE, produto de biotransformagao resultante, pode potencializar
e prolongar a agdo da COC, intensificando seus efeitos toxicos
(MACKEY-BOJACK; KLOS; APPLE, 2000).

Em pesquisa com 6 voluntarios adultos sobre a
farmacocinética da COC a partir de vias de administragdo
distintas, foi constatado que apdos uma dose de 25 mg de
cloridrato administrada por via intravenosa, a concentragdo de
COC durante o pico plasmatico foi estimada entre 97,7 a 349,4
ng/mL, enquanto para a via pulmonar a partir de uma dose de 42
mg a variagdo foi de 154,0 a 345,1 ng/mL, ambos atingidos em 5
minutos apos a exposi¢do. Para uma dose de 32 mg administrada
via intranasal o pico de COC foi atingido entre 0,39 ¢ 0,85 h a
uma concentragdo entre 40,1 a 88,5 ng/mL (Cone, 1995).

A distribui¢do da COC ocorre rapidamente sendo as
maiores concentragdes encontradas no cérebro, bago, rim,
pulmao, sangue, coracdo e musculos (JENKINS; CONE, 1998
apud BORTOLOTTI et al., 2012).

Segundo revisdo publicada por Valente e colaboradores
(2012), subsequente a absor¢do, a COC ¢é biotransformada
principalmente em dois compostos majoritarios, benzoilecgonina
(BE) e éster metilecgonina (EME) e em dois minoritarios,
norcocaina (NCOC) e m e p-hidroxicocaina (OH-COC). A BE ¢
produzida no figado a partir da ag¢do da carboxiesterase humana
do tipo 1 (hCE1), enquanto a EME sofre agdo da hCE2 e no
plasma via enzima pseudocolinesterase, também conhecida por
butirilcolinesterase. Juntos, estes produtos de biotransformacao
compreendem aproximadamente 95% dos produtos de excregéo
na urina. O consumo concomitante de alcool e COC leva a
formacdo do produto CE, a partir de uma reagdo de
transesterificacdo dos dois compostos, mediada pela hCE1. O CE
sofre n-desmetilagdo via citocromo P450 (CYP), mais
especificamente CYP3A4, ou ainda hidrélise pela agdo de hCE2,
originando respectivamente os compostos norcocaetileno (NCE)
e éster etilecgonina (EEE) (JUFER; WALSH; CONE, 1998;
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VALENTE et al., 2012). A Figura 1 retrata as vias de biotransformag¢do da COC e CE.

Figura 1- Vias de biotransformacdo da COC, adaptada de Valente et al. (2012-p.164)
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A COC ¢ eliminada na urina como composto inalterado, 1 a
9% dependendo do pH urinario, e seus produtos de biotransformagio
majoritarios BE (35-54%) e EME (32-49%) em um periodo médio de 24
h, com tempos de meia vida (t;,) variando em torno de 0,8 h, 4,5 he 3,1
h respectivamente (BORTOLOTTI et al, 2012). Ja para CE
experimentos realizados por Farré e pesquisadores (1993), com 9
voluntarios, demonstraram que apos a administragdo de dose de 100 mg
de COC intranasal e consumo de alcool a 1 g/kg, o t;, para CE foi de 99
min. Em pesquisa realizada por Harris e colaboradores (2003) achados
evidenciaram que na exposicdo ao alcool prévia a COC, ocorreu redugao
de 48% na concentragdo urinaria de BE e elevagdo nos niveis de CE.

Os efeitos farmacologicos produzidos pela COC sdo similares em
todas as vias de exposicdo, todavia, os obtidos a partir do consumo
intranasal se manifestam mais lentamente e sdo menos robustos. Os
efeitos alcangados a partir do consumo fumado ou injetado promovem
imediato aumento da pressdo sanguinea sistolica e diastélica, elevam a
pulsacdo e promovem a dilatagdo da pupila, retornando ao estagio inicial
apos 30 a 45 minutos. Os efeitos euforizantes e psicotomiméticos sdo
evidenciados mais rapidamente por usudrios da forma fumada,
considerando-se a rapida passagem dos pulmdes para o sistema nervoso
central e as caracteristicas de lipossolubilidade da barreira hemato-
encefalica, favorecendo o acimulo da COC no cérebro. As outras vias
de exposicdo propiciam uma espécie de entrega gradual da substancia ao
cérebro, promovendo manifestacdo dos efeitos mais tardiamente e de
intensidade menos pronunciada em relagdo a forma fumada (CONE,
1995).

A COC provoca agdo anestésica local, vasoconstri¢do e efeitos
simpatomiméticos. Os efeitos anestésicos sdo oriundos do bloqueio de
canais de sodio voltagem dependentes na membrana neuronal,
resultando em inibi¢do da condugdo nervosa. A vasoconstri¢do decorre
da estimulag@o de receptores a-adrenérgicos em células da musculatura
lisa arterial (ZIMMERMAN, 2012). No sistema nervoso central, o
psicotropico atua inibindo a recaptagdo pré-sinaptica de monoaminas
como a noradrenalina, serotonina e dopamina. Concentragdes elevadas
destas monoaminas aumentam o estado de alerta, causam hiperatividade
motora e inquietacdo. Efeitos como vasoconstricdo, hipertensio,
disritmia cardiaca, hipertermia e midriase, sdo decorrentes da elevagido
dos niveis de noradrenalina (WHITE; LAMBE, 2003). O excesso da
atividade dopaminérgica produz profunda euforia, estado de
autoconfianca em baixas doses e delirio em doses elevadas
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(ZIMMERMAN, 2012). Em usuarios cronicos alteracdes
comportamentais como psicose manifestam-se com sintomas de
ansiedade e alucinacdes. Estudos psiquiatricos correlacionam o uso da
droga com o aumento da agressividade principalmente nos eventos de
abstinéncia (KESSLER; PECHANSKY, 2008).

1.3 Aspectos analiticos
1.3.1 Deteccio de COC em amostras bioldgicas de interesse forense

Estudos internacionais relatam aumento expressivo na deteccdo
de substancias ilicitas em amostras bioldgicas coletadas em autopsias de
mortes violentas como suicidio, homicidio e acidentes graves
(DELAVERIS; TEIGE; ROGDE, 2014). O desenvolvimento de
ferramentas analiticas altamente sensiveis e especificas viabilizou a
realizagdo de analises toxicoldgicas em matrizes biologicas alternativas
como opg¢do ou complemento aos protocolos forenses de sangue e urina
(MUSSHOFF; MADEA, 2007).

O setor de Toxicologia Forense do Instituto de Analises Forenses
(IAF) do Instituto Geral de Pericias (IGP) de Santa Catarina (SC) realiza
exames toxicoldgicos de vitimas de morte violenta, suspeitas de
intoxicacdo, ¢ a influéncia ou ndo de entorpecentes durante a pratica de
um crime. O protocolo adotado compreende a coleta de amostras de
sangue e urina, e a critério do médico-legista o encaminhamento de
visceras. Em casos de lapso temporal entre o Obito e a realizagdo da
coleta, ou mesmo o estagio de putrefagdo do cadaver, a coleta de uma ou
ambas as amostras biologicas ficam prejudicadas. As amostras coletadas
sdo analisadas inicialmente utilizando-se técnica de imunoensaio por
quimiluminescéncia e posteriormente confirmadas por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS — do inglés Gas
Chromatography Mass Spectrometry).

A escolha da matriz bioldgica deve ponderar o histérico do caso
sob investigagdo e as caracteristicas quimicas dos analitos de interesse.
Amostras coletadas post mortem sdo suscetiveis a alteragdes na
concentragdo das substancias alvo devido a autdlise, agdo bacteriana,
putrefagdo e ao fenomeno de redistribuicio (HAN et al., 2012;
MARGALHO et al., 2011). Grande parte dos centros forenses adota
como rotina a andlise de sangue, urina e eventualmente visceras e
conteudo gastrico, entretanto, a diversidade de amostras biologicas
passiveis de analise compreende desde fluidos como suor, saliva, liquido
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cefalorraquidiano, pericardico, efusdo pleural, bile, liquido amniético,
meconio, leite materno, humor vitreo (HV) a tecidos muscular, adiposo
e Osseo, cérebro, unhas e cabelos (DRUMMER, 2004; MORIYA;
HASHIMOTO, 2000; PICHINI et al., 1996).

A literatura elenca diversificada aplicabilidade forense para
matrizes alternativas e propde o emprego conjunto de espécimes
biolégicas para a confirmagdo dos achados analiticos (ANTONIDES;
KIELY; MARINETTI, 2007; MARGALHO et al., 2011; REES et al.,
2013; WANG et al., 1994).

O HV figura como uma das matrizes alternativas de elei¢cao por
ser de facil obtenc¢do, mais limpida que sangue e visceras, nao se limita a
deteccdo de drogas lipofilicas como o figado, além de demandar pré-
tratamento mais simplificado que o requerido para a andlise de tecidos
(PELANDER, 2010).

A primeira publicacdo relatando o emprego de HV como amostra
de interesse analitico, data de 1966 com a comparagdo entre a detecgdo
de alcool etilico no sangue ¢ no HV (STURNER; COUMBIS, 1966).
Este em decorréncia de sua posi¢cdo anatdmica protegida por membranas
robustas esta menos sujeito a contaminacdo ¢ decomposi¢do (FUCCI et
al., 2006). Em casos de queimadura severa, embalsamentos e cadaveres
em avancgados estagios de putrefagdo, pode ser a unica matriz
disponivel. Os autores Loggan e Stafford (1989) sugerem que a auséncia
de atividade metabolica nos olhos permite acurada correlagdo entre
concentracdo das substancias no HV com os niveis corpdreos no
momento do 6bito.

Anatomicamente situado entre o cristalino e a retina no
compartimento vitreo (Figura 2), o HV ¢ um tecido altamente hidratado,
com aproximadamente 98 a 99,7% de agua, essencialmente composto
por matriz extracelular, compreendendo principalmente fibras colagenas
e carboidratos glicosaminoglicanos que o conferem um aspecto
gelatinoso (LE GOFF; BISHOF, 2008).
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Figura 2- Localizagdo anatomica do HV (Adaptado de Winslow,
2007)
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Em centros forenses europeus e americanos a analise de HV faz
parte da rotina laboratorial (ANTONIDES; KIELY; MARINETTI,
2007; MARGALHO et al., 2011; PELANDER, 2010). No Brasil tem
aumentado o niimero de publicagdes com propostas analiticas para a
avaliacdo de matrizes biologicas alternativas, porém ainda reduzido em
comparacdo ao cenario internacional (COSTA et al., 2014; PERES et
al., 2014; SANCHES et al., 2012; TOLEDO et al., 2003).

1.3.2 Deteccao de COC e CE na matriz de HV

Na literatura diversas técnicas foram propostas utilizando-se as
ferramentas analiticas de cromatografia gasosa (GC — do inglés Gas
Chromatography) (ANTONIDES; KIELY; MARINETTIL, 2007,
MACKEY-BOJACK et al., 2000) cromatografia liquida (LC — do inglés
Liquid Chromatography) (DUER; SPITZ; MCFARLAND, 2006),
eletroforese capilar (EC) (COSTA et al.,, 2014), espectrometria de
massas de modo sequencial (MS/MS — do inglés Tandem Mass
Spectrometry), associadas a extragdes liquido-liquido (LLE — do inglés
Liquid-Liquid Extraction) (FUCCI et al., 2006), em fase solida (SPE —
do inglés Solid Phase Extraction) (ALVEAR et al., 2014; PERES et al.,
2014), uso de polimeros de impressdo molecular para SPE (MISPE — do
inglés Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction) (FERNANDES et
al., 2013) ou assistida por micro-ondas (FERNANDEZ et al., 2011) para
a detec¢dao de COC e seus produtos de biotransformagdo em HV.
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1.3.3 Preparo de amostras

O emprego de metodologias validadas a partir de recursos
técnico-cientificos que propiciem alta sensibilidade e especificidade ¢
premissa para a identificagdo dos analitos e a adequada interpretagdo
dos resultados obtidos a partir de matrizes complexas. Os protocolos
analiticos compreendem principalmente triagem através do método de
imunoensaio e confirmagdo por GC ou LC acoplados a MS
(DRUMMER, 2010; KINTZ, 2004, MUSSHOFF; MADEA, 2007
TOMINAGA et al., 2015).

Na etapa de extracdo a técnica de microextragdo em fase solida
(SPME - do inglés Solid Phase Microextration) suplanta a utilizagdo da
LLE, e vem se destacando em relagdo a SPE. A extracdo por SPME
pode ser efetuada por imersdo direta (DI-SPME - do inglés Direct
Immersion Solid Phase Micro Extraction), exposi¢do da fibra na fase
vapor (HS-SPME - do inglés Head Space Solid Phase Micro
Extraction), ou envolvendo membranas de protecio (PAWLISZYN,
2011; SOUZA SILVA; PAWLISZYN, 2012). A Figura 3 retrata um dos
tipos de extragdo por SPME.

Figura 3- Representacdo das etapas da extragdo por DI-SPME, inspirada
em Kataoka e Saito (2011)

Etapas da microextragdo em fase sélida (SPME)
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1.Condicionamentosob 2, Exposiciodafibra 3. Recolhimento dafibra 4, Exposigio dafibra
agitagdo e temperatura para sorgio para dessorcio

A afinidade da fibra por um analito ¢ o fator mais importante na SPME.
A escolha da fibra deve ponderar a polaridade, peso molecular e
volatilidade do composto analisado. As versdes comerciais de fibras sdo
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compostas por silica fundida, recoberta por 07 diferentes polimeros
isolados ou em combinag¢des conjugadas (Figura 4). As fibras de
polidimetilsiloxano (PDMS) e poliacrilato sdo amplamente empregadas
em amostras biologicas para a deteccdo de compostos ndo polares e
polares, respectivamente (JUNTING et al.,1998, KATAOKA; SAITO,
2011; PRAGST, 2007). Inovagdes no preparo de sorventes com
imunoafinidade, obtidos por processo sol-gel, polimeros de impressdo
molecular (MIPs — do inglés Molecularly Imprinted Polymers),
materiais de acesso restrito (RAM - do inglés, Restricted Access
Materials) e polipirrol (PPy — do inglé€s Polypyrrole), tém sido propostas
em busca de maior seletividade na extragdo por DI-SPME (AUGUSTO
et al., 2010; SOUZA-SILVA et al., 2015).

Figura 4- Representagdo do aparato e fibra de SPME, inspirada em
Kataoka e Saito (2011)
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A técnica integra as etapas de amostragem, extracao,
concentracdo e inje¢do da amostra em um unico processo. A adaptacdo
dos aparatos de SPME com amostradores acoplados ao equipamento
GC/MS, viabilizou a automatizagdo das fases de incubagdo, extragio,
dessorcdo, injecdo da amostra e limpeza da fibra (RISTICEVIC et al.,
2009).

A imersdo direta deve ser executada a temperatura e agitacdo
constantes. Incremento na taxa de extracdo ¢é observado com
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temperaturas entre 50°C e 100°C. Quanto a durabilidade da fibra por
imersdo direta, foi demonstrada reprodutibilidade com mais de 100
injecdes consecutivas, dependendo da matriz (PRAGST, 2007).

Inumeros trabalhos reportam a eficiéncia da SPME para a
deteccdo de COC e seus produtos de biotransformagdo em amostras
diversificadas como cabelo (BERMEJO et al., 2006), suor
(FOLLADOR et al., 2004), saliva (FUCCI et al., 2003), plasma
(ALVAREZ et al., 2007) e urina (YONAMINE; SAVIANO, 2006). Em
contrapartida, rarissimos trabalhos empregam SPME em HV,
merecendo destaque o estudo realizado por De Martinis e Martin (2002),
que aplica este tipo de extrag@o na matriz de interesse para a deteccdo de
etanol, no entanto, utilizando a técnica de headspace e ndo a imersdo
direta da fibra.

1.3.4 Ferramenta analitica

A Secretaria Nacional de Seguranca Publica (SENASP), 6rgio
vinculado ao Ministério da Justi¢a tem investido no aparelhamento das
instituigdes periciais como medida de combate a criminalidade. Os
laboratérios forenses dos estados da federagdo receberam nos ultimos
anos equipamentos GC/MS, viabilizando a realizagdo de pesquisas de
drogas psicoativas em amostras brutas e biologicas (SENASP, 2014).

Na técnica de GC a substancia é carreada por um gas inerte,
como hélio ou hidrogénio, que constitui a fase movel, através de uma
coluna de fase estaciondria polimérica. Os componentes da amostra sao
separados a partir da polaridade e pressdo de vapor caracteristicas e
identificados por espectrometria de massas (MS — do inglés Mass
Spectrometry) (VALENTE et al., 2012).

O MS possui um campo elétrico ou magnético por onde passam
as particulas ionizadas da substancia. A trajetoria do ion depende da sua
massa e da carga, conformando a razdo m/z. Como a maioria dos
compostos a serem analisados encontram-se na forma neutra, o
equipamento possui aparato denominado fonte de ions, cuja fungdo €
converter a molécula em particulas ionizadas. As quatro principais
variagdes nos equipamentos compreendem: ionizagdo por elétrons (EI —
do inglés Electron lonization), ionizacdo por eletrospray (ESI — do
inglés Electrospray lonization), ionizacdo quimica (APCI — do inglés
Atmospheric Pressure Chemical lonization) e ionizagdo por inducdo de
plasma acoplado (ICP - do inglés Inductively Coupled Plasma). A fonte
EI ¢ a mais popular, todavia, demanda que a amostra seja volatil ou
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semi-volatil (ROCKWOOD; JHONSON-DAVIS, 2011). Apoés a
ionizagdo as particulas passam pelo analizador de massas, em destaque,
o tipo quadrupolo como o mais utilizado. Este, composto por quatro
barras paralelas, conforma um canal de passagem para os ions até o
detector na extremidade oposta, apresentando seletividade relacionada a
razdo m/z. O espectrOmetro pode ser programado para o modo de
monitoramento de ions seletivo (SIM - do inglés Selective Ion
Monitoring) com valores especificos de m/z ou para uma faixa de m/z no
modo varredura (SCAN). O modo SIM apresenta maior sensibilidade
em relagdo ao SCAN, sendo notorio para analises qualitativas ou
quantitativas com substancias de interesse pré-estabelecidas. O GC/MS
quadrupolo é amplamente empregado na identificacdo e quantificagdo
de substancias ilicitas em fluidos biologicos e tecidos (SMITH et al.,
2007).

1.3.5 Valida¢ao do método

Reportar dados confidveis ¢ mister na rotina analitica de
laboratorios forenses, pois constituirdo evidéncias determinantes em
decisodes judiciais. Neste sentido, a expectativa implicita é de resultados
validados e reprodutiveis (WILLE et al., 2011). Segundo defini¢do da
Organizagdo Internacional para Padronizacdo (ISO - do inglés
International Organization for Standardization), a validagdo consiste na
“confirmac¢do por exames e fornecimento de evidéncias objetivas de que
0s requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo
atendidos” (ABNT, 2005). Os parametros adotados dependem do
escopo em que o método sera aplicado. No ambito da toxicologia
forense sdo geralmente classificados em métodos de varredura e
confirmagao qualitativa ou quantitativa (SWGTOX, 2013).

Os parametros preconizados variam conforme o Orgdo
normatizador ou guia de referéncia. Entre as publica¢des internacionais
voltadas para a area forense destacam-se o Standard Practices for
Method Validation in Forensic Toxicology, proposto pelo Scientific
Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX, 2013) e o
Guidance for the Validation of Analytical Methodology and Calibration
of Equipment Used for Testing of Illicit Drugs in Seized Materials and
Biological Specimens, desenvolvido pelo departamento de drogas e
crime da ONU (UNODC, 2009), ambas direcionadas a tematica forense.
Entre as diretrizes gerais para validagdo de métodos analiticos em
matrizes biologicas, sdo fontes consolidadas o Guidance for Industry-
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Analytical Procedures and Methods Validation for Drugs and
Biologics elaborado pela US Food and Drug Administration (FDA,
2015), e o Guideline on Bioanalytical Method Validation organizado
pela European Medicines Agency (EMEA, 2011). No Brasil mediante a
inexisténcia de normativas especificas para laboratérios forenses, além
dos ja citados, também podem ser adotados como referéncia a
Resolugdo 27/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a qual
especifica os ensaios para a validacdo de técnicas para a andlise de
produtos farmacéuticos (ANVISA, 2012) e a ISO/IEC 17025:2005,
norma técnica que estabelece requisitos gerais para a competéncia de
laboratorios de ensaio e calibracdo pelo INMETRO (ABNT, 2005).

Pardmetros como precisdo, especificidade, seletividade,
linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificagdo, recuperagio,
reprodutibilidade, exatiddo, robustez, estabilidade, efeitos matriz e
residual (carryover), alternam-se entre os elencados para metodologias
quantitativas (ABNT, 2005; ANVISA, 2012; EMEA, 2011; FDA, 2015;
SWGTOX, 2013; UNODC, 2009). Para ensaios qualitativos LD,
seletividade, precisdo e carryover estdo entre os mais reportados
(PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2007, SWGTOX, 2013;
UNODC, 2009).

O LD pode ser definido como a menor concentragdo do analito
passivel de ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as
condigdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2012; ARAUJO,
2009). Em outra abordagem pode ser descrito como a menor
concentragdo do analito que o método consegue diferenciar de maneira
confiavel de ruidos de fundo (PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF,
2007).

Conceitualmente a seletividade consiste na habilidade de um
método analitico de mensurar inequivocamente e identificar um analito
na presenga de outros componentes na amostra, como por exemplo,
metabolitos, impurezas e interferentes de matriz. Em uma abordagem
qualitativa a seletividade pode ser demonstrada a partir da comprovagao
da auséncia de sinais interferentes (ANVISA, 2012; PETERS;
DRUMMER; MUSSHOFF, 2007).

A precisdo ¢ descrita como a proximidade ou grau de
concordancia entre os resultados obtidos a partir de repetidas aferi¢des
de multiplas aliquotas de uma mesma matriz, sendo expressa através do
coeficiente de variagdo (CV) (ANVISA, 2012; SWGTOX, 2013). O
pardmetro pode ser avaliado em trés niveis: repetibilidade, também
citada como precisdo intracorrida, precisdo intermediaria ou intercorrida



44

e reprodutibilidade. A primeira compreende a realizagdo de andlises
em curto intervalo de tempo sob as mesmas condigdes operacionais,
enquanto a precisdo intermedidria propde a mensuragdo em dias
distintos utilizando-se recursos variados. Ja a reprodutibilidade expressa
a precisdo entre laboratorios diferentes, demandando estudos
colaborativos (ANVISA, 2012; GONZALEZ et al., 2014; PETERS;
DRUMMER; MUSSHOFF, 2007).

A presenca residual do analito investigado em analises
subsequentes pode comprometer os resultados de métodos instrumentais
qualitativos e quantitativos (SWGTOX, 2013). Denominado de efeito
memoria, sendo mais popularmente adotada a terminologia em inglés,
carryover, geralmente ¢ caracterizado pela permanéncia na
instrumenta¢do analitica de quantidades residuais de analitos
decorrentes de amostras com concentracdes elevadas, analisadas
anteriormente. A interferéncia pode ocorrer na amostra seguinte ou se
estender pela corrida dependendo da concentragdo residual
(ISHIKAWA, 2011; KOLLIPARA et al., 2011).

Segundo revisdo publicada por Wille e colaboradores (2011) os
guias proveem informacdo e servem como orientagdo, todavia, compete
ao analista determinar quais parametros devem ser adotados na
estruturagdo de protocolo ajustado para a sua demanda analitica.
Independentemente da referéncia adotada é ponto pacifico entre os
orgdos técnicos e publicacdes cientificas o entendimento de que a
valida¢do visa como produto final ensaios confiaveis, a partir do
atendimento a critérios minimos que comprovem sua aplicabilidade a
finalidade pretendida (PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2007).

1.4 Aspectos da Instituicio

O IGP/Joinville, responsavel pelo atendimento de ocorréncias
envolvendo mortes violentas na maior cidade do estado de SC e de sua
regido metropolitana, implantou ha cinco anos pioneiro sistema
informatizado que possibilita o cadastramento dos casos atendidos pelos
Institutos. A ferramenta viabiliza a compilagdo de dados relevantes com
maior confiabilidade e encontra-se em etapa de expansdo para outras
cidades.

Estima-se que parte dos casos atendidos ndo possuem laudos de
exames toxicologicos em decorréncia da inviabilidade de coleta de
sangue e urina dos cadéaveres, evidenciando gargalo onde o aparato
forense ndo corroborou com a persecucdo penal. A diversificagdo de
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amostras passiveis de analise pode dirimir parte desta limitacdo. A
matriz HV torna-se recurso atrativo devido a sua posi¢do anatdmica
preservada e boa correlagdo com as concentragdes de analitos detectadas
em outras matrizes bioldgicas.

Considerando-se o elevado indice de uso da COC no pais e sua
intima relagdo com a violéncia e obitos vinculados, estima-se também
maior ocorréncia da substincia nos exames toxicologicos das vitimas
atendidas. A utilizagdo de SPME e GC/MS ¢ rotina consolidada no
Instituto de Analises Forenses do IGP/SC para a analise de amostras de
sangue e urina. A escassez de publicagdes abrangendo o emprego destes
aparatos analiticos para a deteccdo de COC na matriz HV reforga a
motivagdo para o desenvolvimento da pesquisa.

Neste contexto, o presente estudo pretende levantar a natureza
juridica das mortes violentas, o percentual de exames toxicoldgicos nao
realizados por falta de amostra biologica convencional e a ocorréncia
principalmente de COC e alcool em exames toxicoldgicos de vitimas de
morte violenta atendidas pelo IGP/Joinville. Na sequéncia, validar
método analitico para a deteccdo de COC e CE na matriz alternativa
HV, utilizando SPME e GC/MS, visando implantagdo da metodologia
na rotina do setor de toxicologia forense do IAF/IGP/SC.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Realizar levantamento sobre o perfil de mortes violentas
atendidas pelo IGP/Joinville e validar metodologia para a detecg¢do de
COC ¢ CE em HV com SPME por GC/MS.

2.2. Objetivos Especificos

* Realizar estudo retrospectivo dos casos atendidos pelo
IGP/Joinville, avaliando o perfil de dbitos por morte violenta, a
realizagdo da coleta de amostras convencionais para exame
toxicoldgico e o perfil das substincias detectadas;

* Validar metodologia para a detec¢do qualitativa de
COC e CE em uma amostra alternativa, HV, com SPME e analise
por GC/MS;

* Empregar a metodologia validada na andlise de
amostras de HV de casos post mortem que apresentaram
resultado toxicologico com detec¢do para COC e/ou CE em
amostras de sangue e/ou urina.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Equipamentos e Acessdrios

Para as etapas de desenvolvimento e validagdo foram utilizados
vortex Quimis® (Brasil) Q220, centrifuga Kindly® (Brasil) modelo KC4,
balanga analitica Shimadzu® (Japdo) modelo AUW 220, deionizador
Permution® (Brasil) DE 1800, cromatégrafo gasoso Agilent® (EUA)
7890A acoplado a detector de MS 5975C, com amostrador automatico
CombiPal da CTC Analytics® (Suiga), coluna cromatografica HP-5MS-
30 m x 0,25 mm x 0,25 um filme Agilent® (EUA), seringas de injecao
cromatografica CTC Analytics® fibra
Polidimetilsiloxano/Polidivinilbenzeno (PDMS/DVB) Supelco® (EUA)
¢ gas de arraste hélio 6.0 da Linde” (Brasil).

3.1.2 Reagentes

Os reagentes acido borico, hidroxido de sodio, acido cloridrico e
acetonitrila foram obtidos da Merck”™ (Alemanha), sendo os dois altimos
ultrapuros. Os padrdes analiticos certificados de COC, CE, nicotina,
cafeina e lidocaina foram adquiridos da Cerilliant Corporation® (Texas,
EUA).

3.1.3 Solucdes
3.1.3.1 Soluc¢des padrio

As solugdes de trabalho foram preparadas a partir dos padrdes de
COC e CE na concentragdo inicial de 1 mg/mL em acetonitrila. Foram
transferidos 100 uL de cada ampola para baldes volumétricos de 10 mL
e o volume completado com acetonitrila conformando concentragdo de
10 pg/mL. A partir destas, o mesmo procedimento foi adotado para o
preparo de solugdes de 1 ug/mL. Por fim, as solugdes de concentracdo
0,25 pg/mL foram preparadas a partir de 2,5 mL da solugdo a 1 pg/mL,
completadas para 10 mL com acetonitrila. As aliquotas foram
armazenadas em geladeira a 4°C (PERES, 2014).
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3.1.3.2 Soluciio tampio

A solugdo foi preparada adicionando-se 12,37 g de acido bérico e
100 mL de hidréxido de so6dio IN a 900 mL de agua deionizada. Na
sequéncia foram adicionados a 83,5 mL desta solucdo, 16,5 mL de acido
cloridrico 0,1N e o pH ajustado para 9,0 (ALVAREZ et al., 2007).

3.1.4 Amostras

As amostras de HV foram coletadas no Instituto Médico Legal
(IML) de Joinville de vitimas de morte violenta no periodo de abril/15 a
novembro/15. As coletas foram realizadas com consentimento dos
familiares, formalizado por meio de assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) — UFSC, sob o
namero 42155115.5.0000.012.

Foram coletadas amostras de HV dos olhos direito e esquerdo
individualmente, perfazendo quantidade igual ou superior a 2 mL. A
puncdo foi realizada no quadrante inferior abaixo da iris. Ao final do
procedimento foi injetada agua deionizada para reconstituicdo do
volume ocular (SWIFT et al., 1974). As amostras foram acondicionadas
em tubos de coleta contendo conservante fluoreto de sédio a 2% e
armazenadas a -20°C (PERES et al., 2014).

As amostras de HV foram distribuidas em dois grupos
denominados teste e negativo, a partir dos respectivos resultados
detectado e ndo detectado para COC e/ou CE em amostras de sangue
e/ou urina.

Acrescenta-se que as amostras de sangue e urina sdo
rotineiramente coletadas durante o exame de necropsia, no
IML/Joinville, e encaminhadas para analise no setor de toxicologia
forense do IAF/IGP em Florianopolis.

Os critérios de inclusdo utilizados para este estudo foram vitimas
de morte violenta de ambos os sexos, enquanto os critérios de exclusdo
compreenderam o6bitos de causa natural, doadores de cornea e menores
de 18 anos.
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3.2 Métodos

3.2.1 Estudo retrospectivo dos casos de Obitos atendidos no
IGP/Joinville

3.2.1.1 Quanto ao perfil de mortes violentas

O IGP/Joinville conta com sistema informatizado (Sirsaelp®) que
mantém em sua base de dados o cadastro das vitimas, exames realizados
e os respectivos laudos periciais das ocorréncias atendidas.

Estudo retrospectivo dos casos atendidos entre janeiro de 2013 e
dezembro de 2015 foi realizado abrangendo o numero de mortes
violentas ocorridas na regido de Joinville, abrangendo os seguintes
municipios: Joinville, Araquari, Sdo Francisco do Sul, Garuva e Itapoa.
Os casos foram analisados com relagdo a sua distribuicdo por natureza
juridica (homicidio, suicidio, acidentes de transito e outras formas de
morte), ao género e a idade das vitimas.

3.2.1.2 Quanto a coleta de amostras bioldgicas

O protocolo institucional consiste na coleta de sangue e urina de
todas as vitimas de morte violenta e em determinados casos, de visceras.
Porém, o estado de conservagdo do cadaver e Obitos em ambiente
hospitalar podem conformar fatores limitantes para a coleta destas
amostras.

Foram consultadas, em cada caso de obito por morte violenta, as
guias de encaminhamento de amostras bioldgicas ao setor de toxicologia
do TAF/IGP/SC, e na auséncia destas, avaliados os laudos cadavéricos
em busca de elementos que justificassem a ndo realizag¢do da coleta.

3.2.1.3 Quanto aos resultados dos exames toxicolégicos

Entre os casos com registro de coleta de amostra biolégica foram
analisados os resultados dos exames descritos nos laudos periciais. Os
resultados foram distribuidos em ndo detectados e detectados. Entre os
casos detectados as substancias identificadas foram agrupadas por tipo
de droga e posteriormente distribuidas em relagdo a natureza juridica da
morte. Os dados foram expressos em percentual e valores absolutos de
ocorréncia.



52

3.2.2 Etapa pré-analitica
3.2.2.1 Preparo de amostras

Inicialmente as amostras de HV foram centrifugadas por 5
minutos a 4000 rpm. Destas, aliquotas de 0,5 mL foram acondicionadas
em microtubos juntamente com 1,0 mL de solucdo tampdo. Na
sequéncia as amostras foram submetidas a extracdo por SPME
(ALVAREZ et al., 2007; YONAMINE; SAVIANO, 2006).

3.2.2.2 Extracéo

A SPME foi realizada a partir da imersdo direta da fibra
PDMS/DVB. O processo é automatizado compreendendo as seguintes
etapas:

L Condicionamento da amostra

IL Adsorcdo dos analitos na fibra sob agitacdo e
temperatura constantes

II1. Dessor¢do dos compostos no injetor do cromatografo
Iv. Pos-condicionamento da fibra para limpeza por
aquecimento.

A Tabela 1 descreve as condigdes de tempo, temperatura e
agitacdo de cada etapa acima utilizada (TOLEDO et al., 2003;
YONAMINE; SAVIANO, 2006).

Tabela 1. Especificagdo dos parametros adotados para SPME

Parametro Tempo Temperatura Agitacio
(min) O (rpm)
Condicionamento da amostra 0,6 60 500
Adsorc¢ao 20 60 500
Dessorcao 5 250 -
Pés-condicionamento da fibra 5 250 -

min.- minutos; °C- graus Celsius; rpm- rota¢cdes por minuto
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3.2.3 Etapa analitica
3.2.3.1 Condicoes cromatograficas

As condigdes cromatograficas utilizadas foram as mesmas
adotadas para a varredura toxicolégica em amostras de sangue e urina
realizada pelo setor de toxicologia do IAF/IGP, as quais seguem
descritas de maneira pormenorizada na Tabela 2.

Tabela 2. Especificacdo das condigdes cromatograficas adotadas no
método

Parametro Especificacoes
Coluna HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25
pm)
Gas de arraste Hélio- fluxo de 1 mL/min.
Temperatura do injetor 250°C
Modo de injecao Splitless
Temperatura da coluna 100°C (1min); linear a 18°C/min.

até 300°C por 3 min.

Temperatura da fonte de ions 250°C
Temperatura da linha de 280°C
transferéncia
Modo SIM  ions COC 182,272, 303
ions CE 196,272,317

m- metros; mm- milimetros; pm- micrometro; min- minutos; °C- graus Celsius

3.2.4 Validacao

Na etapa de validagdo foram avaliados os parametros
especificidade e seletividade, LD, precisdo e carryover, fundamentados
nas orientagdes do guia SWGTOX (2013) e UNODC (2009).
3.2.4.1 Especificidade e Seletividade

Amostras de HV de cinco fontes distintas foram analisadas para a
verificagdo da auséncia de sinais interferentes proprios da matriz,
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proximos ao tempo de retencdo (RT — do inglé€s Retention Time) dos
analitos de interesse, COC e¢ CE (UNODC, 2009). Na sequéncia
amostras de HV em triplicatas foram fortificadas com 100 ng/mL dos
padrées de cafeina, lidocaina, nicotina, COC e CE, sendo as duas
primeiras, substancias frequentemente encontradas como adulterantes
em amostras de COC apreendidas (MALDANER et al., 2015; UNODC,
2005; SWGDRUG, 2013). A nicotina foi empregada visando descartar
possivel interferéncia desta substancia no RT dos analitos de interesse
no caso de individuos fumantes.

A avaliacdo foi feita a partir da visualizagdo do cromatograma,
atentando-se para o surgimento de picos muito proximos ao RT dos
analitos de interesse, assim como alteracdes nas areas dos picos dos
mesmos, 0 que poderia sugerir uma coeluigdo.

3.2.4.2 Limite de Deteccio

Os ensaios para esse pardmetro foram conduzidos conforme uma
das abordagens sugeridas pelo guia de toxicologia forense, SWGTOX
2013. A referida abordagem se baseia no estabelecimento de uma
concentragdo para LD a partir de uma tomada de decisdo administrativa
(decision point em inglés), considerando aspectos como a demanda
laboratorial, mesmo sendo analiticamente possivel obter uma
concentracdo mais baixa para o LD. No presente estudo optou-se pela
concentracdo de 5 ng/mL para LD. Estudos publicados reportam
concentracdes detectadas em HV de casos post mortem a partir de 30
ng/mL para COC ¢ CE (ANTONIDES; KIELY; MARINETTI, 2007
MACKEY-BOJACK et al., 2000; PERES et al., 2014). Neste sentido, a
escolha da concentragdo de 5 ng/mL como LD compreende valor
aproximadamente 6 vezes inferior as menores concentragdes detectadas
em casos forenses reportados na literatura.

Para a avaliag@o deste parametro, a concentracdo de 5 ng/mL para
COC e CE foi adicionada em HV e analisada em triplicata durante trés
dias consecutivos (SWGTOX, 2013). Para validacdo deste pardmetro, os
resultados, expressos em CV referente as replicatas, devem ser
inferiores a 20%. Para o calculo do CV, utilizou-se a féormula abaixo.

CV (%) = (DP/CMD) x 100
Onde:
CV= Coeficiente de Variagdo; DP= Desvio Padrdo; CMD=
Concentragdo Média Determinada.
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3.2.4.3 Precisao

Os ensaios de precisdo foram realizados por meio da andlise de
10 replicatas de HV fortificadas com 7 ng/mL dos padrdes de COC e
CE, considerando-se a metodologia proposta pela UNODC (2009) para
métodos qualitativos, que preconiza analise de replicatas fortificadas
com uma concentragdo entre 1,25 ¢ 2 vezes a do LD.

Para a avaliagdo deste parametro foram observados os resultados
falsos negativos, os quais ndo devem ultrapassar 20% das amostras
analisadas. Além disso, foi avaliado o CV dos RTs dos analitos de
interesse que devem ser inferiores a £2%, segundo o guia de referéncia
(UNODC, 2009).

3.2.4.4 Carryover

Para a analise deste pardmetro uma amostra de HV isenta dos
analitos de interesse COC e CE foi processada apds a analise de outra
fortificada com padrdes dos mesmos analitos na concentragdo de 750
ng/mL, considerada alta, ou seja, 150 vezes maior que o LD
estabelecido. Na auséncia de efeito residual, amostras em concentragdes
crescentes a partir de 1000 ng/mL foram empregadas para a avaliagdo
deste parametro. O procedimento foi realizado em triplicata (SWGTOX,
2013).

Uma vez constatado o carryover, tornou-se necessario implantar
procedimentos que eliminem essa contaminagdo. Os procedimentos
adotados com esta finalidade foram o aquecimento da fibra a 250°C por
5 minutos e da coluna a 320°C por 10 minutos. Ao final, processou-se
nova amostra isenta dos analitos de interesse para verificar a eficiéncia
do procedimento.

3.2.5 Aplicacio do método em casos post mortem

As amostras de HV com resultados detectados para COC ou CE
em sangue ou urina, foram analisadas empregando-se a metodologia
validada. Os resultados obtidos foram comparados com as matrizes de
referéncia e compilados em tabela.

Adicionalmente, para avaliacio do desempenho do método
validado, foram analisadas 3 amostras do grupo negativo.
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3.2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos na etapa de levantamento dos exames
toxicologicos foram distribuidos em graficos desenvolvidos no
GraphPad Prism®, ¢ tabelas no Excel®, ilustrando tanto em valores
percentuais quanto absolutos das amostras coletadas, a deteccdo de
substancias nos exames toxicologicos, sua variedade e distribuigdo
quanto a natureza juridica dos obitos atendidos no periodo.

Os resultados obtidos na etapa analitica de validagdo foram
avaliados a partir de calculos da média, desvio padrio (DP), CV e
representados sob a forma de tabelas desenvolvidas no Excel”.
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4 RESULTADOS
4.1 Quanto ao perfil das mortes violentas atendidas no IGP/Joinville

Os dados relacionados a natureza juridica dos 6bitos, ao género e
a idade média das vitimas seguem descritos na Tabela 3, distribuidos
por ano. Na categoria “outras”, dentro da classificacdo natureza juridica,
enquadram-se casos de acidentes de trabalho, afogamentos, quedas,
eletroplessdo e acidentes diversos.

No periodo avaliado foi verificado um aumento de 20,6 %, no
numero total de mortes violentas atendidas pelo IGP/Joinville. Quanto a
natureza juridica observou-se elevagdo nos crimes de homicidios e
acidentes de transito. Nas outras causas de morte observou-se uma
tendéncia a elevagdo, por outro lado, nos suicidios foi constatado uma
propensdo ao decréscimo.

Em relagdo ao género, averiguou-se que o masculino foi
notadamente o mais acometido. Ressalta-se que nos homicidios essa
diferenca foi 14 vezes maior, enquanto nas demais naturezas juridicas
ndo ultrapassou a 5 vezes. Considerando o género feminino observou-se
aumento de vitimas principalmente em acidentes de transito.

Todas as faixas etdrias foram acometidas por mortes violentas,
porém a média para cada natureza juridica foi de 32 a 50 anos.
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Tabela 3- Distribui¢do das mortes violentas ocorridas na regido de Joinville, por natureza juridica, género e

idade
2013 2014 2015 Total

Natureza Género Género Género Género

Juridica M/F Idade N M/F Idade N M/F Idade N M/F Idade
Homicidio 116 108/8 31,7+13,1 127 116/11 322127 169 161/8 32,0+132 412 38527 32,0+12.9
Suicidio 56  46/10 42,1+17.1 35  27/8  42,0£16,9 38  31/7 434+181 129 10425 42.4+172
‘;i;‘:fs’l‘tts 166 133/33 38.6£17,3 207 163/44 40,0+18,1 209 148/61 37.9+21,1 582 442/138 39,1+18,6
Outras 90 71/19 4934214 109 93/16 44,0£23,9 100 82/18 5034232 299  243/53 47,7+23,1
Total

Mortes 428 478 516 1422

Violentas

N- niimero de mortes violentas; M- Masculino; F- Feminino.
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4.2 Quanto a coleta de amostras biologicas

Entre 2013 e 2015 o maior percentual de amostras
coletadas concentrou-se em casos de homicidios (78,9%; n= 325)
e suicidios (72%; n= 93), enquanto para acidentes de transito foi
constatado o percentual de 58,8% (n= 342). Os achados
evidenciaram que nos obitos classificados como outras formas de
morte, a coleta de amostras bioldgicas diminui notadamente,
compreendendo 43,8% (n= 131) do total de ocorréncias desta
natureza (Figura 5).

Figura 5- Distribuicdo da coleta de amostras bioldgicas
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As justificativas para a ndo realizagdo da coleta foram
extraidas dos registros de atendimento e dos laudos cadavéricos.
Foram encontradas como justificativas: casos de obitos ocorridos
em ambiente hospitalar (54,1%, n= 287); cadaver em estado de
putrefagdo (7,7%, n= 41); vitimas com politraumas (1,3%, n= 7),
ossadas (0,9%, n= 5) e corpos carbonizados (0,6%, n= 3). Os
casos sem justificativas representaram 35,4% (n= 188) do total de
ndo coletados (Figura 6). A internacdo hospitalar foi fator
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limitante da maioria dos casos registrados. Constatou-se ainda
que a hospitalizagdo estd bastante relacionada a oObitos por
acidentes de transito.

Figura 6- Distribui¢do das justificativas que causaram limitagdo
na coleta de amostras bioldgicas

N3ao Justificados
35,4%

Ossadas

- / Atendimento
Carbonizados Hospitalar
0,6% 54,1%
Politraumas
1,3% Putrefeitos

7,7%

4.3 Quanto aos resultados dos exames toxicologicos

Nesta etapa observou-se a deteccdo e o tipo de
substancias encontradas nas amostras de sangue e urina. As
referidas informacdes foram obtidas a partir dos laudos
toxicologicos emitidos pelo IAF/IGP.

Do total de 891 amostras coletadas 513 apresentaram
resultado detectado para pelo menos uma das substincias
analisadas e 378 ndo detectados. A Figura 7 ilustra o percentual
de amostras detectadas por natureza juridica.
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Figura 7- Distribuicdo dos resultados de exames toxicoldgicos
por natureza juridica
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Nos 6bitos atendidos pelo IGP/Joinville o maior percentual
de exames detectados concentra-se nos casos de homicidios com
70,5%, seguidos por outras formas de morte com 51,9%,
suicidios com 51,6% e acidentes de transito com 50%, os quais
praticamente ndo diferenciaram entre si.

As amostras detectadas compreenderam casos com
detec¢do somente na varredura toxicoldgica (imunoensaios por
quimioluminescéncia), com confirmag¢do por GC/MS (37,23%),
deteccdo somente para o alcool (GC com headspace e detector de
ioniza¢do de chama) (40,54%), e deteccdo em ambos os exames
(22,23%) (Figura 8).
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Figura 8- Distribuicdo dos resultados detectados para exames de
varredura toxicologica e alcool
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Entre os tipos de substancias detectadas somente na
varredura  toxicologica destacam-se a COC (20,4%),
COC/Tetrahidrocabinol (THC) (12,6%), THC (29,8%) e
Benzodiazepinicos (BDZ) (12,6%) (Figura 9). Informa-se que o
item polidrogas refere-se a exposi¢do concomitante a mais de
uma substancia proscrita ou de uso controlado, distintas da COC.
O item “outras” foi designado a substancias como analgésicos e
principios ativos ndo enquadrados nos grupos anteriores.
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Figura 9- Distribuicdo das substincias mais detectadas na
varredura toxicoldgica nos casos de mortes violentas entre 2013 e
2015 sem detecgao de alcool
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COC- Cocaina; THC- Tetraidrocanabinol; BDZ- Benzodiazepinico; Deriv.ANF- Derivados
Anfetaminicos; ADT- Antidepressivos Triciclicos; BARB- Barbituricos

Figura 10- Distribuicdo das substincias detectadas na varredura
toxicoldgica nos casos de mortes violentas entre 2013 e 2015 com
detecgdo concomitante de alcool
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COC- Cocaina; THC- Tetraidrocanabinol; BDZ- Benzodiazepinico; Deriv.ANF- Derivados
Anfetaminicos; ADT- Antidepressivos Triciclicos; BARB- Barbituricos
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Considerando-se que a formacdo do CE, substincia de
interesse no presente estudo, depende da exposi¢do ao alcool, na
sequéncia optou-se por avaliar a distribui¢do das substincias por
natureza juridica nos casos com deteccdo simultdnea das
substancias na varredura toxicoldgica e do alcool (Figura 11).

Figura 11- Distribui¢do das substancias detectadas por natureza
juridica nos casos de deteccdo na varredura toxicoldgica e alcool

A Homicidios B Acidentes de Tréansito

C Suicidios
60%
50%
40%4
30%

20% n=t n=1

. “
0- T T

< O O QO & 3
F F &P
00

R FEE PSS
[ N < of =
COC- Cocaina; THC- Tetraidrocanabinol; BDZ- Benzodiazepinico; Deriv.ANF-

Derivados Anfetaminicos; ADT- Antidepressivos Triciclicos

Nos homicidios, as substincias prevalentes foram COC
(54,8%, n= 34), a associagdo COC/THC (21%, n= 13) e THC
(23,6%, n= 12) (Figura 11-A). Nas amostras de vitimas de
acidentes de transito, a substincia predominante foi a COC
(44,1%, n=15), seguida por THC (29,4%, n= 10) e a associagdo
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COC/THC (20,6%, n=7) (Figura 11-B). Nos casos de suicidios e
outras formas de morte, o nimero de casos foram bem mais
reduzidos, porém a COC ainda continuou prevalecendo. Nos
suicidios (Figura 11-C), a porcentagem de COC (50%, n= 3) foi
maior, seguida pelo THC, BDZ e outras drogas, com equivalentes
16,7% (n= 1). Nos obitos classificados como outras formas de
morte, a COC foi proeminente (41,7%, n=5), e na sequéncia a
associagdo COC/THC, BDZ e derivados anfetaminicos, com
equivalentes 16,7% (n= 2), finalizando com o THC, encontrado
em 8,3% (n=1) (Figura 11-D).

Destarte, a COC foi a substancia proscrita predominante
entre todas as classificagdes juridicas, constatada em 75,8% dos
casos de homicidios, 64,7% dos acidentes de transito, 50% dos
suicidios e 58,4% em outras formas de morte, considerando os
casos com detec¢do concomitante na varredura toxicoldgica e
alcool (Figura 12).

Figura 12- Distribui¢do da detec¢do de COC e CE por natureza
juridica nos casos de deteccdo na varredura toxicoldgica e alcool
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O CE foi detectado em 58,1% dos homicidios, 61,8% dos
acidentes de transito, 50% dos suicidios e 58,3% dos casos
classificados como outras formas de morte, envolvendo a
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detec¢do concomitante de alcool (Figura 12). Adicionalmente,
cabe relatar 9 casos com detec¢do de CE, ndo inseridos no grafico
acima, para os quais ndo havia resultado da analise de alcool.

4.4 Validacao
4.4.1 Especificidade e Seletividade

Nao foram detectados picos interferentes nas cinco
amostras de HV de fontes distintas, isentas dos analitos de
interesse analisadas. Apds a adi¢do dos padrdes de COC, CE,
nicotina, cafeina e lidocaina (100 ng/mL) ndo foram constatados
picos interferentes, nem alteragdo nas areas dos picos referentes
aos analitos de interesse, como pode ser observado no
cromatograma representado na Figura 13.

Figura 13- Cromatograma representativo contemplando a
detecg¢do de COC, CE, nicotina, cafeina e lidocaina no ensaio de
seletividade
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4.4.2 Limite de Deteccio

O LD avaliado na concentra¢do de 5 ng/mL, concentragdo
obtida através de uma escolha administrativa, apresentou CVs
inferiores a 10%, para COC e inferiores a 15% para o CE em
cada dia de andlise, estando dessa forma dentro do limite
estabelecido pelo guia forense SWGTOX (2013), que é de 20%.
Os resultados seguem sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4- Valores das areas dos picos para COC e¢ CE e os
respectivos CVs das triplicatas realizadas em 3 dias consecutivos
para a concentragao de 5 ng/mL (LD)

coc CV% CE CV%
17024 18073

Dia 1 19558 7,3 16745 13,7
17622 13749
20194 17624

Dia 2 23089 7,2 19525 107
22810 21840 ’
20213 17194

Dia 3 17532 71 15320 5,8
19079 ’ 16073

Geral 11,1 13,6

4.4.3 Precisao

O método demonstrou precisio sob condi¢des de
repetibilidade para 10 replicatas de HV, sem a obtencdo de
falsos-negativos ¢ CVs dos RTs dos analitos de interesse
inferiores ao limite preconizado pelo guia forense utilizado como
referéncia (UNODC, 2009). Os valores dos RTs e os respectivos
CVs seguem compilados na Tabela 5.
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Tabela 5- Valores de RT para o ensaio de precisdo para 10 replicatas fortificadas com 7 ng/mL, e os respectivos
CVs para COC e CE

Tempo de Retencdo (min.)

HV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CV%

CcocC 10,798 10,799 10,806 10,805 10,802 10,804 10,811 10,801 10,798 10,803 0,4

CE 11,068 11,069 11,076 11,075 11,071 11,075 11,078 11,073 11,069 11,073 0,3
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4.4.4 Carryover

Inicialmente a concentracdo de 750 ng/mL para ambos os
analitos, COC e CE, foi analisada para este parimetro, ndo sendo
detectado efeito de carryover em amostra branco de HV analisada
posteriormente. O cromatograma segue ilustrado na Figura 14.

Figura 14- Cromatograma representativo da amostra branco
analisada posteriormente a 750 ng/mL
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Posteriormente avaliou-se a concentragdo de 1000 ng/mL,
onde foi identificado efeito de carryover, conforme pode ser
observado na amostra branco de HV, analisada na sequéncia,
representada na Figura 15.

Figura 15- Cromatograma representativo da amostra branco
analisada posteriormente a 1000 ng/mL
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Apos a realizacdo de processo de aquecimento da coluna a
320°C durante 10 minutos e da fibra a 250°C por 5 minutos,
objetivando a descontamina¢do, nova amostra branco foi analisada.
Esta demonstrou que nenhum efeito residual permaneceu no aparato,
evidenciando que o procedimento adotado foi eficiente na
eliminagdo do efeito residual (Figura 16).

Figura 16- Cromatograma representativo da amostra branco
analisada posteriormente ao procedimento de descontaminagio

[Abundance
18
160X
1400
1200
100X

L
e00]
400

«

D AN NN USRS AP AN A

Time—> 750 8bo 8fo  efo o0 foloo 10550 1100 1150 12000 1250 1300 1350 1400 1450

4.5 Aplicacao do método em casos post mortem

Ao total foram obtidas 15 amostras para o grupo teste ¢ 3 no
grupo negativo. Em 13 dos 15 casos avaliados ocorreu deteccao de
COC e CE nas amostras de sangue ou urina ¢ HV. Em dois casos a
COC, exclusivamente, foi detectada somente no HV. Os resultados
encontram-se descritos na Tabela 6, abrangendo os dados obtidos na
dosagem alcoodlica, varredura toxicoldgica em sangue/urina e da
analise de HV.
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Tabela 6- Resultados da aplicagdo da metodologia em 15 casos post
mortem, relacionados a dosagem alcodlica e comparacao da detecgdo
de COC e CE em sangue, urina e HV

Caso Toxicologico Dosagem Resultado
sangue/urina Alcodlica HV
1 COC/CE D COC/CE
2 CcocC ND COoC
3 COC/CE D COC/CE
4 CE D COC/CE
5 CE/THC D COC/CE
6 COC/CE D COC/CE
7 COC/CE D COC/CE
8 CcocC ND CcoC
9 COC/THC ND CcoC
10 CcocC ND COoC
11 COC/CE D COC/CE
12 COC/THC ND COoC
13 COC/THC ND CcoC
14 COC/THC ND CcoC
15 COC/CE D COC/CE

D- Detectado, ND- Nao Detectado; COC- Cocaina; CE- Cocaetileno; THC-
Tetrahidrocabinol

Da totalidade de casos avaliados 11 compreenderam
amostras de vitimas de homicidio, 3 de acidente de transito e 1 de
eletroplessdo. O género masculino foi predominante, abrangendo 13
casos ¢ a idade das 15 vitimas variou entre 17 e 41 anos.

A Figura 17 retrata cromatograma representativo da
deteccdo de COC e CE nos casos post mortem avaliados.
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Figura 17- Cromatograma representativo da aplicagdo do método
com detec¢do de COC e CE
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Adicionalmente foram avaliados 3 casos com resultado de
exame toxicologico com ndo detec¢do em sangue e urina, nos quais
igualmente ndo foram detectadas substancias.
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5 DISCUSSAO

“.. — A quem estais carregando,
irmdos das almas, embrulhado nessa rede?
dizei que eu saiba.

— A um defunto de nada, irmdo das
almas, que ha muitas horas viaja a sua
morada.

— E sabeis quem era ele, irmdos das
almas, sabeis como ele se chama ou se
chamava?

— Severino Lavrador, irmdo das
almas, Severino Lavrador, mas ja ndo lavra.

— E foi morrida essa morte, irmdos
das almas, essa foi morte morrida ou foi
matada?

— Até que ndo foi morrida, irmdo das
almas, esta foi morte matada, numa
emboscada.” (trecho adaptado do livro Morte
e Vida Severina de Jodo Cabral de Melo Neto
(1954-1955), p.93-94, 2007.)

Os achados do presente estudo representam a realidade
constatada na regido de Joinville (Joinville, Araquari, Sdo Francisco
do Sul, Garuva e Itapod) onde dos 1422 casos de dbitos atendidos
entre os anos de 2013 e 2015, os acidentes de transito abarcaram o
maior numero de vitimas, compreendendo 40,9% dos casos. Quanto
ao género, a prevaléncia foi o masculino com 82,6%. Com relagao a
idade, observou-se uma média aproximada de 40 anos. O
crescimento de 45,7% no nimero de homicidios em relagdo ao
primeiro ano do levantamento evidencia alarmante incremento da
violéncia na regido atendida.

O homicidio foi também a natureza juridica que compreendeu
maior nimero de casos detectados na triagem toxicologica. Para
acidentes de transito, suicidios ¢ demais formas de morte, o
percentual de detecg¢do foi aproximadamente 20% menor. Entre as
substancias detectadas merecem destaque alcool, COC ¢ THC. Os
BDZ, Antidepressivos Triciclicos (ADT), BARB, derivados
anfetaminicos, combinagdes de polidrogas e demais substancias
agrupadas na classificacdo outras drogas completam o elenco das
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substancias detectadas em vitimas de mortes violentas no periodo
avaliado.

A partir destes dados € possivel conhecer o perfil dos dbitos
atendidos e das substincias detectadas nos exames toxicoldgicos
podendo assim direcionar o planejamento da demanda de
atendimento, adequagdo da infraestrutura e o desenvolvimento de
técnicas analiticas compativeis.

Muito além do ambito institucional as informagdes
compiladas contribuem, em ampla andlise, para compreensdo da
relagdo de mortes violentas e uso drogas na regido de Joinville e
reflexdo sobre as politicas publicas nas esferas da seguranga e satude
relacionadas a esta tematica.

Segundo o Mapa da Violéncia 2014, em analise das taxas de
homicidios no Brasil entre 2001 e 2011, no ultimo ano do
levantamento o pais atingiu o elevado patamar de 27,1 homicidios
para cada 100.000 habitantes. Em SC a estimativa foi de 12,6 para
cada 100.000 habitantes, porém ndo menos preocupante quando se
observa o saldo de 797 mortes por homicidios em 2011
(WAISELFIZ, 2014).

Em levantamento realizado por Vermelho e Jorge (1996)
sobre a mortalidade de jovens entre 1930 e 1991, constatou-se que
até a década de 50 a maioria dos 6bitos nas cidades do Rio de Janeiro
e Sdo Paulo estava vinculada a doengas infectocontagiosas,
especialmente a tuberculose. A partir de 1960 ocorre a transi¢do das
mortes de causa violenta como homicidios, acidentes de transito e
suicidio, para a primeira posi¢do. Passadas duas décadas desta
publicagdo, o numero de Obitos por morte violenta segue em
tendéncia ascendente no pais e também na regido de Joinville. Entre
os anos de 2013 e 2015, periodo avaliado por este estudo, foi
constatado um aumento de 20,6% no nimero de vitimas atendidas
pelo IGP/Joinville. O acidente de transito ¢ a natureza juridica com
maior percentual de vidas ceifadas, seguida pelo homicidio.

A prevaléncia de obitos decorrentes de acidentes de transito
atendidos pelo IGP/Joinville reflete as realidades nacional e mundial.
O Mapa da Violéncia 2013 aponta dados alarmantes sobre o
crescimento de mortes no transito no Brasil desde a década de 80. No
periodo de 1980 a 2011 foram contabilizadas 980.838 vitimas
(WAISELFIZ, 2013b). A Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
ressalta em relatorio do mesmo tema, as elevadas taxas de mortes no
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transito principalmente em paises em desenvolvimento (WHO,
2013). O perfil predominante relatado nos dois documentos é do
género masculino e faixa etaria jovem. O levantamento brasileiro
reportou média de 39,3 anos para vitimas em automoveis e 32,3 em
motocicletas (WAISELFIZ, 2013b; WHO, 2013). Perfil semelhante
foi constatado nos acidentes ocorridos na regido de Joinville com
predominancia do género masculino (76%) e idade média de 37,9
anos.

A prevaléncia deste género em mortes violentas foi
encontrada também em outros estudos como o de Sheehan e
colaboradores (2013) que constatou a predominancia de 77% de
homens entre 5791 obitos avaliados no periodo de 2004 a 2009 no
Colorado (EUA). Os pesquisadores Darke, Duflou e Torok (2009),
reportaram percentuais de 77% e 72,2% de vitimas masculinas para
homicidios e suicidios, respectivamente, entre 1723 mortes violentas
em Sydney (Australia).

Para auxiliar na investigagdo da causa do 6bito, os exames
toxicoldgicos no dominio forense sdo de grande importancia. Estes
permitem ponderar a relacdo do uso de substancias psicoativas as
mortes violentas assim como o esclarecimento de mortes suspeitas
sem causa aparente (TOMINAGA et al., 2015).

A elucidagdo destes Obitos a partir dos exames toxicologicos,
passa pela etapa inicial de sele¢do e coleta das amostras apropriadas.
A selecdo ira depender do tipo de evento investigado e da
disponibilidade de amostras. A coleta tem por objetivo a amostragem
de parte representativa do todo, que permita a deteccdo de
substdncias e a adequada interpretagdo dos achados analiticos
(SKOPP, 2010). Amostras de sangue, urina, contetido gastrico e
figado estdo entre as mais empregadas, entretanto, ¢ o estado fisico
do corpo que ira determinar quais matrizes serdo viaveis para coleta
(DRUMMER, 2004; SKOPP, 2010).

Em consonancia a literatura, o IGP/Joinville possui como
protocolo a coleta de amostras de sangue e urina durante a realizacdo
da necropsia de mortes violentas. Em determinados casos com causa
mortis a esclarecer, a coleta de conteido gastrico e fragmentos de
tecidos € pratica complementar. Nas ocorréncias atendidas durante o
periodo estudado, o maior percentual de amostras coletadas
compreendeu os casos de homicidios e suicidios. Por outro lado, a
categoria “outras formas de morte”, conforma a natureza juridica
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com menor percentual de coleta. As principais justificativas
apresentadas nos laudos e registros de atendimento para a ndo
realizag@o da coleta foram 6bitos ocorridos em ambiente hospitalar e
cadaveres em avancado estagio de decomposicdo.

Nos casos de obitos em ambiente hospitalar, uma provavel
causa da ndo realizag@o da coleta atribui-se ao lapso temporal entre o
evento inicial ¢ a admissdao no IML, bem como, a administracdo de
medicamentos durante as manobras clinicas, que podem prejudicar a
correlagdo dos achados com a causa do obito (MADEA;
MUSSHOFF, 2007).

Foi constatado na rotina de atendimentos do IGP/Joinville que
parte significativa das vitimas de morte violenta que vado a 6bito em
ambiente hospitalar, sdo oriundas de acidentes de transito. Estes, por
sua vez, abarcam maior volume de vitimas atendidas pelo
IML/Joinville (40,9%), podendo a internagdo hospitalar contribuir
para o percentual de amostras ndo coletadas.

Em casos de avancado estagio de decomposigio e
carbonizagdo, a disponibilidade de amostras ¢ uma das limitagoes.
Nos corpos em putrefacdo os tecidos geralmente estdo bastante
liquefeitos, sendo a coleta de fluidos bioldgicos prejudicada
(DRUMER, 2004). Os politraumatismos sdo comuns em acidentes
de transito, acidentes de trabalho ou quedas de altura (GONZALEZ-
ROBLEDO et al., 2015). Em casos mais severos, com intensa perda
de sangue, a coleta desta matriz pode ser comprometida.

Com relagdo as ossadas, apesar de relatada na literatura a
realizagdo de exames toxicoldgicos a partir da matriz dssea, fatores
limitantes como a diversidade de substancias que ficam impregnadas
na matriz, a degradagdo de compostos e poucos estudos
correlacionando os achados com os niveis sanguineos, restringem
seu emprego na rotina (McINTYRE et al., 2000).

Em 35,4% dos casos de ndo coleta de amostras biologicas ndo
foram encontradas justificativas relacionadas. Nao foi possivel
detectar a origem da inconsisténcia, todavia, sugere-se falha no
registro de informagdes no software institucional. Vislumbra-se que
os resultados obtidos pelo presente estudo possam fundamentar a
necessidade de melhorias no sistema informatizado implantado.

Em estudo realizado em 2004 pela Universidade de Sdo Paulo
(USP) em parceria com a Organizagdo Pan-Americana de Saude
(OPS), foi identificado que a relacdo entre as drogas ilicitas e
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violéncia urbana ¢ estreita. Esta condi¢do afeta principalmente
jovens das periferias de grandes centros, o que determina altas taxas
de homicidio, sobretudo entre jovens e adultos do género masculino,
intimamente ligadas a facil disponibilidade de armas de fogo e ao
trafico de drogas (PERES, 2004).

Para Beato Filho e colaboradores (2001) as mortes podem
estar associadas diretamente aos efeitos das substdncias no
comportamento do usuario, relacionadas as ac¢des criminosas do
dependente em busca de recursos para a manutengdo do vicio ou a
violéncia gerada por traficantes nas relagdes de comércio ilegal
destas drogas. Segundo os pesquisadores cerca de 55% dos
homicidios ocorridos em Belo Horizonte, Minas Gerais, no ano de
1998, apresentavam relagdo com o uso ou trafico de drogas. Em
levantamento realizado na cidade de Salvador na Bahia em 1991,
sobre indices de mortalidade por causas externas, 21,8 mortes a cada
100.000 habitantes estavam relacionadas ao trafico de drogas (PAIM
et al., 1999).

Estudos internacionais igualmente retratam estatisticas de
violéncia e Obitos relacionados ao consumo e trafico de drogas
(McGINNIS; FOEGE, 1999). Em meta-analise realizada por Khuns
e pesquisadores (2009) compilando publicagdes de cinco paises, 11%
das vitimas de homicidios apresentaram no exame toxicologico
deteccdo de COC, 6% de THC e 5% de opiaceos. Em comparag@o,
os homicidios atendidos no IGP/Joinville os numeros foram mais
elevados para a COC (54,8%), a associacdo COC/THC (21%) e THC
(23,6%), considerando-se os casos que envolviam uso concomitante
de alcool.

Substancias psicoativas podem comprometer a capacidade
motora e cognitiva do usudrio, interferindo na aptidio para a
conducdo de veiculos automotores (GIROTTO et al., 2014). A
relagdo do alcool e acidentes de transitos ¢ consolidada, todavia,
levantamentos tém demonstrado incidéncia de diversificadas
substancias em exames toxicologicos de motoristas envolvidos em
acidentes graves ou fatais. Em estudo realizado por Gomez-Talegon
e coautores (2012) com 3.302 motoristas na Espanha, as substancias
THC, COC e BZD foram detectadas em 7,7%, 3,5%, e 1,6% dos
casos, respectivamente. Simonsen e pesquisadores (2013) analisaram
amostras de sangue de 840 motoristas envolvidos em acidentes
graves na Dinamarca, constatando a incidéncia de COC em 3,3%,
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THC em 3,7%, derivados anfetaminicos em 5,4% ¢ BDZ em 6,4%
dos atendimentos. Este panorama se reproduz em trabalhos
publicados em diversos paises. Segundo revisdo sistematica realizada
por Girotto e colaboradores (2014), os 36 artigos analisados
reportam incidéncia predominante de dalcool, COC, derivados
canabinoides e derivados anfetaminicos em amostras bioldgicas e a
prevaléncia do género masculino nas publicagdes. O presente estudo
reforca as estatisticas da literatura, com equivalente predominio
masculino e nos casos com detec¢do de alcool a prevaléncia de COC
(44,1%), seguida por THC (29,4%), COC/THC (20,6%) e em menor
percentual BDZ e ADT (2,9%).

Os suicidios foram responsaveis por 9,1% dos obitos no
periodo estudado, com predominio do género masculino.
Enquadram-se nesta natureza juridica os casos de morte
autoprovocada por meio de arma de fogo, enforcamento,
medicamentos, venenos ou outros recursos. Em revisdo sobre a
relacdo entre o uso de substincias psicoativas e suicidio, Wilcox,
Conner e Caine (2004) avaliaram artigos americanos e europeus que
assinalam maior suscetibilidade para dependentes de 4alcool,
opioides, drogas injetaveis e uso de polidrogas. Pesquisadores do
Instituto Nacional de Drogas de Abuso americano alertam sobre o
consumo de drogas como fator de risco para o comportamento
suicida, principalmente devido ao fato de dependentes quimicos
frequentemente apresentarem comorbidade de doengas como
depressdo, disturbio bipolar e esquizofrenia (ERINOFF,
COMPTON; VOLKOW, 2004). Dhossche e colaboradores (2001)
avaliaram 333 amostras bioldgicas de vitimas de suicidio entre 1990
e 1998 no Alabama (EUA). Alcool, COC ¢ THC foram detectados
em respectivamente 33%, 8% e 7% dos casos. Na lista de substancias
encontradas, destacam-se ainda os BZD em 13% e antidepressivos
em 20% dos casos. A diversidade de substincias detectadas nas
vitimas atendidas pelo IGP/Joinville foi semelhante aos estudos
supracitados. Nos casos envolvendo a deteccdo de alcool destaca-se
a exposicdo concomitante a COC (50%), THC (16,7%), BDZ
(16,7%) e psicotropicos variados qualificados como outras
substancias (16,7%).

Considerando a heterogeneidade dos obitos classificados
como outras formas de morte, ndo foram realizadas ponderacdes
especificas para cada evento. Em linhas gerais, nos casos de
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acidentes, a exemplo os de trabalho, com exame toxicologico
positivo, pode-se inferir que o uso de substincias psicoativas pode
prejudicar o estado de alerta e a avaliagdo de riscos por parte do
usuario (LHERMITTE et al., 2012).

A COC, substancia de interesse para a validagdo de uma
metodologia analitica no estudo em tela, foi a substancia ilicita mais
detectada em mortes violentas atendidas pelo IGP/Joinville entre os
anos de 2013 e 2015. Este cenario ndo ¢é diferente de outras regides
do pais. Em estudo realizado por Toledo (1999) em vitimas de
homicidios, suicidios e acidentes na cidade de Sdo Paulo, 47,2% dos
casos analisados apresentaram deteccdo de COC ou seu produto de
biotransformagdo BE. Nos casos de homicidios a incidéncia da
substancia foi ainda maior, 68% (TOLEDO, 1999 apud TOLEDO,
2004). Nos 6bitos analisados pelo presente trabalho a COC, isolada e
em associagdo com THC, foi constatada em 33% das amostras sem a
deteccdo de alcool, e, em 69,3% dos casos com exposi¢do
concomitante ao alcool. Ja nos homicidios representou um percentual
ainda maior, abarcando 75,8% considerando-se o0s casos com
exposicdo conjunta ao alcool. O impacto da COC em mortes
violentas fica evidente no estudo realizado por Marzuk e
pesquisadores (1995) com 14.843 vitimas de lesdes fatais em Nova
lorque entre os anos de 1990 a 1992. Do total de amostras de sangue
e urina analisadas, 26,7% apresentaram resultado positivo para
exposicdo a COC. Destes, 1/3 sofreram intoxicacdes fatais e 2/3
foram vitimados por homicidios, suicidios, acidentes de transito ou
quedas.

Com relagdo ao produto de biotransformacdo da COC, CE,
constatou-se maior ocorréncia em acidentes de transito, outras
formas de morte e homicidios. A maior frequéncia de CE em
acidentes de transito estd intimamente ligada & relacdo entre o
consumo de alcool e a direcdo (GIROTTO et al., 2014).

Segundo Farré e pesquisadores (1993) a exposicao
concomitante ao alcool ¢ COC além de dar origem ao CE, contribui
para maiores concentragdes plasmaticas de COC e NC. O
mecanismo pode estar associado a inibi¢do da biotransformagdo da
COC na presenga do alcool. Estas alteracdes nas concentracdes da
COC e determinados produtos de biotransformac¢ao podem contribuir
para o aumento da toxicidade da combinagdo em relagdo ao uso de
ambas as drogas isoladamente. O uso conjugado de alcool e COC ¢é
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pratica comum entre os dependentes. Em uma amostra de 6.059
participantes da pesquisa americana sobre uso de drogas e saude,
entre os dependentes de alcool que fazem uso concomitante de
substancias ilicitas, foi relatada a prevaléncia de COC em 19% dos
casos (HEDDEN et al.,, 2010). O aumento nos efeitos subjetivos
relacionados ao uso da COC e alcool reforca a popularidade da
associagdo dos dois compostos (HERBST et al.,, 2011). Entre as
mortes violentas atendidas pelo IGP/Joinville o alcool e a COC
abrangeram respectivos 62,8% e 27,7% dos casos com deteccao de
alguma substancia.

Considerando a prevaléncia de COC e o significativo
percentual de alcool constatados nas amostras bioldgicas de vitimas
de mortes violentas atendidas pelo IGP/Joinville, somados a auséncia
de coleta em decorréncia de limitadores como avancado estado de
decomposicdo, carbonizagdo e politraumatismos, abrangendo
aproximadamente 10% dos casos atendidos, a implantagdo de
metodologia para a detec¢do desta substdncia e seu produto de
biotransforma¢do, CE, em matriz alternativa confirma-se como
demanda relevante para o setor de toxicologia forense. No presente
estudo o método validado para a detecgdo de COC ¢ CE em HV
demonstrou preciso, seletividade para os compostos testados, boa
detectabilidade e auséncia de carryover considerando as
concentra¢des médias dos analitos reportadas na literatura para esta
matriz, na maioria dos casos na faixa de 100 a 300 ng/mL
(ANTONIDES; KIELY; MARINETTI, 2007; MACKEY-BOJACK
et al., 2000; PERES et al., 2014).

Apbés a administragdo e absor¢do, a COC se distribui
rapidamente para diferentes compartimentos mais irrigados como
cérebro, pulmio, rins, e bago, seguido de coragdo, musculos e
posteriormente para os menos permeados como a gordura
(BORTOLOTTI et al., 2012; WHITE; LAMBE, 2003). A analise de
diferentes matrizes pode corroborar para a estimativa do intercurso
de exposi¢do a substancia, validacdo das concentragdes sanguineas
encontradas e ampliagdo da janela de deteccdo. Enquanto os
resultados de sangue e urina permitem avaliar a exposi¢do no
periodo de horas a dias, amostras de unha e cabelo podem fornecer
dados de semanas a meses (JANICKA; KOT-WASIK;
NAMIESNIK, 2010). Segundo Antonides, Kiely e Marinetti (2007)
o HV por apresentar aparente demora na distribuicdo e ser mais
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limpido em relagdo a matrizes como figado e urina, pode ser
adotado em laboratdrios forenses como uma segunda matriz para a
confirmacgdo de exposi¢do a COC e opioides.

Em estudo realizado com amostras biologicas de 18 vitimas
fatais, usuarias de COC, Carvalho e pesquisadores (2013)
demonstraram a equivaléncia de distribui¢do da substincia entre
amostras de cérebro (0,10-24,44 pg/g), sangue total (0,11-24,43
pg/ml) e HV (0,12-10,97 pg/mL), entretanto, ressaltam a
importdncia da avaliagdo da concentragdo em diferentes
compartimentos corpéreos para determinagao da causa mortis.

O HV teve ampla aplicagdo na toxicologia forense para a
determinacdo de alcool em casos onde a formacdo endogena do
composto, devido ao processo de putrefagio, era questionada. Com o
passar dos anos, novas propostas como, por exemplo, a detecgdo de
drogas de abuso, compostos bioquimicos e determinados eletrolitos,
a consolidaram como relevante matriz alternativa (DRUMMER,
2004).

Sua composi¢do predominantemente aquosa, cerca de 90-
98%, permite a troca de substancias com o sangue, € consequente
boa correlagdo das concentracdes de determinados xenobioticos entre
os dois fluidos (COSTA et al., 2014). A menor suscetibilidade de
contaminacdo ¢ decomposicdo da amostra devido a sua posi¢do
anatomica e a coleta de facil obtengdo somam-se como pontos
favoraveis para a utilizacdo da matriz (COSTA et al., 2014, FUCCI,
2003). Em casos de corpos em avancado estado de decomposicdo e
queimaduras extensas, o HV pode ser uma das poucas amostras
disponiveis para coleta (DRUMMER, 2004). Entre os O&bitos
atendidos pelo IGP/Joinville, estas duas condigdes foram
responsaveis por aproximadamente 10% dos casos sem a realizagdo
de exames toxicologicos por indisponibilidade de sangue e urina.

As ferramentas para a detec¢do de drogas em matrizes
biologicas alternativas devem ser adaptadas para atenderem a
particularidades como pouco volume e composicdo diferenciada
destas amostras (CONE, 2001). Segundo Kataoka e Saito (2011) os
analitos podem estar presentes em pequenas concentragdes
demandando além de instrumentagdo analitica compativel, o pré-
tratamento adequado para extrair, isolar e concentrar os compostos
de interesse. Os autores sugerem que a técnica ideal de preparacdo de
amostra deve ser simples, rapida, seletiva, eficiente, livre de
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solventes, reprodutivel e com boa recuperagdo. Reforcam ainda
sobre a capacidade de automatizacdo e a separa¢do e concentragdo
simultdnea de compostos hidrofilicos e hidrofobicos em meio
aquoso.

Apesar de amplamente empregadas como técnicas de pré-
concentracdo em amostras liquidas, a LLE e SPE apresentam fatores
limitadores em sua execu¢do. A LLE apresenta eficiéncia limitada
quando se trata de analitos de polaridades diversificadas. A
utilizagdo de volumes de solventes potencialmente toxicos e a
possivel formagdo de emulsdo, figuram como desvantagens da
técnica. Ja& a SPE apresenta como contraponto, maior nimero de
etapas de processamento como o condicionamento do sorvente,
tempo de eluigdo das amostras e ciclos de lavagem, ¢ demanda
adequada otimizacdo do tipo e volume de solventes, ajustes de pH,
tipo de sorvente e fluxo empregado (JANICKA; KOT-WASIK;
NAMIESNIK, 2010).

A SPME contempla vantagens como simplicidade na
execucdo, menor manipulacdo da amostra, boa sensibilidade,
dispensa o emprego de solventes e de facil automacdo permitindo a
amostragem diretamente da matriz liquida para o analisador GC/MS
(ALVAREZ et al., 2007; KATAOKA; SAITO, 2011; PRAGST,
2007). Os LDs e linearidade publicados sio compativeis ou
superiores a outras técnicas consolidadas como SPE e LLE, por
exemplo (SNOW, 2000). Algumas dificuldades sdo citadas com
relagdo a interferentes da matriz e na extracdo de compostos muito
polares (BERMEJO et al., 2006; PRAGST, 2007). Desde o seu
desenvolvimento em 1990 (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990), a
técnica tem se expandido rapidamente em aplicagdes diversas como
analise de farmacos (LORD; PAWLISZYN, 2000a), alimentos
(BIANCHIN et al., 2014), pesticidas (MERIB et al., 2013), drogas
de abuso (DENG et al., 2014, KATAOKA; SAITO, 2011) e
contaminantes ambientais (MARTENDAL; CARASEK, 2011).
Entre as inovagdes mais recentes destacam-se a analise in vivo e de
alto rendimento (high-throughput em inglés) (KATAOKA; SAITO,
2011; SOUZA-SILVA et al., 2015).

Versatil, a SPME agrega as etapas de amostragem, extragdo e
concentragdo dos analitos em um unico processo (DENG et al.,
2014). Segundo Kataoka e Saito (2011) a redug¢do na manipulacdo da
amostra nesta técnica minimiza potenciais fontes de erro e melhora a
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acurdcia e precisdo do método. O mecanismo de extracdo é
fundamentado no coeficiente de particdo quando o equilibrio entre a
amostra e a fase extratora ¢ estabelecido (BOYACI et al., 2014). A
sensibilidade maxima ¢ atingida no equilibrio de parti¢do, sendo
diretamente proporcional a relagdo entre a concentragdo na amostra e
a quantidade de analito extraida (KATAOKA; SAITO, 2011; LORD;
PAWLISZYN, 2000b).

Para o desenvolvimento de método com emprego de SPME a
escolha da fibra, tipo de exposi¢do, ajustes de pH da matriz e
condigdes de dessorcdo devem ser compativeis com os analitos de
interesse (PRAGST, 2007). A concentragdo do analito em cada fase
no equilibrio dependera da afinidade do composto por ambas. Desta
forma, quanto maior a afinidade do analito pela fase extratora em
relagdo a matriz, maior sera a quantidade de composto extraido
(LORD; PAWLISZYN, 2000a). A escolha da fibora PDMS/DVB foi
condicionada ao recurso disponivel no laboratorio. Classificada
como fibra de revestimento misto, a fase extratora primaria é um
solido poroso onde os analitos sdo extraidos por adsor¢do. Em geral
revestimentos de polimeros porosos apresentam bons resultados para
extragdo em matrizes limpidas ou de composicdo constante € com
baixas concentra¢des de analitos (GORECKI; YU; PAWLISZYN,
1999).

O controle do pH através de tampdo propicia melhor extragdo
do analito pelo favorecimento de formas nao ionizadas na solugdo
(LORD; PAWLISZYN, 2000a). A recuperagdo de substancias
alcalinas como a COC ¢ aprimorada em condigdes alcalinas
(JUNTING; PENG; SUZUKI, 1998; SNOW, 2000). O tampao
borato de pH 9,0 utilizado neste estudo foi equivalente ao empregado
por Alvarez e colaboradores (2007) para a extragio de COC e CE em
plasma. Segundo os autores o tampdo adotado apresentou bons
resultados de recuperagdo e maior preservacdo da fibra.

Analitos de baixa volatilidade apresentam menor afinidade
pela fase vapor (LORD; PAWLISZYN, 2000a), sendo compostos
como a COC e CE melhor extraidos por DI-SPME, ponderando-se
também o tipo de matriz (PRAGST, 2007). Na imersdo direta da
fibra, os analitos sdo extraidos da matriz liquida por sor¢do na fibra
extratora, e posteriormente dessorvidos por evaporagdo em alta
temperatura no injetor do GC/MS (PAWLISZYN, 2011; PRAGST,
2007). A fibra é exposta diretamente na solucdo a temperatura e
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agitacdo constantes. Em matrizes aquosas, como o HV, a agitagdo
reduz a zona de deplecdo formada entre a fibra e matriz a medida que
os analitos vao sendo adsorvidos pela fibra, promovendo incremento
na velocidade da extragdo (JUNTING; PENG; SUZUKI, 1998;
LORD; PAWLISZYN, 2000b). Em sistemas automatizados a
agitagdo ocorre por vibragdo do frasco e movimentacdo da fibra,
promovendo redugdo substancial no tempo para se atingir o
equilibrio em relagdo a sistemas estaticos (PAWLISZYN, 1997).

Apods a extracdo e concentracdo dos analitos a fibra ¢
transferida para um instrumento analitico para a dessor¢do e
posterior separacdo e deteccdo dos compostos (RISTICEVIC et al.,
2009). A ferramenta mais comumente empregada € a cromatografia,
sendo a GC/MS com SPME automatizado, de ampla aplicagdo na
area forense (DENG et al.,, 2014; LORD; PAWLISZYN, 2000b;
PRAGST, 2007).

A dessor¢do no injetor pode ser realizada no modo sp/iz, onde
uma fragcdo da amostra ¢ injetada na coluna, ou splitless, com injecao
da totalidade de amostra dessorvida. Este Gltimo é o mais adotado
para andlise de COC e CE em amostras biologicas (LORD;
PAWLISZYN, 2000b; TOLEDO et al, 2003; YONAMINE;
SAVIANO, 2006). A elevada temperatura do injetor, 250°C no
estudo em tela, promove a rapida dessor¢do dos analitos por reduzir
significativamente a constante de distribuicdo gas/revestimento e
aumentar o coeficiente de difusdo. Entre as analises é recomendado o
pos-condicionamento da fibra a elevadas temperaturas para a
limpeza de analitos residuais (LORD; PAWLISZYN, 2000b). O
fabricante da fibra empregada adverte sobre a temperatura maxima
de 270°C, para evitar comprometimento do material (SUPELCO®).
A temperatura de 250°C durante 5 minutos de pés-condicionamento
adotada no método proposto, apresentou boa resposta no que
concerne a nao conformagdo de carryover entre as andlises na
validagdo.

O laboratorio de toxicologia do IGP/SC adota como rotina a
varredura toxicoldégica em sangue e urina por imunoensaios e
confirmagdo por GC/MS, métodos internacionalmente recomendados
pela UNODC para analise de drogas ilicitas em amostras bioldgicas
(UNODC, 1995).

M¢étodos para a detecgdo de COC e CE em HV empregando
GC/MS e extragdo por SPE foram sugeridos por diversos autores
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(ALVEAR et al.,, 2014; ANTONIDES; KIELY; MARINETTI,
2007; MACKEY-BOJACK et al., 2000; PERES et al., 2014). Ja para
a deteccdo de COC e CE por GC/MS e extracdo por SPME,
destacam-se metodologias para plasma (ALVAREZ et al., 2007),
cabelo (TOLEDO et al., 2003), urina (YONAMINE; SAVIANO,
2006), suor (FOLLADOR et al., 2004) e saliva (FUCCI
GIOVANNI; CHIAROTTI, 2003). Destarte, a caréncia de
referéncias para deteccdo dos analitos de interesse empregando
SPME e GC/MS na matriz estudada, e o objetivo de minimizar
alteragOes na rotina ja adotada no setor de toxicologia para a analise
das matrizes de referéncia, fomentaram a avaliacdo da aplicagdo do
método vigente para a matriz HV.

Etapa obrigatoria para a avaliagdo da capacidade do método
desenvolvido de fornecer resultados precisos e compativeis para a
aplicagdo pretendida, a validagdo na esfera forense deve ser ainda
mais criteriosa, considerando que os dados fornecidos serdo
empregados em casos com imputagao juridica (TIWARI; TIWARI,
2010; WILLE et al., 2011).

Segundo o guia SWGTOX (2013), a validagdo deve ser
empregada para novos métodos ou quando sdo promovidas
alteragcdes na aplicagdo das metodologias praticadas. O UNODC
(2009) ¢ mais especifico recomendando a revalidacdo ou verificagdo
do método caso seja empregado em novas situagdes como, por
exemplo, uma matriz diferenciada. Os pardmetros avaliados
dependem das circunstancias e finalidade de utilizagdo. Para ensaios
qualitativos seletividade, limite de detecg@o, precisdo e carryover
estdo entre os sugeridos em guias forenses internacionais e na
legislagdo nacional (ANVISA, 2012; SWGTOX, 2013; UNODC,
2009). Em revisdo sobre validagdo com base nos guias ¢ normativas
mundiais, Gonzalez e colaboradores (2014) ressaltam que em grande
parte estes documentos sdo mais conceituais € pouco precisos acerca
da execucdo e avaliagdo dos parametros. Diante da caréncia de
normativa nacional especifica para laboratorios forenses, o presente
trabalho teve como base as referéncias supracitadas e publicagdes
cientificas relacionadas ao tema.

Em ensaios analiticos é imprescindivel estabelecer que a propriedade
mensurada seja inerente ao analito de interesse € ndo a composto
quimicamente ou fisicamente semelhante (EURACHEM, 2014).
Para exames qualitativos em toxicologia forense a seletividade pode
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ser interpretada como a auséncia de sinais interferentes na
deteccdo dos analitos de interesse (PETERS; DRUMMER;
MUSSHOFF, 2007). O guia UNODC (2009) refor¢a que o método
proposto deve apresentar especificidade e seletividade, objetivando
apresentar minima ocorréncia de falsos positivos na matriz analisada
e preferencialmente nenhuma interferéncia de outros compostos no
tempo de retencdo dos analitos de interesse. Condigdo esta atingida
nas replicatas analisadas, nas quais nenhum pico interferente foi
detectado nos cromatogramas, assim como ndo houve alteragdo nas
areas do pico, o que poderia indicar uma possivel coeluigdo,
demonstrando que o método proposto ¢ seletivo para os dois analitos
estudados.

No contexto forense, o LD fornece limites de corte (cut-off em
inglés) para as andlises qualitativas importantes para a interpretacao
dos achados (WILLE et al., 2011). Segundo o guia Eurachem (2014),
normalmente ¢ suficiente para a validacdo estabelecer valores
aproximados para LD em que a deteccdo do analito se torne
dificultosa. O SWGTOX (2013) elenca diversificadas abordagens
para a determinagdo do LD, entre elas, a utiliza¢do do decision point,
compreendendo a determinacdo de uma concentragdo, por parte do
analista, que atenda a demanda e a exequibilidade do método com
precisao (SWGTOX, 2013). Considerando que trabalhos publicados
reportam concentragdes detectadas em HV de casos post mortem a
partir de 30 ng/mL para COC e CE (ANTONIDES; KIELY;
MARINETTI, 2007; MACKEY-BOJACK et al., 2000; PERES et al.,
2014), a escolha da concentragdo de 5 ng/mL como decision point,
torna-se adequada por compreender valor aproximadamente 6 vezes
inferior as concentracdes supracitadas. Neste sentido, a partir das
analises da concentragdo de 5 ng/mL, observou-se que os valores de
CVs das triplicatas das areas obtidas nos testes foram inferiores a
20%, o que qualifica a concentracdo determinada pelo analista como
analiticamente adequada para LD do método.

A precisdo, outro parametro testado na validagdo, mensura o
erro aleatdrio relacionado a um procedimento analitico, podendo ser
expressa como DP, DP relativo ou CV (GONZALEZ et al., 2014;
ROZET et al., 2011). Conceitualmente também pode ser descrita
como o grau de concorddncia entre uma série de medi¢cdes sob
condi¢des pré-estabelecidas (GONZALEZ et al., 2014; WILLE et
al.,, 2011). Segundo Rozet e coautores (2011) para a avaliacdo da
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repetibilidade todas as condigdes analiticas devem ser mantidas
constantes. Desta forma, a variacdo obtida durante as analises de
uma corrida pode ser considerada como natural ou intrinseca ao
procedimento analitico. A metodologia adotada para a avaliagdo da
precisdo foi a descrita pela UNODC (2009), cujos CVs dos RTs das
replicatas avaliadas foram significativamente inferiores aos +2%
recomendados pela referéncia.

A conformacdo de efeito residual ou carryover pode
prejudicar a precisio e exatidio do método (GONZALEZ et al.,
2014; KOLIPARA et al., 2011). A origem da contamina¢ao pode ser
de aparatos instrumentais como injetor, detector, liner, coluna,
seringa ou na fibra SPME (PERES, 2014; PRAGST, 2007). A
ANVISA estabelece que o branco processado apds a amostra do
limite superior de quantificacio ndo pode apresentar picos
interferentes proximos ao RT do analito de interesse com resposta
superior a 20% da resposta do analito no limite inferior de
quantificacdo (LIQ). Segundo comparagdo realizada por Gonzalez e
coautores (2014) o guia EMEA apresenta abordagem semelhante a
ANVISA, enquanto o FDA (2015) ndo menciona metodologia para a
avaliacdo do parametro. O SWGTOX (2013) admite que seja
avaliado o ultimo ponto da curva de calibragdo, entretanto,
concentra¢des mais elevadas sdo preferiveis.

No presente estudo as amostras branco analisadas
posteriormente a triplicada de 750 ng/mL, ndo apresentaram picos
nos RTs correspondentes a COC e CE. Por outro lado, quando
avaliada a concentragdo de 1000 ng/mL foi observado carryover na
amostra branco analisada posteriormente.

A fibra pode ser submetida a limpeza e recondicionamento
térmico na unidade de condicionamento do autoamostrador. E
recomendado o emprego de temperaturas de até 250°C para que a
fase estacionaria da fibra ndo seja danificada. A descontaminagdo do
GC pode ser realizada a partir do aquecimento da coluna e injetor a
elevadas temperaturas, procedimento denominado como bake out
(PRAGST, 2007; WERCINSKI, 1999). Apo6s a realizagdo de
aquecimento da coluna a 320°C durante 10 minutos e
condicionamento da fibra a 250°C por 5 minutos, nenhum efeito
residual foi observado na amostra branco analisada, mostrando-se
eficientes os procedimentos empregados para descontaminagdo da
fibra e do cromatdgrafo.
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Em amostras post mortem avaliadas por Peres e coautores
(2014), as concentragdes de COC e CE em HV variaram entre 30,81-
267,64 ng/mL e 33,97-115,32 ng/mL, respectivamente. Antonides e
pesquisadores (2007) compararam os resultados de 40 amostras de
sangue ¢ HV constatando a predominancia de concentragdes entre 50
e 500 ng/mL na matriz alternativa. Estes achados reforcam a
viabilidade do método sem a manifestacdo de efeito residual na faixa
de concentragdo testada.

A discrepancia de detec¢do de COC em sangue e HV, em 2
dos 15 casos avaliados, pode ser explicada em parte pelos achados de
estudo realizado por Moriya e Hashimoto (1996) sobre a estabilidade
post mortem de COC e CE. Foi demonstrado que os dois compostos
permanecem em maior concentragdo na respectiva sequéncia
cérebro, figado, tecido muscular e sangue, com significativa variagdo
interindividual no momento do 6bito. A COC degradou rapidamente
no sangue e figado, entretanto, aproximadamente 12,0-8,5% e 26,2%
- 19,4% da concentragdo inicial permaneceram detectdveis no
cérebro e tecido muscular, respectivamente, enquanto o CE degradou
mais lentamente que a COC. Os pesquisadores demonstraram ainda
que ndo ha formagdo de CE post mortem. Em trabalho desenvolvido
por Antonides, Kiely e Marinetti (2007) com 40 casos envolvendo a
analise em sangue ¢ HV, em 4 deles, ou seja 10%, a COC foi
detectada somente na matriz alternativa. Para os autores o HV
apresenta janela de deteccdo mais ampla para substancias com ty;
plasmatica curta como a COC.

Entre as amostras avaliadas no presente estudo, o CE foi
detectado em ambas as matrizes, sangue ¢ HV, nos casos em que o
composto estava presente. O achado foi refor¢ado pela constatagdo
de alcool no sangue em todos os casos envolvendo a detec¢do do
produto de biotransformacao.

A ndo deteccdo dos analitos de interesse em amostras do
grupo negativo, considerando o LD estipulado, reforca a
confiabilidade do método proposto.

A aplicabilidade da matriz alternativa HV e a semelhanca com
as substancias detectadas em amostras convencionais, constatada no
presente estudo, estd em consonancia aos achados de Mackey-
Bojack, Kloss e Apple (2000) que compararam a detec¢do de COC,
BE, CE e etanol em HV e sangue de 62 casos forenses. Os autores
ndo constataram diferenca significativa entre as concentragdes
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médias obtidas para COC, CE e etanol nas matrizes, entretanto,
relatam que CE apresentou menor correlagdio com os niveis
sanguineos. Ja Duer, Spitz e McFarland (2006) demonstraram
experimentalmente a rapida distribuicdo de COC entre o sangue € o
HYV e a forte correlagdo das concentracdes do analito entre as duas
matrizes.

Em avaliacdo da distribuicdo de COC no cérebro, HV e
sangue, Carvalho e pesquisadores (2013) sugerem que a analise das
concentragdes de COC em diferentes compartimentos é essencial
para a correta interpretagdo da correlacdo da substancia com a causa
morte. No presente estudo a detec¢do de COC em HV em dois casos
sem a deteccdo em sangue, reforga a importancia da diversificagdo
das amostras analisadas, além da sua aplicabilidade na auséncia das
matrizes de referéncia.
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6 CONCLUSOES
Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

- O levantamento acerca do perfil de o6bitos violentos na
regido de maior concentragdo populacional do estado apontou
prevaléncia de mortes violentas por acidente de transito e
homicidios, com predomindncia para o sexo masculino e faixa etaria
adulta.

- A diversidade de substincias encontradas nos exames
toxicologicos foi equivalente a estudos publicados na literatura
envolvendo 6bitos por homicidios, acidentes de transito, suicidios e
acidentes em geral. A COC lidera entre as substincias proscritas
mais detectadas, merecendo destaque também o THC e o alcool.

- Os achados aclaram a relacdo da COC, seja em casos com
mais proximidade a violéncia como os homicidios, ou no uso
recreacional ou dependéncia severa, presente nos casos de acidentes
de transito e suicidio, ratificando a importancia da consolidacdo de
metodologias para a sua detecgdo.

- A necessidade da diversificagdo de amostras bioldgicas
passiveis de andlise ficou evidente, considerando-se a parcela de
casos sem coleta de amostras bioldgicas em decorréncia do avancado
estado de decomposigdo, carbonizag¢do ou politraumatismos.

- O método validado para detec¢do dos analitos COC e CE em
HV demonstrou precisdo, seletividade, boa detectabilidade e
auséncia de carryover nas concentragdes normalmente encontradas
nesta matriz em casos forenses reportados na literatura.

- O método aplicado em casos post mortem mostrou-se como
ferramenta alternativa util para a detec¢do de COC e CE em casos de
morte violenta, sendo de facil execugdo, reprodutivel, portanto
passivel de ser implantado no laboratério de toxicologia do IGP/SC.
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- Os resultados demostraram a relevancia da diversificagdo
de amostras para melhor correlagdo dos achados analiticos com o
obito e a aplicabilidade de HV na auséncia das matrizes
convencionais.
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