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THC-COOH: 11-nor-9-carboxil- A9-tetraidrocanabinol

THC-OH: 11-hidroxi- A9-tetraidrocanabinol

UNODC: Do inglés: United Nations Office on Drugs and Crime (Escritério das
Nacdes Unidas sobre Drogas e Crime)

UHPLC: Do inglés: Ultra-high performance liquid chromatography
(Cromatografia liquida de ultra eficiéncia)
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Resumo

Bombana HS. Substancias psicoativas no sangue: métodos de analises
toxicoldgicas e prevaléncia do uso em pacientes com lesdes traumaticas [Tese].
Séo Paulo. Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo; 2021.

A toxicologia forense e a analitica estdo comumente atreladas, fazendo com que
uma analise robusta e confiavel seja necessaria para obtencao de um resultado
fidedigno. A Quimica Analitica Verde prega pela diminuicdo da utilizacdo de
solventes toxicos. Neste contexto, novas metodologias surgiram como as
microextragdes em fase liquida e em fase solida. O presente trabalho teve como
objetivo o desenvolvimento e validagdo de metodologias de microextracdo em
fase liquida e sdlida para a determinacdo de compostos anfetaminicos
(anfetamina, metanfetamina, femproporex, 3,4-metilenodioximetanfetamia —
MDMA, 3,4-metilenodioxianfetamia — MDA e 3,4-metilenodioxietiltanfetamia —
MDEA), cocaina e produtos de biotransformacéo (anidro ecgonina metil éster —
AEME, cocaetileno e benzoilecgonina) e canabinoides (A9-tetraidrocanabinol)
em amostras de sangue total com detecc¢do por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. Além disso, os métodos desenvolvidos foram
aplicados em amostras de sangue de pacientes com lesBes traumaticas
atendidos e internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) a fim de verificar a prevaléncia do
consumo dessas substancias, bem como o perfil dos pacientes atendidos. Todos
os métodos foram validados seguindo as normas de guias internacionais de
validacdo de métodos analiticos. As amostras de sangue dos pacientes
internados no HCFMUSP foram coletadas de julho de 2018 a junho de 2019 e
foram incluidos apenas pacientes com lesdes graves, decorrente de acidentes
de transito, quedas e violéncia interpessoal. Foram desenvolvidos trés métodos
para a determinacdo de cada uma das classes de substancias (anfetaminas,
cocaina e canabinoides). A técnica de microextracdo em fase liquida foi utilizada
para a determinacdo de compostos anfetaminicos e cocaina, enquanto a técnica
de microextracdo em fase sélida para a determinagédo de canabinoides. Todos
0os trés métodos apresentaram parametro de validacdo dentro dos limites
preconizados na literatura, apresentando 6timos resultados de preciséo,
exatidao, linearidade, recuperacao e integridade da diluicdo. Foi identificada uma
prevaléncia total de 31,4%, sendo o &lcool a substéncia mais consumida
(22,9%), seguida da cocaina (12,2%) e maconha (5%). Os acidentes de transito
foram a causa de trauma mais comum, perfazendo 55,5% dos pacientes
atendidos, sendo os motociclistas os principais pacientes. Dentre os motoristas,
um terco havia consumido alguma substancia. Os pacientes do sexo masculino,
jovens, solteiros e com ensino médio completo eram a maioria dentre aqueles
com resultados positivos. Os acidentes envolvendo o consumo de qualquer
substancia eram mais provaveis de acontecerem durante o periodo noturno.

Descritores: Toxicologia forense; Analise quimica do sangue; Drogas ilicitas;
Anfetaminas; Cocaina; Cannabis; Acidentes de transito; Ferimentos e lesdes.
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Abstract

Bombana HS. Psychoactive substances in blood: methods of toxicological
analysis and prevalence of use on patients with traumatic injuries [Thesis]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”, 2021.

Forensic and analytical toxicology are, most of the times, combined. Therefore,
a robust and trustworthy analysis is required. Green Analytical Chemistry aims
for the reduction on the use of toxic solvents. In this field many novel analytical
methods gained attention, such as liquid and solid phase microextractions. The
present work aimed on the development and validation of methods using liquid
and solid phase microextraction using whole blood samples for the determination
of amphetamine-type stimulants (amphetamine, = methamphetamine,
fenproporex, 3,4-metilendioximethamphetamine - MDMA, 3,4-
metilendioxiamphetamine — MDA and 3,4-metilendioxiethylamphetamine -
MDEA), cocaine and products of biotransformation (anhydroecgonine methyl
ester — AEME, cocaethylene and benzoylecgonine) and cannabinoids and
detection by gas chromatography-mass spectrometry. Besides, the validated
methods were applied on blood samples from patients attended and hospitalized
at the Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HCFMUSP), in order to assess the consumption of those substances by
trauma patients, also to verify the profile of the injured patients. Liquid phase
microextraction were used for the amphetamine-like stimulants and cocaine and
its derivatives, while solid phase microextraction for the determination of
cannabinoids. All the analytical methods were developed and validated
accordingly to international guidelines and all the parameters were within the
values requested. Therefore, all the three methods presented good results for
precision, bias, linearity, recovery, and dilution integrity. Both techniques are easy
to perform and could be introduced in a laboratory routine. The analysis of the
samples of the injured patients pointed that 31.4% of them used at least one
substance before injury. Alcohol was the most prevalent (22.9%) followed by
cocaine (12.2%) and cannabis (5%). No amphetamine-type stimulants were
detected. Road traffic crashes corresponded for the main injury mechanism
(55.5% of the included patients) and motorcyclists were the majority of the
patients. Among drivers, one in each three, resented positive results for at least
one substance. Patients that consumed any substance before injury were mostly
young males, with a high school degree and were mostly single. Traumas
involving the consumption of drugs were more likely to happen during nighttime.

Descriptors: Forensic toxicology; Blood chemical analysis; lllicit drugs;
Amphetamines; Cocaine; Cannabis; Traffic accidents; Wounds and injuries.
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1. Introducéao

A toxicologia forense, uma area das ciéncias forenses, engloba toda
aplicacdo da ciéncia e estudo de intoxicantes para a elucidagédo de questbes
ocorridas em ambito judiciall. A aplicacdo mais comum desta area ocorre na
identificacdo de qualquer substancia quimica que possa causar a morte ou danos
a saude do ser humano ou ao patriménio. Entretanto, no campo da toxicologia
forense a aplicacdo dos conhecimentos tanto tedricos quanto analiticos é mais
ampla. Analises toxicolégicas com finalidade forense podem ser realizadas para
identificar agentes quimicos que causaram efeitos nocivos em vérias situagoes
em gue estdo envolvidos processos judiciais como no campo da agricultura,
industrial e saude publica?. Podem auxiliar nas investigacées de suicidios e
homicidios por intoxicacdo exdgena, em questdes civis e criminais relacionados
ao uso de drogas; nos exames de abuso de drogas em ambientes correcionais;
na seguranca viaria, no ambiente de trabalho, em gquestdes envolvendo crimes
relacionados a poluicdo ambiental, na avaliacdo de dopagem nos esportes, entre

outrass.

Existe uma estreita relacdo da toxicologia forense com a toxicologia
analitica, a qual diz respeito a utilizacdo de técnicas de quimica analitica para a
deteccdo, identificagdo e quantificacdo de drogas e seus produtos de
biotransformacdo, sendo diversas as substancias a serem analisadas, com
diferentes propriedades fisico-quimicas. Uma vez que as informacdes
toxicolégicas necessarias para a conclusao de diferentes investigacbes podem
requerer exames em uma variada gama de amostras biolégicas e ndao-
bioldgicas, 0 escopo e desafios da toxicologia analitica sdo elevados. Além disso,
0S compostos podem ser alterados por biotransformagédo ou degradacao
quimica, portanto, conhecimentos a respeito da farmacocinética e
farmacodinamica dessas substancias sdo de suma importancia ao toxicologista

forense?.

Ganham principal destaque e preocupac¢ao nos laboratorios de toxicologia

forense as drogas ilicitas. O consumo de substancias como cannabis, cocaina e



18

estimulantes anfetaminicos, aumenta a cada ano em todo o mundo®. Estima-se
que em 2018, 269 milhdes de pessoas fizeram uso de drogas ilicitas pelo menos
uma vez, sendo a maconha a droga mais consumida, seguida pelos estimulantes
anfetaminicos e cocaina. Nos Ultimos anos novas drogas tém surgido no
mercado, sendo denominadas novas substancias psicoativas (NSP). As NSP
sao substancias sintéticas, analogas as “drogas classicas”. Sao classificadas de
acordo com sua estrutura molecular sendo em sua maioria canabinoides
sintéticos. Em sua maioria apresentam efeitos farmacoldgicos mais potentes do

que outras drogas, aumentando 0s riscos para 0s usuarios®’.

Em contrapartida, a tecnologia de identificacéo e caracterizacdo dessas
substancias também se desenvolvem constantemente. O surgimento de novas
tecnologias como a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS), aumentou
consideravelmente a sensibilidade e especificidade das andlises toxicoldgicas
em comparacdo as analises realizadas em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Entretanto, tecnologias mais sensiveis,
muitas vezes requerem uma preparacdo de amostras mais sofisticada, a fim de
serem retirados interferentes que possam comprometer a analise, além de

danificar os aparelhos utilizados®.

Para a escolha de uma técnica de preparacédo de amostras deve-se levar
em consideracédo alguns fatores como: o tipo de amostra, as propriedades fisico-
quimicas dos analitos de interesse, a necessidade de um extrato com maior
pureza, maximizacao de recuperacdo dos analitos, nimero de amostras a ser
analisado e a reducdo de custos e tempo de trabalho®. Classicamente séo
utilizadas duas técnicas principais para a extracdo dos analitos de amostras:
extracao liquido-liquido e extracdo em fase soélida. Entretanto, ambas produzem
grandes quantidades de residuos e normalmente sdo utilizados reagentes

toxicos tanto para o analista, como para o meio ambiente?©,

Nas ultimas décadas, um novo ramo foi criado dentro da quimica analitica,
sendo denominada “Quimica Analitica Verde”. Esta nova area ganhou destaque
devido a preocupacdo com a seguranca do analista, bem como a manutencéo

do meio ambiente livre de contaminantes!!. As técnicas classicas utilizadas nas
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analises toxicologicas vém sendo modificadas visando a diminuicdo ou total
exclusdo do uso de solventes e solu¢cdes que sejam prejudiciais a saude. As
denominadas microextragdes estdo cada vez mais presentes na realidade dos

laboratorios de toxicologia.

Varios métodos envolvendo a utilizacdo de microextracdo ja foram
desenvolvidos e publicados para a determinacdo de inUmeros compostos em
diferentes matrizes biolégicas. Entretanto, sua aplicacdo em amostras
sanguineas ainda apresenta algumas lacunas no ambito da deteccédo de drogas

de abuso??,

O sangue é uma das Unicas matrizes bioldgicas capazes de refletir os
efeitos farmacoldgicos de uma substancia psicoativa, no momento da coleta, ou
seja, para verificar se um individuo estava sob efeito de alguma substancia no
momento da coleta, o sangue deve ser analisado!®. Outras matrizes, como fluido
oral, urina ou cabelo, podem n&o ser invasivas na realizagdo de sua coleta,
entretanto podem ser facilmente adulteradas (como o caso da urina), nao
apontarem o uso recente (cabelo), ou o resultado pode néo refletir o real estado

do individuo em alguns casos (fluido oral)*3.

O uso de substancias psicoativas, causa prejuizos cognitivos e motores
importantes, aumentando significativamente o risco para a ocorréncia de
lesdes'*15. O alcool é uma das principais substancias causadoras de prejuizos,
sendo o risco de envolvimento em acidentes de transito diretamente proporcional
a quantidade de alcool ingerida. Estima-se que para cada dose o risco aumente
13 vezes'S. Além disso, o uso de outras substancias psicoativas, como cocaina,
maconha e estimulantes anfetaminicos também causa importantes prejuizos
para 0s usuarios, podendo contribuir com o acontecimento de lesGes

traumaticas?’.

Apesar de atualmente a utilizacdo de equipamentos como o UHPLC-
MS/MS ser o padrdo-ouro nas analises toxicologicas, seu custo elevado impede
muitas vezes sua utilizagdo. Em muito laboratérios de paises de média e baixa-
renda normalmente estdo disponiveis apenas GC-MS para a analise. Desta

forma, a preparacdo de amostras deve ser realizada com maior atencao e
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cuidado para que baixos Limites de Quantificacdo e Deteccéo sejam alcancados

e resultados precisos e exatos sejam obtidos.

Assim sendo, o presente estudo prop6s preencher a lacuna da utilizagao
das microextracdes em sangue total para a determinacéo das principais drogas
ilicitas consumidas no cenario brasileiro. Ap6s o desenvolvimento e validacdo
das metodologias para identificacdo dessas drogas, foram aplicadas em
amostras de sangue de pacientes, vitimas de lesdes traumaticas, atendidos e
internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (HCFMUSP). Os dados obtidos e apresentados nesta tese podem,
além de disponibilizar novas metodologias de analises toxicoldgicas, auxiliar na
elaboracao de politicas publicas visando a diminuicdo tanto do uso prejudicial de
substancias ilicitas, como as consequéncias sociais, pessoais e de saude

decorrentes deste abuso.

Para facilitar a apresentacao dos resultados e discussao apropriada, esta
tese foi dividida em duas partes. Na Parte | sédo apresentadas as metodologias
utilizadas no desenvolvimento dos novos métodos de extracdo e deteccado de
estimulantes anfetaminicos, cocaina e derivados e A9-tetraidrocanabinol, bem
como os resultados encontrados. Na Parte 1l sdo apresentados estudos
toxicoldgicos e epidemiolégicos a respeito do uso de substancias psicoativas por
pacientes, vitimas de lesGes traumaticas graves, atendido e internados no
HCFMUSP.
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Objetivo geral

Desenvolver novas metodologias de analises de substancias psicoativas

em amostras de sangue total e aplicar as técnicas em amostras coletadas de

pacientes, com lesfes traumaticas graves, atendidos no Pronto Socorro Central

e internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (HCFMUSP).

2.1

Objetivos especificos

Parte |

Parte |

Desenvolver metodologias analiticas utilizando técnicas de microextracao
em fase liquida e em fase soélida para determinacdo de compostos
anfetaminicos (anfetamina, metanfetamina, femproporex, 3,4-
metilenodioximetanfetamina — MDMA, 3,4-metilenodioxianfetamina —
MDA e 3,4-metilenodioxietilanfetamina — MDEA), cocaina e subprodutos
(anidro ecgonina metil éster — AEME e cocaetileno) e A9-
tetraidrocanabinol de amostras de sangue total com posterior detec¢éo

por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

I

Coletar amostras de sangue de pacientes com lesGes traumaticas
decorrentes de acidentes de transito, violéncia interpessoal e quedas,
atendidos no Pronto Socorro Central do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP;

Aplicar os métodos desenvolvidos nas amostras coletadas dos pacientes
incluidos no estudo;

Verificar a prevaléncia do uso de substancias psicoativas e tracar o perfil
dos pacientes atendidos e internados no HCFMUSP com lesbes

traumaticas.



Parte |
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3. Revisédo da Literatura
3.1Métodos de extracao e microextracdo

Em pouco mais de 200 anos, desde a primeira publicagdo no ambito da
toxicologia forense por Mathieu Orfila em 1813, o nimero de xenobidticos e tipos
de matrizes analisadas cresceu exponencialmente. Esse crescimento também
foi acompanhando pelo desenvolvimento de métodos mais robustos, precisos e

especificos, aliando a tecnologia a elucidacéo de casos antes sem solucédo®*8,

A determinacdo e quantificacdo dos analitos de interesse ndo pode ser
realizada sem um pré-tratamento das amostras que, geralmente, sdo compostas
de matrizes complexas e heterogéneas'®. A preparacdo de amostras é um dos
procedimentos cruciais e mais importantes para uma analise toxicologica
confiavel. A escolha errbnea de uma técnica de extracdo ou utilizacdo de
materiais ndo apropriados podem ocasionar resultados ndo condizentes com a
realidade. Normalmente sdo realizadas multiplas etapas durante o
processamento de amostras e a técnica adotada pode apresentar diversos
objetivos como: remocéao de substancias enddgenas interferentes, liberacao dos
analitos da matriz, extracdo, concentracdo de analitos e procedimentos para

aumento da seletividade e sensibilidade, como derivatiza¢des?!®29,

As principais técnicas de extracdo utilizadas para diversos tipos de
analitos e matrizes séo a extracao liquido-liquido (liquid-liquid extraction — LLE)
e a extracdo em fase sélida (solid phase extraction — SPE)?'. A LLE tem como
principio a migragcao dos analitos da matriz para um solvente organico imiscivel
em agua, sendo uma de suas vantagens a facilidade de execucdo e
reprodutibilidade. Entretanto, ndo é uma técnica analito-especifica, podendo
extrair, além dos analitos de interesse, interferentes que podem comprometer a
exatiddo da andlise®. J& na SPE, sdo utilizados cartuchos preenchidos com uma
fase estaciondria para a separacao dos analitos-alvo da matriz. Esta fase sélida
pode apresentar -caracteristica polar e/ou apolar de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas das moléculas a serem analisadas. Apesar de
serem mais especificas do que a LLE, a quantidade de solventes organicos e

outros reagentes utilizados durante a extracdo € mais elevada, além de
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necessitar de diversas etapas, o que poderia comprometer a recuperacdo dos
analitos. Cada cartucho precisa ser, antes da introducdo da amostra,
condicionado. Somente apdés o condicionamento, a amostra € inserida no
cartucho, entdo € necessaria uma lavagem do cartucho para eliminacdo de
interferentes e s6 entdo € realizada a eluicdo dos analitos. Todo 0 processo
demanda a utilizac&o de varios mililitros de solventes e reagentes, aumentando

0 custo das andlises e residuos a serem descartados?2.

Além dos grandes volumes de residuos gerados pela LLE e SPE, os
solventes utilizados sdo muitas vezes prejudiciais a saude dos analistas e para
0 meio ambiente, podendo ser cancerigenos, corrosivos, inflamaveis e
explosivos. Somando-se a isto, as técnicas classicas possuem diversas etapas,
0 que pode favorecer o aparecimento de erros analiticos como perda de parte

dos analitos, além de consumirem tempo, energia e insumos.

3.2Quimica Analitica Verde

by

No final da década de 1990, Paul Anastas apresentou a comunidade
cientifica o que ele denominou de “Quimica Verde”, consistindo em uma
abordagem para a sintese, processamento e utilizacdo de produtos quimicos
que reduzam riscos para o ser humano e ambiente'!. O ideal da quimica verde
possui lacos profundos com o desenvolvimento sustentavel, tendo como objetivo
a reducdo ou eliminacdo dos riscos de uma atividade quimica, através da

diminuicdo ou até mesmo da anulacdo do perigo da equacao:
riscos = perigo X exposicao

A “Quimica Analitica Verde” traz as ideias e fundamentos da quimica
verde para o ambito de laboratérios analiticos, incluindo a toxicologia. O uso dos
principios descritos por Anastas no desenvolvimento de novos métodos
analiticos é de fundamental importdncia e necessidade. Gatuszka e
colaboradores em 2013, adotando os principios da quimica verde e adaptando

para a realidade de laboratérios analiticos, criaram, entdo, doze principios da
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guimica analitica verde que devem ser seguidos, na medida do possivel, em

todas as metodologias aplicadas?3:

e Andlise direta deve ser realizada para evitar tratamento de
amostras;

e objetivos sdo diminuir volume e quantidade de amostras;

e medidas in situ devem ser realizadas;

e integracdo de processos analiticos e operacionais economizam
energia e uso de reagentes;

e métodos automatizados e miniaturizados devem ser selecionados;

e derivatizacéo deve ser evitada;

e geracdo de grandes quantidades de residuos deve ser evitada e
devem ser descartados de acordo com recomendacoes;

e métodos multianalitos sdo preferiveis;

e Uuso de energia deve ser minimizado;

e reagentes obtidos de fontes renovaveis devem ser utilizados;

e reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

e a seguranca do analista deve ser intensificada.

A forma ideal de analise, seguindo os principios acima descritos, seria a
analise direta da matriz, sem qualquer tipo de tratamento. Entretanto, mesmo
com a modernizacdo dos equipamentos de deteccdo (GC-MS, LC-MS/MS,
UHPLC) estas anadlises seriam inviaveis devido as possiveis deterioracdes
ocorridas no equipamento como contaminac¢des, diminuicdo da vida util de
colunas cromatograficas e de outros consumiveis. Desta maneira, a forma mais
pratica e facil de adocdo da quimica analitica verde seria a substituicdo de
solventes prejudiciais, para aqueles menos nocivos, ou a miniaturizacdo dos
meétodos classicos de extracao visando a reducédo da quantidade ou completa
eliminacdo de solvente utilizado, além da diminuicdo dos residuos gerados e
simplificacdo das etapas analiticas?®#2°26, Com a miniaturizacdo da LLE e SPE,
surgiram duas principais técnicas de microextracdo, a microextracdo em fase

solida (SPME) e a microextracao em fase liquida (LPME).
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3.3Microextracao em fase soélida — SPME

Em 1990 foi descrito o primeiro uso da SPME em métodos analiticos?’.
Desde entdo, diversas metodologias, utilizando-se de matrizes em diferentes
estados da matéria, para a determinacdo dos mais variados analitos foram
descritos?®. A SPME foi apresentada como uma metodologia simples, versatil,
facil de ser replicada e que eliminava varias etapas, consolidando-as em uma
Unica, diminuindo o tempo de extracdo?®. Além disso, apresenta possiblidade de
automatizacdo e direto acoplamento a instrumentos analiticos como
cromatdgrafo gasoso ou liquido. A SPME, apresenta ainda, um escopo de
aplicabilidade que vai além da bancada de laboratérios de toxicologia. Ja foram
descritos usos in vivo, por exemplo, no monitoramento da funcdo de 6rgaos

durante transplantes e em modelos animais e culturas celulares®.

O principio da técnica baseia-se na exposi¢cdo de uma fase extratora,
dispersa em um suporte sélido a matriz a ser analisada®'. Uma vez que a fase
extratora é exposta, a captura dos analitos se da pela adsor¢cdo dos analitos
nesta fase, até que o equilibrio entre a concentragdo na amostra e na fase
extratora seja atingido. Este equilibrio esta diretamente relacionado com a
guantidade de amostra e a superficie de contato com a fase extratora. Como é
considerada uma técnica ndo exaustiva, pode ser realizada diretamente em
grandes volumes de amostra, como por exemplo, ar, agua fluvial ou pluvial e até
mesmo em fluxo de producéo de algum bem?2, Desta forma, elimina-se a etapa
de coleta e os problemas relacionados ao armazenamento das amostras, como

deterioracéo de analitos®!.

Existem diversas configuracdes da fase extratora para SPME, sendo a
mais tradicional e conhecida a fibra revestida de polimeros. O revestimento da
fibra € o fator determinante para a seletividade e eficiéncia da extracdo, e a
natureza quimica do analito-alvo determina o tipo de revestimento a ser
empregado. Para a extracdo de analitos apolares o revestimento mais
comumente empregado € o polidimetilsiloxano (PDMS), ja para analitos polares,

o poliacrilato?®-33,
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A SPME pode ser subdividida em duas configuracfes, a imersao direta
(DI-SPME) e headspace (HS-SPME). Na DI-SPME, a fibra é inserida diretamente
na amostra e a extracao € realizada pela adsor¢cao dos analitos de interesse na
fibra até que o equilibrio entre a fase estacionéaria e a amostra seja atingido. Esta
técnica é uma das mais utilizadas, entretanto, deve-se atentar para a utilizacéo
em amostras com muitos interferentes e solidas, pois podem danificar a fibra

inviabilizando a extracéo?°.

Alguns trabalhos foram além da forma classica da DI-SPME. Para
aumentar a taxa de recuperacao e rapidez da extracdo, sem danificar a fibra
exposta a matriz, foi desenvolvida uma técnica na qual o polimero para adsorcéo
dos analitos fosse revestido em uma barra magnética, sendo conhecida como
extracdo de barra de agitacdo (Stir Bar Sorptive Extraction — SBSE). Isso
possibilitaria um aumento na velocidade de agitacdo do sistema e, devido a
maior superficie de contato entre os analitos e a fase extratora, uma maior
recuperagdo*3, Apesar de, ainda apresentar algumas limitacdes, como custo
da fibra, limitacdo de analitos possiveis de extracdo (devido a pouca opc¢ao de
polimeros na barra magnética), esta técnica tem sido aplicada em varias areas

da toxicologia com éxito3+3%,

Jéa na técnica de HS-SPME, a fibra é alocada na regido gasosa existente
acima da matriz. Esta configuracéo € bastante util para determinacéo de analitos
volateis e em matrizes sélidas e viscosas, como o0 sangue. Além de proteger a
fibra de danos causados por interferentes, a extracdo costuma ter um tempo
reduzido devido & maior interface entre a fibra e matriz e ao coeficiente de

difusédo ser maior em fases gasosas comparado a fases liquidas3%26.

A versatilidade da SPME pode ser reconhecida por diferentes trabalhos
publicados envolvendo diversas areas analiticas que vao desde analises
alimenticias®’, avaliacdo de atividade microbiana através da producédo de CO:2
por leveduras®® e monitoramento de solo e agua®®. No ambito da toxicologia
forense a utilizacdo da SPME também é ampla. Matrizes diversas séo analisadas
através de HS-SPME ou DI-SPME. Toledo et al. (2003), analisaram cocaina e
produtos de biotransformacdo em amostras de cabelo utilizando a técnica de
SPME*., Da mesma maneira, Gentili et al. (2004)** e Merola et al. (2010)3¢
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detectaram drogas ilicitas recreacionais também em amostras de cabelo. Ja
amostras de fluido oral foram utilizadas na deteccdo tanto de canabinoides??,
quanto na andlise de cocaina, anfetamina e tetraidrocanabinol (THC)*3. Urina*
e suor*® também puderam ser analisados através da técnica de DI-SPME e HS-
SPME respectivamente para a deteccdo de drogas de abuso. Devido a
fragilidade da fibra, as amostras solidas (como o cabelo) s6 podem ser
analisadas por HS-SPME ou ap6s passarem por um procedimento de digestédo
para liberagéo dos analitos para uma fase aquosa.

3.4Microextracdo em fase liquida — LPME

Juntamente com a SPME, a LPME também revolucionou os métodos
analiticos, eliminando procedimentos e insumos prejudiciais a saude. Foi
descrita pela primeira vez em 19964 e, desde entéo, seu uso tem sido observado
de diferentes formas. A LPME pode ser dividida em trés principais categorias:
LPME em gota Unica (single drop microextraction — SDME), microextracéo
liquido-liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid microextraction — DLLME) e
microextracdo em fase liquida com fibra oca (hollow-fibre liquid phase

microextraction — HF-LPME)*748,

A SDME baseia-se na migracao dos analitos da matriz para uma Unica
gota de solvente organico. Normalmente volumes de até 5 pL de solvente
organico sdo expostos em uma ponta de seringa, formando uma gota deste
solvente, que é entdo exposta a amostra a ser analisada (Figura 1). Pode ser
tanto exposta imersa na solugdo quanto ao espaco gasoso acima dela
(headspace)*’°. Apesar de ter sido apresentada como uma técnica promissora,
a SDME tem algumas desvantagens. Esta configuragéo possibilita somente que
analitos apolares ou com pouca polaridade sejam extraidos. Além disso,
dependendo da velocidade ou forca de agitacéo a gota pode se tornar instavel e
romper-se. O mesmo acontece com matrizes complexas e particuladas que
podem inviabilizar a permanéncia da gota de solvente organico*’. A forma de
headspace-SDME apresenta algumas vantagens sobre a imerséo direta. Uma

maior gama de analitos podem ser isolados e solventes utilizados, uma vez que
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a imiscibilidade em agua ndo € mais uma necessidade obrigatoria, além de

possibilitar a utilizacédo de qualquer tipo de matriz47:%0.

Em 2006, uma nova forma de extracao utilizando solvente foi proposta por
Rezaee et al. (2006), denominada de microextracdo liquido-liquido dispersiva,
sendo apresentada como uma alternativa mais rapida e eficiente do que HF-
LPME e SDME®'>2, Nesta técnica sdo utilizados dois solventes, um extrator e
um dispersivo. O solvente extrator sera o responsével pela extracdo dos analitos
da amostra enquanto o solvente dispersivo sera responsavel pela separacao do
solvente extrator da matriz aquosa. Os solventes sdo misturados e rapidamente
injetados na amostra aquosa, produzindo uma solucéo turva apos agitacdo. A
solucéo é entdo centrifugada, a emulsao quebrada, ocorrendo a precipitacdo do

solvente extrator que é retirado e analisado®?.

Os solventes utilizados devem respeitar algumas caracteristicas. O
extrator deve, além de permitir a solubilidade dos analitos, ser insolivel em agua,
mas apresentar solubilidade no solvente dispersivo. Além disso, sua densidade
deve ser diferente da agua para que a separacdo seja bem-sucedida. Ja o
solvente dispersivo deve ser sollvel em agua, sendo 0s mais usuais, acetona,

acetonitrila a metanol®253,

Os solventes extratores mais utilizados eram os clorados como
clorobenzeno, o que diminuia sua capacidade de ser apresentado como um
método verde. Em vista disso, foram substituidos por alcoois e hidrocarbonetos,
entretanto apresentavam densidade menor do que a agua tornando-se dificil sua
recuperacao da solugdo aquosa®2. Para que a DLLME seja aplicada é necessario
gue a matriz utilizada seja uma solucao aguosa. Desta maneira matrizes solidas
e/ou com alto grau de proteinas precisam de um pré-tratamento como diluicéo,
precipitacdo de proteinas ou digestdo®3. A utilizacdo da DLLME para detecgéo
de substancias psicoativas ja foi bastante utilizada em matrizes biolégicas, como
sangue®*%>56  yrina®’, cabelo®®%° e fluido oral®, mostrando-se uma técnica
promissora para o ambito da toxicologia forense. Na Figura 1 esta apresentado
esquematicamente a extragéo por SDME (A) e a DLLME (B).
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Figura 1. Esquema das extracfes A: microextragcdo em gota Unica (SDME) e B:
microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME).

A terceira configuracdo da LPME, baseada em membrana, € a forma mais
conhecida. Utiliza-se de uma membrana semipermeével, porosa, separando
fisicamente as fases doadoras e aceptoras, impedindo que moléculas nao
desejaveis migrem para a fase aceptora do sistema e impossibilitando a
dissolucdo da fase aceptora na matriz aquosa®:%?. A LPME em membrana
porosa € a que apresenta melhores resultados, sendo mais facilmente replicada.
A técnica da utilizacdo de uma membrana porosa oca na LPME foi descrita pela
primeira vez por Pedersen-Bjergaard e Rasmussen em 1999, com o nome de

microextracao liquido-liquido-liquido®3.

Na HF-LPME, uma pequena fibra porosa oca é mantida em contato direto
com a amostra liquefeita. Os poros da fibra sdo preenchidos com solvente
organico imiscivel em agua, que age como uma fina membrana liquida
suportada, enquanto no interior da fibra & colocado o liquido aceptor. Quando o
liquido aceptor € o préprio solvente organico que impregna 0s poros, o sistema
resultante € denominado bifasico. Se a fase aceptora € uma solugcdo aquosa
diferente do solvente utilizado nos poros, entdo, o sistema € denominado trifasico
(Figura 2)82. A configuracéo trifasica requer um maior tempo para que o equilibrio
entre as fases doadora e aceptora seja atingido, pois o analito deve difundir-se
primeiramente da fase doadora para o solvente nos poros e somente entéo, para

a fase aceptora no interior do limen da fibra oca®l. Como fase aceptora, utiliza-
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se uma solucdo acida ou basica (dependendo das caracteristicas do analito a
ser extraido), com pH contrario ao do analito, para que sirva de armadilha para
a molécula que se torna ionizada ao entrar em contato com esta solucéo,

impossibilitando sua difuséo para o exterior da fibra®2.

Fase
aceptora -

Fase
aceptora

- Solvente
organico

Figura 2. Esquema de microextracdo em fase liquida (LPME) sistema bifasico
(A) e sistema trifasico (B). No sistema A, o solvente impregnado na fibra é o
mesmo utilizado como fase aceptora. Ja no sistema B, um solvente é
impregnado na fibra, e como fase aceptora é utilizada uma solu¢cédo aquosa.

Uma das principais vantagens da HF-LPME, principalmente na
configuracéo trifasica, € a capacidade de produzir um extrato limpido, com
poucos interferentes, podendo ser analisado diretamente, dependendo do
equipamento analitico utilizado, sem a necessidade de evaporacdo para

concentragéo dos analitos. Além disso, durante todo o procedimento, utiliza-se
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volumes extremamente pequenos de solvente organico, ndo passando de 40-50
UL em cada extracdo®?. Alguns trabalhos inclusive demonstraram a possibilidade
da utilizacdo de O6leos essenciais em substituicAo aos solventes organicos,
resultando em uma extragdo com menor toxicidade e em concordancia com 0s

principios da quimica analitica verde®.

A LPME, como todos os outros tipos de extragdo, também possui
desvantagens. Como se trata de uma técnica ndo exaustiva, ou seja, o principio
nao se trata da extracdo de toda a quantidade do analito da amostra, mas sim
visa-se atingir o equilibrio entra as concentracdes na fase doadora e aceptora,
esse tempo de equilibrio pode se tornar longo, podendo atingir cerca de 45
minutos ou mais de extracdo®. Em vista deste problema foi criado uma
alternativa para diminuicdo do tempo de extracdo. Insere-se um eletrodo
juntamente com a fase aceptora no limen da fibra oca e outro eletrodo na fase
doadora. Desta maneira € criado um campo eletromagnético capaz de auxiliar
na migragdo do analito por entre a membrana, fazendo com que o tempo até o
equilibrio seja consideravelmente menor em comparacdo a LPME
tradicional®®%, sendo esta técnica conhecida como extracdo por

eletromembrana.

3.5Matrizes biologicas para andlises toxicoldgicas

As analises toxicoldgicas podem ser realizadas em qualquer fluido ou
tecido organico, sendo que a escolha depende do objetivo e resultados
esperados em cada abordagem. No ambito da toxicologia forense, as matrizes
sdo as mais variadas podendo compreender desde cabelo, unhas, até humor
vitreo e contelido estomacal®3. A escolha da matriz biol6gica a ser utilizada esta
muito relacionada com o0 contexto em que esta inserido. Numa analise
postmortem a gama de matrizes a disposi¢cdo do analista € muito maior do que
com um individuo vivo. Entretanto, antes de a amostra ser escolhida e coletada,
devem ser verificados quesitos como: facilidade de coleta, custo da analise,
concentracdo do analito, estabilidade e deterioracdo da amostra, bem como o
propésito da andlise. Além disso, o0 toxicologista deve conhecer a
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farmacocinética e biotransformacdo da substancia a ser investigada para que
tanto a coleta de amostras como a analise sejam bem-sucedidas. Outro
importante aspecto a ser considerado € a janela de detec¢do das matrizes, ou
seja, o tempo em que uma substancia apresenta niveis detectaveis de seu

consumo ou administracéo®”:68,

Dentre as matrizes utilizadas, as mais classicas sdo a urina e 0 sangue.
Nas ultimas décadas o fluido oral vem ganhando destaque como uma matriz
promissora e provavel substituta ao sangue em alguns contextos®®. Além disso,
o cabelo também tem sido bastante utilizado em diversas abordagens, devido a

sua extensa janela de deteccéo.

A urina é uma das matrizes biolégicas mais utilizadas tanto para a
deteccdo de drogas ilicitas, como para monitoramento de medicamentos e
controle de uso de substancias proibidas (doping). A maioria das substancias é
excretada principalmente pela via renal, tornando a urina um excelente reflexo
do padrdo de consumo de todos os tipos de substancias’®. Entretanto, para a
andlise toxicolégica em urina, o conhecimento das vias de metabolismo e os
produtos de biotransformacéo sdo essenciais, uma vez que a concentracdo da
droga inalterada € baixa, devendo a deteccao ser focada nos principais produtos
de biotransformacgédo?®®. A concentracdo de uma substancia na urina esta muito
relacionada, além da dose consumida, com fatores fisiol6gicos, como fluxo
sanguineo e clearance de cada droga. Sua janela de deteccao costuma ser de
alguns dias para a maioria das substancias, podendo a chegar a algumas
semanas para casos de uso frequente de cannabis®, ou seja, a urina pode ndo
refletir um uso recente da substancia, mas sim de alguns dias anteriores a coleta

da amostra.

7

Uma das principais desvantagens da utilizacdo desta matriz é a alta
possibilidade de adulteracdo. Como a coleta pode ser constrangedora,
precisando ser realizada em um banheiro ou local reservado, muitas vezes nao
€ supervisionada, podendo o doador misturar agua, produtos quimicos ou até
mesmo urina artificial, na tentativa de omitir o uso de qualquer substancia nao

permitidal367.71,
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As analises toxicolégicas em cabelo tiveram seu inicio nas décadas de
1960 e 70, no ambito da toxicologia ocupacional, com a determinacdo de metais
pesados’?. Nos Ultimos anos, a discussédo da utilizacdo de cabelo como matriz
biolégica para deteccdo de drogas de abuso tem aumentado, com a
implementacdo de novas e modernas técnicas de andlise’®. E uma matriz de
larga janela de deteccdo que possibilita a verificacdo do uso retrégrado de
substancias, a depender do comprimento do fio. O cabelo tem uma média de
crescimento de 1 cm por més, portanto uma analise de segmentos dos fios

coletados pode delinear um padréo de consumo de substancias?!3.

O mecanismo de incorporacdo de substancias ao cabelo ainda ndo esta
totalmente claro, mas aparentemente séao incorporadas durante o crescimento
dos fios, por meio do sangue, sebo ou suor nos bulbos capilares, podendo ainda
ser incorporadas por contaminacdo external®’2, Entretanto, esta incorporagéo é
lenta e a substancia ndo sera detectada nessa amostra em casos de consumo
recente ou esporadico. Outro ponto € a diferenca nos tipos capilares;
dependendo da etnia do individuo, podem ocorrer diferencas na concentracao
de substancias conforme a concentracdo de melanina’. Além disso,
procedimentos estéticos e cosméticos podem influenciar negativamente a
concentracdo de drogas no cabelo. Evidéncias apontam que tingimento,
alisamento e realizacdo de procedimentos estéticos podem causar uma
diminuicéo de 50 a 80% na concentragdo de substancias na matriz’2. Além disso,
para evitar que a contaminacdo externa prejudique a analise sdo necessarios
diversos processos para descontaminacao da matriz, elevando o custo e tempo
necessario para analise'®¢’. Atualmente, o cabelo é utilizado no Brasil para
realizacdo de exames toxicoldgicos para a obtencdo e renovacéo de Carteira
Nacional de Habilitagdo (CNH) nas categorias C, D e E (Lei n°® 13.103/2015). Foi
implementada com a justificativa de impedir que usuarios de drogas ilicitas
obtivessem a CNH, diminuindo, desta maneira o nimero de acidentes de transito
causados pelo uso de substancias psicoativas. Entretanto, ndo ha comprovacéo
cientifica que o uso desta matriz desta maneira possa diminuir a acidentalidade
no transito’®. Além disso, essa matriz identifica uso passado da substancia, néo
havendo, desta maneira, qualquer relacéo entre um resultado positivo e efeitos

farmacoldgicos ativos.
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O fluido oral ocupou, nas ultimas décadas, lugar de destaque como uma
das mais promissoras matrizes biol6gicas para a deteccédo de drogas de abuso
em diversos contextos. A coleta desta matriz é facil, rapida, ndo invasiva,
podendo ser realizada com supervisdo sem constrangimento's. A coleta é
realizada com dispositivos absorventes inseridos na boca do doador. Existem
diversos coletores, sendo 0s mais apropriados 0s que nao apresentam
estimulantes de salivagédo e aqueles que contém tampao proprio de conservagao
e estabilizacdo da amostra apds a coleta. A estimulacdo da salivacdo pode
acarretar um aumento do pH bucal, alterando a cinética de migracdo das
substancias através das glandulas salivares, aumentando ou diminuindo sua

concentracdo no fluido oral®®.

As glandulas salivares séo bastante perfundidas, o que facilita a migracéo
das substancias do sangue para o fluido oral apresentando janela de deteccéo
similar ao sangue’. Apesar disso, estabelecer uma correta correlacdo entre as
concentracdes de substancias entre fluido oral e sangue torna-se um desafio.
Devido ao pH mais baixo do fluido oral, este tende a acumular uma maior
quantidade de substancias alcalinas, enquanto substancias acidas tendem a
reterem-se mais no sangue’®’’. Mais ainda, algumas drogas podem ficar
impregnadas na cavidade bucal, aumentando a concentragéo dessas no fluido

oral, como é o caso daquelas consumidas via nasal ou fumadas’®.

O fluido oral hoje vem sendo utilizado na verificagdo do uso de
substancias psicoativas por motoristas. Existem diversos dispositivos
imunocromatogréficos para a testagem rapida de drogas em fluido oral, sendo
utiizados em abordagens policiais nas vias. Entretanto, varios desses
dispositivos ainda apresentam baixa sensibilidade e especificidade para algumas
classes de substancias, devendo uma segunda amostra de fluido oral, ou uma

amostra sanguinea ser coletada para confirmacéo dos resultados positivos’®:0.

Apesar do numero crescente de estudos envolvendo outras matrizes, o
sangue ainda é a matriz de escolha para quantificacao de analitos, uma vez que
€ uma das Unicas matrizes em que 0s niveis de xenobidticos encontrados e 0s
efeitos psicofarmacoldgicos podem ser correlacionados®®. Em situacGes em que

se deseja a verificacdo da influéncia dessas substancias no momento da coleta,
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como a direcao sob influéncia de substancias psicoativas, ou a verificacdo da
influéncia de drogas em acidentes, o sangue deve ser coletado e analisado?3.
Durante a coleta alguns detalhes devem ser observados para que a analise nao
seja prejudicada. Deve-se sempre que possivel coletar o sangue utilizando
conservantes para prevenir a degradacao dos analitos e uma possivel producéo
endogena de etanol por bactérias. O conservante mais utilizado € o fluoreto de
sédio que age inibindo a acdo de algumas enzimas que poderiam degradar

alguns analitos como a cocaina®!.

Em casos postmortem, a coleta de sangue deve ser realizada
adequadamente. O sangue cardiaco € o mais facil de ser coletado no momento
da necrépsia. Entretanto, devido ao fenbmeno denominado redistribui¢cdo
postmortem a concentracdo sanguinea pode sofrer alteracdes. Apos o Obito, os
analitos existentes em outros 6rgaos ao entorno da camara cardiaca podem, por
difusé@o, migrar para o coragao, aumentando a concentragao da substancia neste
orgdo. A amostra mais recomendada para a coleta é o sangue periférico,
coletado da veia femoral. Por outro lado, € matrix de dificil obtencéo, devido a
dificuldade no acesso a veia e aos pequenos volumes disponiveis®:. Além de
todas as dificuldades, a coleta sanguinea necessita de flebotomistas treinados e

experientes.

Na realizacdo de em estudos epidemiolégicos a taxa de recusa em
fornecimento de sangue é grande, tornando um viés metodolégico importante?s,
Apesar de todas as dificuldades e empecilhos, o sangue € uma matriz valiosa e
deve ser coletada sempre que possivel em casos de investigacdes e pesquisa

no ambito da toxicologia forense.

No Quadro 1 estdo resumidas e comparadas algumas caracteristicas das

principais matrizes utilizadas na detecgéo do uso de drogas ilicitas.
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Quadro 1. Caracteristicas das principais matrizes biologicas utilizadas na
determinacao de substancias psicoativas.
Urina Cabelo  Fluido Sangue

oral
Janela de deteccdo 3-4 3-6 1-2 1-2
dias meses dias dias
Coleta invasiva Sim Sim N&o Sim
Possibilidade de adulteracéo Alta Média Baixa N&o
Contaminagéo externa N&ao Sim N&o N&o
Possibilidade de resultado negativo
. al Baixa Alta Baixa Baixa
ap6s uso da substancia
Custo da analise Médio  Alto  Médio  Médio
Taxa de recusa na doacéo de o ]
Média Alta Baixa Alta

amostra

Apesar da utilizacdo das matrizes classicas como urina, sangue, fluido
oral e cabelo serem inquestionaveis, nos Gltimos anos surgiram as chamadas
matrizes alternativas como opcéo para andlises toxicoldgicas®?. Apesar de serem
matrizes bioldgicas pouco utilizadas, muitas vezes tém grande importancia em
alguns casos. Sdo elas: humor vitreo, mecénio, suor, 0ssos, leite materno,
corddo umbilical, placenta entre outras. O objetivo no estudo dessas matrizes
sdo varios, desde verificacdo do uso de drogas ilicitas por gestantes (mecdnio,
corddo umbilical e placenta), até mesmo em casos postmortem em que 0O

sangue, e outros fluidos estdo ausentes ou contaminados.

Assim sendo, apresentamos a seguir métodos de extracdo de algumas
classes de analitos, utilizando o sangue como matriz biolégica, afim de preencher

a lacuna existente na literatura cientifica.
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4. Materiais e métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos

e Cromatografo gasoso, modelo GC 2010, equipado com coluna capilar HP
— 5MS (Hewlett Packard) com as seguintes dimensdes: 30 m x 0,25 mm
x 0,10 um, acoplado a espectrometro de massas quadrupolo modelo QP
2010 ambos da Shimadzu®, Japao.

e Agitador magnético com aquecimento multiestagcbes da marca IKA™,
modelo RT 10 Power;

e Agitador magnético 752 A — Fisatom, S&o Paulo, Brasil;

e Centrifuga modelo BE — 2300 — Bio Eng, Brasil;

e Concentrador TE-019 — Tecnal, Brasil,

e Agitador de tubos tipo vértex modelo 251 — Fanem, Séo Paulo, Brasil;

¢ Bloco de aquecimento Reacti-Therm — Pierce, Rockford, IL, EUA.

4.1.2 Reagentes e outros materiais

e Fibras ocas de microextracdo em fase liquida (hollow-fiber) de
polipropileno, com 600 pum didmetro interno, 200 um de espessura de
parede e 0,20 pum tamanho do poro, adquirido da 3M, (Wuppertal,
Alemanha);

e Fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) 100 um, adquirido da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA);

e Reagentes (solventes, sais) foram obtidos da Merck® (Darmstadt,
Alemanha);

e Gases especiais para cromatografia foram obtidos da Messer Gases,

Brasil;
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e Vidrarias especiais e outros itens para as andlises cromatogréaficas foram

adquiridos de empresas especializadas existentes no mercado brasileiro;

e Os seguintes padroes de referéncia foram obtidos da Cerilliant

Corporation (Round Rock, Texas, EUA), em metanol ou acetonitrila na

concentracdo de 1 mg/mL (exceto cocaetileno-d3, adquirido na

concentracdo de 100 pg/mL):

©)

O

o

o

o

Cocaina

Cocaina-d3

Cocaetileno

Cocaetileno-d3

Anidro ecgonina metil éster (AEME)
Benzoilecgonina

Benzoilecgonina-d3

Anfetamina

Anfetamina-d5

Metanfetamina

Metanfetamina-d5
3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA)
MDMA-d5

3,4-metilenodioxianfetamina (MDA)
MDA-d5

3,4-metilenodioxietilanfetamina (MDEA)
MDEA-d5

A9-tetraidrocanabinol (THC)

A9-THC-d3

11-hidroxi- A9-Tetraidrocanabinol (THC-OH)
THC-OH-d3

11-nor-9-carboxil- A9-tetraidrocanabionol (THC-COOH)
THC-COOH-d3

Femproporex

Todos os padrdes foram diluidos em metanol ou acetonitrila em solucdes

de trabalho nas concentragdes de 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL



40

4.1.3 Amostras de sangue negativas

A Fundacao Pré-Sangue Hemocentro de Sao Paulo, cedeu ao Laboratério
de Toxicologia do Departamento de Medicina Legal, Etica Médica e Medicina
Social e do Trabalho da Faculdade de Medicina USP duas bolsas de sangue
total. A essas amostras foram adicionadas concentracées conhecidas e
desejadas dos analitos para avaliagdo de cada parametro durante a otimizacao

e validacao dos métodos de extracdo propostos.

4.2 Métodos

4.2.1 Otimizacdo dos métodos de LPME para extracdo de
compostos anfetaminicos e cocaina e derivados

Os métodos de extracdo de composto anfetaminicos e de cocaina e
derivados foram realizados utilizando-se a técnica de microextracdo em fase
liquida (LPME) trifasica com auxilio de fibra oca. Foram otimizados, variando-se
0S seguintes parametros: tempo de agitacdo (25, 30, 35, 40) min, solvente
organico utilizado para submerséo da fibra oca (diexil éter, dodecano e nonanol),
fase doadora (NaOH e agua destilada) e fase aceptora no limen da fibra (HCl e
acido formico) em diferentes concentracfes (0,05, 0,1 e 0,3 mol/L). O efeito
salting-out também foi avaliado adicionando 200 mg de NaHCO3/K2CO3 (2:1) a
fase doadora. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Apds os experimentos de otimizacdo chegou-se a seguinte condicdo
Otima para extragdo dos compostos anfetaminicos: em um vial de vidro de 4 mL
adicionar 0,5 mL de sangue total, contendo 50 ng/mL de padrdes internos
(anfetamina-d5, metanfetamina-d5, MDA-d5, MDMA-d5 e MDEA-d5), adicionar
2,5 mL de NaOH 0,1 mol/L e submergir a fibra oca (9 cm) em diexil éter por 10
segundos retirando o excesso com auxilio de papel absorvente. Inserir 50 yL de
HCI 0,1 mol/L no limen da fibra e inseri-la em forma de “U” ao vial de vidro.
Agitacdo com auxilio de barra magnética por 30 min a 1.500 rpm a 45 °C,

decorrido o tempo, retirar a fase aceptora do lumen da fibra, evaporar sob fluxo
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de N2a 40 °C e re-suspender em 25 pL de acetato de etila e adicionar 25 pL de
anidro trifluoro acético (TFAA) para derivatizacédo por 15 min a 70 °C em bloco
de aguecimento. Realizar evaporacdo novamente e re-suspensao com 50 L de
acetato de etila e injetar 2 pL no GC-MS (Figura 3)

{_\ _ /‘\ (-‘HMQJ 0,1 mol/L

50 ng/mLPI 0,5 mL zangue Evaporagic sob
(ANF-d5, + fluzode N2 a
MET-dS, 2,5 mL NaOH 0,1 mol/L 40°C
Mrvg;:i;ijé Derivatizaciio
! l por 15" a T0°C
MDEA-dS) itaca : Re-guspender
+ Agitacio por 30', a 1500 rpm e
_ 45°C em 25 uL acetato
Fadrbes com de etila + 25 plL
concen.l:ragao 10s em diexil &ter TFAA
desejada 50 WL HC1 0,1

mol/L no limen Evaporagéo sob

fluxo de N2 a

] 5
T gy G=m

Re-suspender
em 50 pL acetato
de etila

Figura 3. Esquema do procedimento de extracdo de compostos anfetaminicos
de amostra de sangue total pela técnica de microextracdo em fase liquida
(LPME).

No Quadro 2 estdo apresentados o0s ions pesquisados (relacédo
massa/carga — m/z) e o tempo de retencdo de cada analito. Estdo sublinhados

os ions utilizados para quantificacdo de cada analito.
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Quadro 2. lons (m/z) e tempo de retenc¢éo (minutos) de cada analito analisado.
Os ions quantificadores de cada analitos estdo apresentados sublinhados.

Analito fons (m/z) Tempo de retencéao

(min)
Anfetamina 140, 118, 91 6,31
Anfetamina-d5 144, 123, 96 6,29
Metanfetamina 154,118, 110 7,06
Metanfetamina-d5 158, 120, 113 7,04
MDA 275, 135, 162 8,50
MDA-d5 280, 167, 136 8,48
Femproporex 193, 140, 118 9,15
MDMA 162, 154,110 9,32
MDMA-d5 164, 136, 113 9,29
MDEA 168, 140, 303 9,65
MDEA-d5 173, 141, 308 9,62

Para o método de extracdo de cocaina e derivados foram obtidas as
seguintes condic¢des Gtimas de extracao:

A um frasco de vidro de 4 mL contendo 200 mg de NaHCO3/K2CO3 (2:1)
foi adicionado 0,5 mL de sangue fortificado com 50 ng/mL de uma solucdo de
padrao interno contendo cocaina-d3 e cocaetileno-d3. Em seguida foi adicionado
2,5 mL de NaOH 0,1 mol/L. A fibra oca (9 cm) foi submersa em dodecano por 10
segundos e em seguida colocada em um papel absorvente para retirada do
excesso de solvente. Ao limen da fibra foi adicionado 50 uL de HCI 0,1 mol/L e
a fibra foi adicionada em forma de “U” dentro do vial que entao foi deixado em
agitacdo com auxilio de uma barra magnética por 35 min a 45°C a 1.500 rpm.
Apo6s decorrido esse tempo a fibra foi retirada do vial e o HCI retirado e
adicionado a um frasco de fundo cénico para evaporacéo sob fluxo de N2 a 40°C.
Apds completa secagem, o residuo foi re-suspendido em 50 uL de acetato de

etila e, entdo, injetados 2 pL no GC-MS.

No Quadro 3 estdo apresentados 0s ions pesquisados (relacéo
massa/carga — m/z) e o tempo de retencdo de cada analito. Sublinhado estao

apresentados os ions quantificadores.
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Quadro 3. fons (m/z) e tempo de retencéo (minutos) de cada analito analisado.
Os ions quantificadores de cada analitos estdo apresentados sublinhados.

Analito fons (m/z) Tempo de retencéao
(min)
AEME 152, 166, 181 5,94
Cocaina 182, 272, 303 11,90
Cocaina-d3 185, 275, 306 11,89
Cocaetileno 196, 272, 317 12,26
Cocaetileno-d3 199, 275, 320 12,25

4.2.2 Otimizacdo do método de SPME para extracdo de A9-
tetraidrocanabionol

Para a extragao de A9-THC de sangue total foi utilizada a técnica de
microextracdo em fase solida (SPME). Para se chegar a melhor condicdo de
extracdo foram avaliados os seguintes parametros: tempo de agitacao (10, 15,
20 e 25 min), fase doadora (NaOH - 0,01; 0,05; 0,1 e 0,3 mol/L), solvente
utilizado para precipitacdo de proteinas anteriormente realizado a SPME
(metanol [MeOH], acetonitrila [ACN], ACN:MeOH [2:1] e ACN:MeOH [85:15]) e
efeito salting-out pela adicdo de 200 mg de NaHCO3/K2CO3 (2:1) a fase doadora.
Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Apos os experimentos de otimizacdo chegou-se as seguintes condicoes

de extracao:

Em um tubo de ensaio de vidro de 5 mL foram adicionados 300 uL de
sangue total fortificado com 50 ng/mL de A9-THC-d3 e 0,5 mL de acetonitrila
gelada (-20°C) para precipitacdo das proteinas. O tubo foi entdo agitado com
auxilio de vortex por 20 segundos e centrifugado por 10 min a 3.000 rpm. O
sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta do tipo pasteur e adicionado
a um vial de vidro de 4 mL, contendo 200 mg de NaHCO3/K2CO3 (2:1) e uma
barra magnética. Foram entdo, adicionados 1,5 mL de NaOH 0,1 mol/L. O
suporte da fibra de PDMS foi entdo preso acima do frasco e a fibra exposta a
solucdo por 20 min a 50°C durante agitacdo magnética (Figura 4). Apos
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decorrido o tempo de agitacéo, a fibra de PDMS foi inserida manualmente na
porta de injecdo do GC e deixada durante todo o tempo de separacao
cromatografica para adsorcdo total dos analitos. Para qualificacdo e
quantificacdo (sublinhados) dos analitos foram utilizados os seguintes ions (m/z):
THC: 299, 231 e 314; THC-D3: 302, 234 e 317, cujos tempos de retencdo séo

respectivamente 7,8 min e 7,78 min.

>y

‘ Retira-se
0,3 mL sangue ( ‘ sobrenadante Agitagdo por
total m 20 min a 50°C
fortificado | Vértex: 20
com 50 ng/mlL segundos \ £=2 15mLNaOHO0,1
de THC-d3 + —_— & mol/L + 200 mg de
0,5 mL de Centrifugagéao NaHCO3/K2CO3
ACN a 3.000 rpm por
10 min

Insercgdo da fibra

diretamente na porta )
de injegdao do GC-
MsS

Figura 4. Esquema do procedimento de extragao de A9-tetraidrocanabinol de
amostras de sangue total pela técnica de microextracdo em fase sélida (SPME).
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4.2.3 Condicdes cromatogréficas

4.2.3.1 Meétodo de LPME para compostos anfetaminicos

Para a analise dos compostos anfetaminicos as seguintes condices
cromatograficas foram estabelecidas. A temperatura do injetor foi mantida em
220°C. A temperatura do forno e a rampa de aquecimento esta demonstrada no
Quadro 4. O gas de arraste utilizado foi o hélio num fluxo de 0,6 mL/min. A
temperatura da interface entre o cromatografo gasoso e o0 espectrometro de
massas foi mantida em 250°C e a da fonte de ions em 260°C. Apés deteccéo
dos analitos e verificado o tempo de retencdo de cada substancia pelo modo

SCAN, o detector foi operado por ionizagéo eletronica em 70eV no método SIM.

Quadro 4. Condicdes de elevacédo e controle de temperatura no cromatdgrafo
gasoso para o método de deteccdo de compostos anfetaminicos.

Taxa de aumento da Temperatura Permanéncia em minutos
temperatura (°C/min) final (°C) na temperatura final
80 2
20 200 5
25 275 1

Tempo total de separacdo cromatogréafica: 17 min

4.2.3.2 Método de LPME para cocaina e derivados

Para a analise da cocaina e compostos derivados, foram estabelecidas
as seguintes condi¢des cromatograficas. A temperatura do injetor foi mantida em
250°C. A temperatura do forno e a rampa de aquecimento esta demonstrada no
Quadro 5. O gas de arraste utilizado foi o hélio num fluxo de 0,6 mL/min. A
temperatura da interface entre o cromatografo gasoso e o espectrémetro de
massas foi mantida em 280°C e a da fonte de ions em 260°C. O detector foi

operado por ionizagao eletrénica em 70 eV no método SIM.
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Quadro 5. Condicdes de elevacédo e controle de temperatura no cromatografo
gasoso para o método de deteccdo de cocaina e compostos derivados.

Taxa de aumento da Temperatura Permanéncia em minutos
temperatura (°C/min) final (°C) na temperatura final
90 1
15 250 2
25 280 2

Tempo total de separacdo cromatografica: 16,87 min

4.2.3.3 Método de SPME para A9-tetraidrocanabinol

Para a analise de THC, foram estabelecidas as seguintes condicdes
cromatograficas. A temperatura do injetor foi mantida em 220°C. A temperatura
do forno e a rampa de aquecimento estd demonstrada no Quadro 6. O gas de
arraste utilizado foi o hélio num fluxo de 0,8 mL/min. A temperatura da interface
entre o cromatdgrafo gasoso e o espectrometro de massas foi mantida em 250°C
e a da fonte de ions em 260°C. O detector foi operado por ionizacdo eletronica

em 70 eV no método SIM.

Quadro 6. Condicdes de elevacédo e controle de temperatura no cromatografo
gasoso para o método de deteccdo de A9-tetraidrocanabinol.

Taxa de aumento da Temperatura Permanéncia em minutos
temperatura (°C/min) final (°C) na temperatura final
150 1
20 290 5
20 300 1

Tempo total de separacao cromatografica: 14,5 min

4.2.4 Validacdo dos métodos de LPME e SPME

Os métodos de extracdo foram validados seguindo recomendacdo de
manuais internacionais de validacdo de métodos®8* sendo estabelecidos
valores de limite de deteccéo, limite de quantificacdo, seletividade, precisao,

exatidao, linearidade, recuperacéo, carryover e integridade da diluicéo.
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4.2.4.1 Limite de deteccéao e quantificacao

Limite de deteccdo (LOD) € definido como a menor concentracdo que
pode ser diferenciada, de forma confiavel, da linha de base do aparelho apés
analise de uma amostra branca (sem adicdo de qualquer padréo). Limite de
quantificacdo (LOQ) é definido como a menor concentracdo que pode ser
quantificada, de forma confiavel, mantendo-se valores aceitaveis de precisao e

exatidao®.

Inicialmente foi determinado o limite do branco (LOB)®, através de uma
série de injecdes de amostras sem adicdo de qualquer padrdo. Foram analisadas
20 replicatas, de duas fontes diferentes de sangue total (10 replicatas de cada

fonte), para se estimar a linha de base de deteccao do aparelho.

Apos a determinacédo do LOB, o limite de deteccéo foi estimado realizando
uma série de injecbes com concentracdes decrescentes (15; 10; 7;5;4;3,2e 1
ng/mL). Quatro replicatas de cada concentragcédo foram analisadas e aquela que

apresentou um sinal trés vezes maior que o LOB foi considerado LOD.

Para a determinacdo do limite de quantificacdo foi realizado o mesmo
procedimento do LOD. A menor concentragdo que apresentou um coeficiente de
variagcdo menor que 10% foi definido como o LOQ.

4.2.4.2 Seletividade

O estudo de seletividade garante que nao haja qualquer interferente,
endégeno ou exogeno, capaz de comprometer a correta deteccdo e
quantificacdo do analito alvo durante a andlise. Para a verificacdo de
componentes endogenos interferentes, foram analisadas dez amostras de

sangue total, de fontes diferentes.

A verificacdo de interferentes exdgenos foi realizada, adicionando-se
drogas de abuso e medicamentos (benzodiazepinicos e antidepressivos

triciclicos) a amostras brancas de sangue total.
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42.4.3 Precisao intra e interdias

Os estudos de precisdo foram realizados analisando uma série de
amostras de sangue total adicionadas com padrdes dos analitos de interesse de
cada método. Foram utilizados trés controles de qualidade com concentracdes
baixas, médias e altas dos analitos (Quadro 7). As analises foram realizadas em
trés dias consecutivos e em seis replicatas para cada controle. Foi determinada
a preciséo intradia e interdia, determinando-se indiretamente a imprecisao do
meétodo pelo calculo do coeficiente de variacdo (CV), sendo o valor maximo

aceitavel +10%.

As férmulas utilizadas nos célculos foram:

Média d d
(\/ édia dentro osgrupos))X100

Precisdo intradias = -
< Média geral

\/Média entre grupos + (n — 1) X Média dentro dos grupos

Precisdo interdias = 1 100
recisao interdias Média geral X

42.4.4 Exatidao

Exatiddo é definido como a concordancia entre a média de resultados
encontrados experimentalmente e o valor real de uma amostra. Foi determinada
analisando-se os controles CQB, CQM e CQA em seis replicatas, sendo que o

valor maximo aceitavel é +20%.

A férmula utilizada nos célculos foi:

. concentracdo obtida — concentracgao real
Inexatiddo (%) = ( concentracio real )xlOO
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4245 Linearidade e heteroscedasticidade

O estudo da linearidade foi realizado analisando uma faixa de trabalho
com concentracfes conhecidas de cada analitos (Quadro 7). Cada concentracéo
foi analisada em seis replicatas. Uma curva de calibracdo foi montada e o
coeficiente de determinacéo (r?) calculado. A heteroscedasticidade da curva de
calibracéo foi analisada a partir do teste-f2,

4.2.46 Carryover

Este parametro refere-se a contaminacéo de uma amostra com resquicios
de analitos de uma amostra anteriormente analisada. A verificacdo da existéncia
de carryover foi verificada pela analise de uma amostra branca logo apés anélise
de uma amostra com alta concentracdo dos analitos de interesse. Nenhuma

concentracdo acima do LOD pode ser verificada na amostra branca.

Foi determinado analisando-se amostras com concentracdes acima do
limite superior da faixa de trabalho e logo em seguida, uma amostra branca. No
Quadro 7 estdo demonstradas as concentracdes utilizadas para cada analito. A

analise foi realizada em triplicata.

Quadro 7. Controles de qualidade, faixa de trabalho utilizada na avaliacdo da
linearidade e concentragdes utilizadas na avaliagdo do carryover para cada
meétodo desenvolvido. Concentracfes estdo expressas em ng/mL.

CQB,CQM e Linearidade Carryover
COA
Estimulantes 30, 180 e 390 5, 50, 150, 250, 350 e 500 600
anfetaminicos
Cocainae 100, 400 e 650 5, 150, 300, 450, 600 e 750 900
derivados
THC 15, 90 e 125 5. 25 50, 75, 100 e 150 300

CQB: controle de qualidade baixo
CQM: controle de qualidade médio
CQA: controle de qualidade alto
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4.2.47 Recuperacao

A recuperacdo mede o quanto do analito o método é capaz de detectar
apos o procedimento de extracdo. A analise é realizada medindo-se a
concentragao do analito sendo adicionado antes e apds a extragdo. A um vial “A”
adiciona-se apenas padrédo interno, sendo adicionado o analito ao final da
extragdo anteriormente a injegdo no equipamento. A outro vial “B” adiciona-se
padrao interno juntamente com o analito e a recuperacao é calculada pela razédo
entre a concentracdo encontrada entre B e A, sendo que a variacdo maxima

aceitavel é £20%%84,

Para o caso do método de SPME, uma vez que nédo é possivel obter um
extrato seco apds o procedimento, este parametro foi avaliado apenas levando
em consideracdo a recuperacdo do analito apds a precipitacdo de proteinas.
Para tanto, foram avaliadas duas diferentes amostras sanguineas, uma
fortificada com THC anteriormente a precipitacdo de proteinas pela ACN (A) e a
outra foi adicionado o analito ao sobrenadante obtido apds a fase de precipitacédo
das proteinas (B). A recuperacao foi entdo calculada pela razéo entre A e B.
Todas as andlises foram realizadas utilizando os trés controles de qualidade e

em triplicata.

4.2.4.8 Integridade da diluicao

A integridade da diluicdo deve ser verificada toda vez que a amostra
precisar ser diluida por apresentar concentracdes dos analitos superiores
agueles referentes ao limite superior da faixa de trabalho ou quando apresentar
volume insuficiente para analise. Com o estudo deste parametro é possivel
assegurar que a precisdo e a exatiddo do méetodo ndo sao afetadas com a

diluicdo da amostra.

As analises foram realizadas, para cada método, repetindo os estudos de
precisdo e exatiddo com amostras diluidas utilizando sangue sem adi¢do de
qualquer concentracao dos analitos em questédo (sangue branco). Cada fator de

diluicdo foi analisado em cinco replicatas e em trés dias consecutivos. As
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diluicdes e as concentracdes iniciais para cada métodos estdo apresentadas no
Quadro 8.
Quadro 8. Fatores de diluicdo e concentracao inicial de cada analito, anterior a

diluicdo, utilizados durante os ensaios de integridade da diluicdo para cada um
dos métodos desenvolvidos.

Analitos Fatores de diluicdo  Concentracdao inicial
(ng/mL)
Compostos anfetaminicos 1:2, 1.5, 1:10 800
Cocaina e derivados 1:2,1:5, 1:10 1000
A9-THC 1:5, 1:10, 1:20 600

4.2.5 Aplicacédo dos principios da quimica analitica verde

Apo6s o desenvolvimento e otimizagdo dos métodos, foi verificado se
atendiam aos principios preconizados pela Quimica Analitica Verde. Para isso
foi utilizado um software desenvolvido por Pena-Pereira et al. (2020), chamado
Analytical GREEnness calculator (AGREE)®’. Com este software cada um dos
doze principios é pontuado de 0 a 1, sendo 1 o0 mais proximo do ideal e de acordo

com 0s principios.

4.2.6 Aplicacdo dos métodos em amostras reais

Todos os trés métodos, apos devidamente validados, foram aplicados em
amostras reais de sangue total. Foram obtidos sangue de individuos suspeitos
de terem feito uso de cocaina, anfetaminas e/ou maconha. Todas as andlises

foram realizadas em duplicatas.

Para o método de LPME para a deteccdo de compostos anfetaminicos,
foram doadas aliquotas de amostras de casos suspeitos de ingestdo de ecstasy,
pelo Nucleo de Toxicologia Forense da Superintendéncia da Policia Técnico

Cientifica do Estado de Sao Paulo. Para a aplicacado dos outros dois métodos,
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foram utilizadas amostras de sangue de pacientes internados no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, vitimas de
acidentes com lesdes trauméticas. As coletas de amostras de sangue fizeram
parte do projeto intitulado “Fatores relacionados com os acidentes de transito
com vitimas atendidas no Pronto Socorro Central e que ficaram internadas no
Hospital das Clinicas da FMUSP”.

A utilizagdo das amostras dos pacientes do referido projeto, no presente
estudo, foi aprovada pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina sob parecer
namero 1.967.799 (Anexo A).
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5. Resultados e discusséo

5.1 Otimizacdo dos métodos de LPME e SPME

O principio da técnica de HF-LPME trifasica, aqui proposta, é extracdo de
um analito de uma fase doadora aquosa através de um solvente organico
imobilizado nos poros da fibra oca, até uma fase aceptora inserida no lamen
desta fibra. Esta configuracdo garante um extrato limpido pela separacéo fisica
entre as fases doadora e aceptora, mesmo sendo utilizada em matrizes
complexas, como é o caso do sangue total. Além disso, os volumes de solvente
organico imobilizado nos poros da fibra ndo passam da ordem de poucos
microlitros®, diminuindo o contato do analista com produtos que poderiam
causar riscos a saude, além de reduzir os residuos quimicos a serem

descartados ao final da extragao.

Um dos pontos criticos para uma extracao bem-sucedida com a aplicacao
da LPME é a escolha do solvente organico utilizado como membrana liquida
suportada. Estes podem ser os mais variados, entretanto necessitam apresentar
algumas caracteristicas especificas. Precisam ser verificadas caracteristicas
como volatilidade, densidade, constante de particAo octanol/dgua (LogP),
viscosidade e tensdo de superficie. Além disso, como nas metodologias aqui
propostas, a fase doadora consiste em uma solugcédo aquosa, se faz necessario
a imiscibilidade entre o solvente imobilizado nos poros da fibra oca e a agua,
para que nao haja extravasamento para a matriz. Por fim, a eficiéncia do solvente
dependera das forcas de interacédo entre o solvente e analitos®. Respeitando
estas obrigatoriedades, foram testados diferentes solventes organicos para cada
um dos métodos de HF-LPME. Para o método de extragdo dos compostos
anfetaminicos o diexil éter apresentou melhores resultados. Por outro lado, para
o método de extracdo de cocaina e derivados o dodecano apresentou uma
resposta superior. Ambos 0s solventes apresentam caracteristicas similares de
viscosidade, LogP e volatilidade, sendo a escolha de cada um deles sendo feita
principalmente pela area absoluta do pico que cada analito apresentou apds a

extragao.
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Em trabalhos prévios utilizando a técnica de HF-LPME para a extracao de
compostos anfetaminicos de amostras de urina®® e cabelo®!, o diexil éter também
foi utilizado como solvente organico. Este solvente orgéanico apresenta
coeficiente de particdo octanol/agua (LogP) de 4,7, superior ao dos compostos
anfetaminicos extraidos por este método (variam de 1,6 a 2,5), garantindo uma
boa transferéncia dos analitos da fase doadora para a fase aceptora. De maneira
similar, a AEME, cocaina e cocaetileno também possuem coeficientes de
particdo octanol/dguade 1,1, 2,3 e 2,7, respectivamente, inferiores ao coeficiente
do dodecano (LogP = 6,1). Entretanto, em metodologias previamente publicadas
para a extracdo de cocaina e derivados em amostras de leite materno e cabelo,
foram utilizados octanol®® e diexil éter®®, respectivamente, como membrana

liguida suportada na HF-LPME.

Para uma extracdo bem-sucedida, os analitos de interesse devem
permanecer em seu estado molecular, ou seja, ndo apresentar ionizacédo. Para
isto, a fase doadora deve estar alcalina para analitos de carater basico. Na LPME
€ recomendavel que o pH da fase doadora esteja trés unidades acima do pKa
dos analitos (em casos de analitos basicos) ou 3 unidades abaixo do pKa em
casos de analitos com carater acido®?. Os compostos anfetaminicos, aqui
analisados, sdo moléculas com carater basico apresentando valores de pKa
variando de 9,6 a 10,1. Portanto, foram adicionados 2,5 mL de hidroxido de sodio
0,1 mol/L para ajuste do pH entre 12 e 13. Da mesma maneira, a cocaina,
cocaetileno e AEME também possuem carater alcalino, sendo o NaOH também
adicionado na fase doadora para a extracao destes analitos, mantendo o pH da
fase doadora entre 10 e 11. Desta maneira, garante-se um meio no qual as
moléculas ndo se ionizam, possibilitando sua migracéo para o solvente organico
e posteriormente para a fase aceptora. Além de ajustar o pH, o NaOH também
auxiliou na diminuicéo da viscosidade do sangue total, possibilitando uma melhor

agitacdo pela barra magnética.

Além do efeito do pH, alguns outros fatores podem influenciar em uma
migracao mais eficiente dos analitos entre as fases do sistema de extragdo. Um

desses fatores é o efeito salting-out. Esta técnica consiste na adicdo de

compostos, normalmente sais inorganicos, a fase doadora com o intuito de
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aumentar-se a forca iénica, diminuindo, desta forma, a solubilidade do analito na
fase aquosa e faciltando sua migracdo para a fase organical®. Como
consequéncia das alteragcbes do salting-out, pode-se observar melhora na
recuperacdo dos analitos e aumento da sensibilidade da técnica. Portanto, foi
verificada se a adicdo de 200 mg de NaHCO3/K2CO3 (2:1) ao vial, juntamente
com a fase doadora, aumentaria a eficiéncia da extracdo em ambos os métodos
de LPME aqui descritos. No caso do método para a extracdo dos compostos
anfetaminicos néo foi observada nenhuma melhora significativa na extragdo dos
analitos, optando-se, portanto, pela ndo adi¢cdo do sal. Ja4 no caso do método
para a extracdo de cocaina e derivados, houve um aumento considerado na
recuperacdo dos analitos e eficiéncia da técnica, sendo, portanto, o sal
adicionado na fase doadora do sistema.

A principal diferenca entre a LPME de duas e trés fases € a possibilidade
de aprisionamento dos analitos no interior da fibra oca na configuracéo trifasica.
Neste modelo utiliza-se uma solugéo com pH contrario ao dos analitos para que,
ao entrar em contato com um meio acido (no caso das analitos basico) ionize-
se, impossibilitando, desta forma, uma nova difusdo para fora da fibra. Este
sistema foi avaliado com a utilizacdo de dois acidos diferentes em ambos os
métodos: acido cloridrico e férmico, em diferentes concentracdes. Apesar de ja
existirem métodos publicados com a utilizacdo de acido féormico como fase
aceptora em sistemas de HF-LPME trifasico®, este é um &cido relativamente
com menor forca do que o HCI, portanto com menor potencial de ionizacdo. A
utilizacdo do acido férmico ndo apresentou resultados satisfatérios, sendo seu
uso descartado, focando-se na avaliacdo da concentracdo do HCl. Em ambos
0s métodos, o HCI na concentracdo de 0,1 mol/L apresentou recuperacdes

superiores dos analitos.

A LPME é uma extracdo considerada ndo exaustiva, ou seja, nao extrai
completamente os analitos da matriz analisada, mas sim, baseia-se no equilibrio
das concentragfes entre as fases doadora e aceptora. Assim sendo, quando o
equilibrio é atingido a difusdo dos analitos entre as fases € interrompida. A
avaliacdo do tempo necessario para que o equilibrio seja atingido é essencial

para uma Otima extracdo, para evitar dispéndio desnecessario de tempo, por
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outro lado, extracbes com tempo reduzido poderiam causar uma deteccao
subestimada dos analitos. Além do tempo de agitacdo, também foi avaliado se o
aguecimento da amostra durante a extracéo influenciaria de maneira positiva nas
extracbes. Em ambos os métodos foi verificado que o aquecimento a 50°C
auxiliava na obtencédo de melhores respostas. Em temperaturas mais elevadas
as moléculas tendem a ter maior movimentacédo, auxiliando em sua migracao
através dos poros da fibra. Como observado nas Figuras 5 e 6 os equilibrios
foram atingidos apds 35 e 30 min de agitacdo para os compostos anfetaminicos

e cocaina e derivados, respectivamente.
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Figura 5. Efeito do tempo de agitacdo magnética do sistema sobre a
extracdo de compostos anfetaminicos de amostras de sangue total
utilizando a técnica de microextracdo em fase liquida (LPME). ANF:
anfetamina, MET: metanfetamina, MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina,
FEM: Femproporex, MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina, MDEA: 3,4-
Metilenodioxietilanfetamina.
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Figura 6. Efeito do tempo de agitacdo magnética do sistema sobre a
extracdo de anidro ecgonina metil éster (AEME), cocaina e cocaetileno de
amostras de sangue total utilizando a técnica de microextracdo em fase
liquida (LPME).

O sangue total € uma matriz complexa, com uma viscosidade
relativamente maior em comparacao a outras matrizes aquosas, fazendo com
gue a agitacdo do sistema seja comprometida, aumentando o tempo necessario
para que o equilibrio entre as fases seja atingido®. Alguns métodos, também
utilizando HF-LPME para a extracdo de compostos anfetaminicos de amostras
de cabelo e urina apresentaram tempos superiores de agitacéo: 60 e 45 min,
respectivamente®°l, Existe na literatura, relato de extracdo de compostos
anfetaminicos de amostras de sangue total com apenas 15 min de agitacao.
Entretanto, os autores relataram que o equilibrio entre as fases néo foi atingido
apos decorrido esse tempo®. Para a extracdo de cocaina e derivados de
amostras de leite materno também foram relatados tempos similares aos aqui
apresentados, 30 min®2. Entretanto, o tempo de agitacdo de 10 min foi
apresentado por Pego et al. (2017), para a extracdo de cocaina de amostras de
cabelo®. O tempo necessario para o equilibrio entre as fases pode ser reduzido
com aumento da superficie de contato entre a fibra oca e a fase doadora do

sistema®®. A utilizacdo de duas fibras ocas em cada extracdo pode ter auxiliado
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para uma reducdo no tempo necessario para que o equilibrio fosse atingido,

diminuindo, desta maneira, o tempo total da extracao.
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Os cromatogramas obtidos ap0s a extragdo de compostos anfetaminicos
ocaina e derivados utilizando a técnica de HF-LPME, otimizadas para cada

racdo, estdo apresentados nas Figuras 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Cromatograma obtido apds microextracdo em fase liquida com fibra
oca (HF-LPME) e deteccdo por GC-MS de compostos anfetaminicos em
amostras de sangue total. A: Amostra fortificada com analitos nas
concentracdes referentes ao Limite de Quantificacdo e padrdes internos (50
ng/mL), B: Amostra branca, sem adi¢ao de analitos e padrdes internos. Cada
composto esta identificado com o respectivo ion quantificador (m/z). ANF:
anfetamina, MET: metanfetamina, MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina, FEM:
femproporex, MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina, MDEA: 3,4-
metilenodioxietilanfetamina.



59

1750~ :
- A 70000°
1500’; 60000~
Rl : B
c B 50000-
<0 - -
T :
E 1000; AEME = 40000° Cocds CE-d3 =
2 : —7 152 m/z : -d3= ¥ 199 m/z
750° 30000- 185m/z
500- 20000-
: 10000° coc=
zsn? - 182 m/z ftv CE=196m/z
:,‘.‘.,‘...‘....,‘...‘..‘.‘.‘.‘,.‘.fﬂ | RS Y S
525 5.50 575 6.00 6.25 6.50 8.75.  min 11.5 12.0 125 .  min
par 5600
400- B :
IR, 4000-
S 350—: -
c -
<0 -
© 3008 :
c : 3000-
a2 250 :
< : -
200 2000~
1502 :
wu{W .
50—: _______________________ /\.._f‘k. ;
525 550 575 600 625 850 675 min 110 15 120 125 min

Figura 8. Cromatograma obtido ap6s microextracdo em fase liquida com fibra
oca (HF-LPME) e deteccéo por GC-MS de anidro ecgonina metil éster (AEME),
cocaina (COC) e cocaetileno (CE) em amostras de sangue total. A: Amostra
fortificada com analitos nas concentracdes referentes ao Limite de Quantificacao
e padrbes internos (50 ng/mL), B: Amostra branca, sem adicdo de analitos e
padrées internos. Cada composto estd identificado com o respectivo ion
quantificador (m/z).

A benzoilecgonina (BZE) é o principal produto de biotransformacao da
cocaina, sendo esta convertida em BZE minutos ap6s o consumo através de
enzimas hepaticas e hidrélise espontanea®’. Portanto, a detec¢do da BZE torna-
se importante para casos cujo objetivo € a verificacdo do consumo da cocaina.
Inicialmente, a deteccdo da BZE foi proposta conjuntamente com 0s outros
analitos. Entretanto, com a técnica de LPME desenvolvida nado foi possivel a
extracdo deste composto. A BZE € um composto anfotero, ou seja, possui dois
valores de constante de ionizagdo em sua molécula, tornando-a ionizavel tanto
em meio basico, como em meio acido?. Devido a esta caracteristica, ha certa

dificuldade na extracdo deste analito utilizando extracdes liquidas. Por outro
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lado, existem na literatura métodos publicados utilizando tanto a LLE como a
HF-LPME para a extracdo de BZE. Pego et al. (2017), utilizaram a técnica de
LPME para a extracdo de BZE e outros analitos de amostras de cabelo. Os
autores realizaram a digestdo das amostras solidas, obtendo um extrato seco, o
qual foi ressuspendido e derivatizado com butilcloroformato anteriormente a
LPME®3. J& Takitane et al. (2018), utilizaram a técnica de LLE para a extragdo
de diversos compostos de amostras de sangue post-mortem com posterior
deteccdo por UPLC-MS/MS. A extragdo da BZE foi atingida, entretanto com
baixa recuperacdo (40%)°. No presente estudo, tentou-se reproduzir as
condi¢cBes apresentadas por Pego et al. (2017). Como tentativa de obtencao de
um extrato seco e derivatizacao anterior a LPME, foi realizada a precipitacédo de
proteinas do sangue total e o sobrenadante obtido foi evaporado com fluxo de
N2. Foram testadas duas reacdes de derivatizagcdo: com butilcloroformato e com
BSTFA. Em ambas, ndo foi possivel a obtencdo de sinais cromatograficos

referentes a BZE.

A técnica de HF-LPME mostrou-se ineficaz para a extracdo de
canabinoides em configuracdo similar aquela utilizada nos métodos previamente
descritos. Como se trata de uma técnica em que os analitos migram de uma fase
para outra através de difusdo passiva, um alto coeficiente de particdo entre a
amostra e a fase aceptora é necessario para o éxito da extracdo®. O THC
apresenta um coeficiente de particao octanol/agua de 7,6, ou seja, superior aos
coeficientes dos principais solventes organicos utilizados na técnica de LPME,
como diexil éter (logP = 4,7), dodecano (logP = 6,1) e nonanol (logP = 4,3). Estas
caracteristicas fisico-quimicas podem ter comprometido a migracéo eficiente do
THC através do solvente e finalmente para a fase aceptora. Alguns autores
relatam a utilizacdo da HF-LPME de duas fases como satisfatoria para a extracéo
de compostos com maior lipofilicidade, como o caso do THC®. Uma das
vantagens da HF-LPME bifasica é a possibilidade de injecéo direta da fase
aceptora no equipamento utilizado para deteccao (cromatografos). Entretanto,
para que isso seja possivel, a fase aceptora deve ser compativel com a coluna
cromatografica e em caso de cromatografia liquida, solivel na fase mével
utilizada®. Emidio et al. (2010), relataram a extracdo de THC, CBD e CBN de
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amostras de cabelo utilizando a técnica bifasica da LPME com posterior
deteccdo por GC-MS/MS. Os autores utilizaram acetato de butila como
membrana liquida suportada nos poros da fibra, e fase aceptoral®. No presente
trabalho também foram realizados alguns testes envolvendo a configuracao
bifasica da LPME, utilizando ndo somente os solventes classicos para a LPME
(dodecano, diexil éter, nonanol, octanol), mas também o acetato de butila e
acetato de etila. Em todos os casos foram testados, tanto a inje¢céo direta da fase
aceptora no GC-MS, como optou-se pela evaporagcdo do solvente e
ressuspensdo como forma de evitar algum dano a coluna cromatografica.
Entretanto, o tempo dispendido para a evaporacao tornou a extracao inviavel,
tanto do ponto de vista econdmico como para o tempo total da extracdo. Por
outro lado, alguns solventes, como o0 acetato de etila e acetato de buitila,
apresentam alta volatilidade, sendo inviavel sua utilizacdo na técnica de HF-
LPME. A injecéo direta no cromatdgrafo tanto do diexil éter, como do dodecano
apresentaram sinais referentes ao tempo de retencdo do THC, como
evidenciado na Figura 9. Entretanto, tanto o baixo sinal obtido apds a corrida
cromatografica, como a preocupacdo com a degradacdo do consumiveis do
cromatégrafo®, resultou na exclusdo da LPME bifasica como opcdo para a

extracdo de THC de amostras sanguineas.
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Figura 9. Cromatograma obtido apdés microextracdo em fase liquida com fibra
oca (HF-LPME) e deteccéo por GC-MS de A9-tetraidrocanabionol (THC), 11-
hidroxi-A9-tetraidrocanabionol (THC-OH) e acido 11-nor-9-carboxil-A9-
tetraidrocanabionol (THC-COOH) em amostras de sangue total. A: Injecéo
direta de 50 ng/mL de padrdes certificados de THC, THC-OH e THC-COOH
apos derivatizacdo com BSTFA; B: Amostra de sangue total apds extracao com
a técnica de HF-LPME trifasica; C: Amostra de sangue total apGs extracdo com
HF-LPME bifasica. Cada composto esté identificado com o fragmento utilizado
para sua identificagcao (m/z).

Visando a manutencdo do objetivo original do trabalho: realizar o
desenvolvimento de métodos utilizando os principios da quimica analitica verde,
encontrou-se como alternativa a microextracdo em fase sélida para a extracéo
de canabinoides. A SPME, tem como vantagem sobre a LPME a possibilidade
da completa eliminacdo de solventes organicos durante a extracdo!o.
Entretanto, as fibras usualmente utilizadas séo frageis, havendo a possibilidade
de ruptura durante a extracdo'®2. A fim de contornar este problema, buscou-se
precipitar as proteinas das amostras de sangue previamente a realizagdo da

SPME. Com esta técnica foi possivel obter um extrato limpido, ausente de



63

particulas, presentes no sangue total. Para a precipitacdo das proteinas realizou-
se testes com acetonitrila e metanol e com misturas dos dois solventes, para
verificagéo da condigéo ideal. A acetonitrila gelada apresentou o sobrenadante
mais limpido e melhores sinais cromatogréficos. A precipitacdo de proteinas é
uma técnica rapida e de baixo custo. O extrato obtido pode, muitas vezes, ser
analisado diretamente sem a necessidade de etapas subsequentes?,
Entretanto, o extrato obtido com esta técnica é mais complexo e com maior
quantidade de interferentes do que o obtido com a LLE ou SPE, por exemplo!%3,
Desta maneira, optou-se pela subsequente realizacdo da SPME a fim de obter

melhores resultados cromatograficos.

Assim como a LPME, a SPME também é uma técnica ndo exaustiva.
Durante o procedimento de extracdo o equilibrio da concentracdo dos analitos
entre a fase doadora e a fibra também ¢é atingido. Entretanto, o tempo para que
essa condicdo seja atingida €é relativamente menor em comparacdo a
microextragdo liquida, uma vez que ndo ha necessidade de difusdo do analito
para um solvente organico e posteriormente para a fase aceptora. A adsorcéo
dos analitos na fibra ocorre mais facilmente, especialmente se a afinidade entre
analitos e o polimero recobrindo a fibra for alta. Desta forma, no presente método
de extracdo de THC de amostras de sangue total, o equilibrio foi atingido apds
20 min de agitacdo do sistema. A influéncia do aguecimento durante processo
de agitacdo e o efeito salting-out também foram analisados para a SPME.
Observou-se que a auséncia de adicdo de sal na fase doadora inviabilizaria
totalmente a extracdo, sendo imprescindivel sua adicdo para o sucesso da
SPME. Da mesma maneira, 0 aguecimento do sistema durante a agitacdo
resultou em uma significativa melhora na resposta obtida apés decorrido o tempo
de agitacdo. Na Figura 10 esta demonstrado o efeito da temperatura e tempo de
agitagdo sobre a extracdo do THC. Aplicando-se o método desenvolvido e
otimizado nas amostras de sangue fortificadas com THC, conforme descrito, foi

obtido o cromatograma apresentado na Figura 11.
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Figura 10. Efeito da temperatura e tempo de agitacdo do sistema
sobre a extragdo de A9-tetraidrocanabinol de amostras de sangue
total utilizando a técnica de microextracdo em fase solida (SPME).
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Figura 11. Cromatograma obtido apds microextracdo em fase sélida (SPME)
e deteccao por GC-MS de A9-tetraidrocanabinol em amostras de sangue total.
A: Amostra fortificada com o analito na concentracédo referente ao Limite de
Quantificagéo. B: Amostra branca, sem adi¢ao de analitos e padrdes internos.
Cada composto esta identificado com o respectivo ion quantificador (m/z).
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5.2Avaliacao da aplicacao dos principios da Quimica Analitica Verde

A Quimica Analitica Verde, apresentada por Gatuskas et al. (2013), se
baseia em doze principios para a otimizacdo de métodos analiticos, visando a
reducdo do consumo de energia, tempo, recursos e residuos?. Apds seu
surgimento, diversos métodos analiticos foram desenvolvidos seguindo os ideais
preconizados. Entretanto, diversas sao as possibilidades de enquadramento de
uma metodologia nos parametros de seguranca ambiental e laboratorial, sendo
muitas vezes dificil sua mensuragdo. Existem atualmente algumas formas de
mensuracdo de quao “verde” € um método, sendo um desses métodos,
desenvolvido por Pena-Pereira et al. (2020)%’. O software AGREE pontua as
metodologias de acordo com cada um dos principios da Quimica Analitica Verde,
onde quanto mais proximo de 1, “mais verde” é a metodologia. O software pontua
doze caracteristicas do método, sendo cada caracteristica correspondente a um

dos doze principios da Quimica Analitica Verde.

Todos os trés métodos, desenvolvidos no presente trabalho, foram
submetidos ao software para verificacdo da aplicabilidade dos principios da

guimica analitica verde. Os resultados estdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Verificacdo do enquadramento dos métodos de microextragéo
em fase liquida para a detec¢é&o de compostos anfetaminicos (A), cocaina
e derivados (B) e microextracdo em fase solida para a detecgédo de THC
(©), utilizando o software AGREE (Pena-Pereira et al. 2020).
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Todos os trés métodos apresentaram-se como medianos em relacao aos
principios adotados pela quimica verde. Este fato pode ter sido muito
influenciado por limitacdes metodoldgicas e dos equipamentos utilizados. Tanto
na LPME quanto na SPME todas as etapas da extracdo foram realizadas
manualmente e sem acoplamento do sistema de extracdo ao equipamento de
deteccdo. Ja foram descritos métodos automatizados tanto de microextracdes
em fase liquida®® como em fase soélida?®. Além disso, atualmente existe a
possibilidade de realizacdo de SPME in vivo'%4, sem a necessidade de coleta de
amostras bioldgicas, 0 que se enquadraria ainda mais nos principios analiticos

verdes pela eliminacdo da etapa de coleta e armazenamento de amostras.

A HF-LPME para a extracdo de compostos anfetaminicos recebeu o
menor valor dentre os trés, muito provavelmente pela necessidade de realizacéo
de uma reacdo de derivatizagdo dos analitos, sem a qual a separagao por
cromatografia gasosa nédo seria possivel devido a instabilidade térmica dos
analitos. Os reagentes utilizados em reacfes de derivatizagcdo sdao em sua
maioria toxicos, cancerigenos e corrosivos, devendo sua utilizacdo ser evitada

sempre que possivel?324,

A técnica de SPME apresentou o maior valor dentre os trés métodos
devido ao reduzido numero de etapas realizadas durante a extracdo. Entretanto,
a extracdo de apenas um analito e o longo tempo decorrido para analise de uma

Gnica amostra diminuiu drasticamente o valor recebido por esta técnica.

Apesar de todas as limitacdes, tanto a LPME como a SPME ainda se
apresentam como técnicas verdes pelo reduzido volume de solventes e
reagentes toxicos utilizados e baixas quantidades de residuos resultantes para
serem descartados. Com a automatizacdo das técnicas e utilizacdo de
equipamentos de analise mais modernos, muito provavelmente ambas as
técnicas se enquadrariam de maneira mais satisfatoria dentro dos principios da

Quimica Analitica Verde.
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5.3Validacao dos métodos de extracdo por LPME e SPME

5.3.1 Limite de deteccao e quantificacéo

Apés a determinacdo do LOB, as menores concentracbes que
mantiveram valores acetaveis de precisao e exatidao foram definidas como LOD
e LOQ para cada analito, como ilustrado no Quadro 9 para compostos
anfetaminicos e no Quadro 10 para cocaina e derivados

Quadro 9. Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)
estabelecidos para o método de microextracdo em fase liquida (LPME) para
determinacdo de compostos anfetaminicos em amostras de sangue total.

LOD LOQ
(ng/mL) (ng/mL)
Anfetamina 3 4
Metanfetamina 3 4
MDA? 3 5
Femproporex 2 3
MDMADP 1 2
MDEAC¢ 1 2
a 3,4-metilenodioxianfetamina,; b 3,4-metilenodioximetanfetamina; ¢ 3,4-

metilenodioxietilanfetamina
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Quadro 10. Limite de deteccdo (LOD) e Ilimite de quantificacdo (LOQ)
estabelecidos para o0 método de microextracdo em fase liquida (LPME) para
determinacao de anidro ecgonina metil éster, cocaina e cocaetileno em amostras
de sangue total.

LOD LOQ
(ng/mL) (ng/mL)
AEME? 4 5
Cocaina 3 4
Cocaetileno 3 4

a; anidro ecgonina metil éster

Para o método de SPME para a deteccdo de THC, o LOD e LOQ foram
determinados, respectivamente, em 3 e 4 ng/mL. Apesar de serem valores
baixos, ndo estdo de acordo com os limites de cutoff mais utilizados
internacionalmente. Este fato se da pela limitacdo do equipamento utilizado para
analise e ndo pela técnica de extracdo em si. Apesar de o GC-MS ser
amplamente utilizado em analises toxicolégicas, ndo possui a mesma
sensibilidade que equipamentos mais modernos, como é o caso do cromatégrafo
liguido acoplado a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) ou o
cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia (UHPLC). Entretanto, de maneira similar,
Yonamine et al. (2003), aplicando a técnica de SPME a amostras de fluido oral,
com posterior detec¢do por GC-MS, apresentou valores de 5 e 3 ng/mL para

LOD e LOQ, respectivamente®.

5.3.2 Seletividade

Apés a aplicacdo do método de HF-LPME para os compostos
anfetaminicos e cocaina e derivados e o método de SPME para THC a amostras
brancas de sangue, ndo foram identificados quaisquer picos de interferentes no
tempo de retencdo relacionado aos analitos especificos. Portanto, a interferéncia

de substancias enddgenas foi descartada. Drogas de abuso e medicamentos
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adicionados a amostras de sangue total também ndo apresentaram quaisquer
interferéncias, caracterizada pela auséncia de qualquer sinal nos tempos de
referéncia de cada analito de cada método especifico. Desta maneira, garantiu-
se a seletividade e especificidade de cada método para cada analito alvo.

533 Linearidade e heteroscedasticidade

Ambos os métodos de HF-LPME se apresentaram lineares nas faixas de
concentracfes estudadas. Foram realizados testes de homoscedasticidade e
para aqueles analitos que apresentaram heteroscedasticidade foi aplicado um
fator de correcédo para ajuste da linearidade. Os resultados obtidos de inclinagao
e intercepto das curvas, bem como coeficientes de determinagdo, com seus
respectivos desvios padrbes, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, para o
meétodo de determinacdo de compostos anfetaminicos e cocaina e derivados,
respectivamente. Todos os coeficientes de determinacdo apresentaram-se
iguais ou acima de 0,99, com exce¢dao da AEME, fato que pode ter sido
ocasionado pela impossibilidade de utilizacdo de padrao interno especifico para
a AEME.
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Tabela 1. Média e desvio padréo (DP) para a inclinagéo, intercepto e coeficiente
de determinacgao obtidos das curvas de calibragédo dos analitos durante os testes
de linearidade. Fatores de ponderacdo utilizados para aqueles analitos que
apresentaram heteroscedasticidade. Resultados obtidos durante a validag&o do
método de microextracdo em fase liquida (LPME) para determinacdo de
estimulantes anfetaminicos em amostras de sangue total.

Coeficiente
Inclinacao Intercepto de Fator de
(DP) (DP) determinagé&o ponderacao
(r?) (DP)
Anfetamina 0,0188 0,1232 0,995 1
(£ 0,000817) (£0,1212) (= 0,0036) x%
Metanfetamina 0,0202 0,0289 0,996 1/y?
(x 0,00041) (x 0,1004) (x 0,002)
MDA? 0,0229 0,1025 0,994 1/x2
(= 0,00075) (= 0,0588) (£ 0,0043)
Femproporex 0,0373 3,5422 0,990 Homoscedastico
(x 0,00048) (x0,1672) (+0,00142)
MDMAP 0,0309 0,4558 0,997 1/y?
(x 0,00077) (£ 0,1298) (x 0,00208)
MDEAC¢ 0,0208 0,1626 0,995 1y
(x 0,00025) (= 0,0668) (= 0,003)
& 3,4-metilenodioxianfetamina; b: 3,4-metilenodioximetanfetamina; ¢ 3,4-

metilenodioxietilanfetamina
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Tabela 2. Média e desvio padréo (DP) para a inclinagéo, intercepto e coeficiente
de determinacgao obtidos das curvas de calibragédo dos analitos durante os testes
de linearidade. Fatores de ponderacdo utilizados para aqueles analitos que
apresentaram heteroscedasticidade. Resultados obtidos durante a validag&o do
método de microextracdo em fase liquida (LPME) para determinacdo de
anidcroecgonina metil éster, cocaina e cocaetileno em amostras de sangue total.

Coeficiente
Inclinacao Intercepto de Fator de
(DP) (DP) determinagé&o ponderacao
(r?) (DP)
AEME? 0,22874 0,27366 0,9518 1/x

(£ 0,0127) (£0,0225)  (+0,0203)

Cocaina 0,31256 0,21892 0,9943 1/x2
(+0,0063)  (+0,0179)  (0,0013)

Cocaetileno 0,43966 0,3067 0,9933 1/x2
(+ 0,0100) (£0,0293)  (+0,0022)

a: anidro ecgonina metil éster

O método de SPME para a deteccdo de THC também se apresentou linear
na faixa de concentracdo estudada. O THC apresentou heteroscedasticidade,
sendo utilizado o fator 1/y? para correcédo da linearidade. A média da inclinacdo
e intercepto da reta obtida, bem como o coeficiente de determinacdo estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Média e desvio padréo (DP) para a inclinagéo, intercepto e coeficiente
de determinacgao obtidos das curvas de calibracdo do analito durante os testes
de linearidade. Fator de ponderacéo utilizado. Resultados obtidos durante a
validacdo do método de microextracdo em fase sdlida (SPME) para
determinacao de A9-tetraidrocanabinol (THC) em amostras de sangue total.

Coeficiente
_ Inclinacao Intercepto de
Analito _ Fator de ponderacéao
(DP) (DP) determinagéo
r2(DP)
THC 0,0136 0,009725 0,9952 1/y?

(0,0004) (0,0322) (0,003)
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5.34 Precisao intra e interdias e exatidao

Os valores dos coeficientes de variacdo obtidos apds os experimentos de
precisdo e exatidao estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5 para os compostos
anfetaminicos e nas Tabelas 6 e 7 para cocaina e derivados. Todos os analitos
apresentaram resultados de precisdo e exatidao acima dos valores preconizados
por manuais de validacdo de métodos para as trés concentragdes de controles

estudadas.

Tabela 4. Resultados de preciséo intra e inter-dia (expresso como coeficiente de
variacdo - %) para controles de qualidade baixo, médio e alto, determinados
durante validacdo do método de LPME para determinacdo de compostos
anfetaminicos em amostras de sangue total.

Preciséo (% CV)

Intra-dia Inter-dia

CQB CQM CQA CQB CQM CQA
Anfetamina 95,8 95,8 97,2 91,6 93,4 94,7
Metanfetamina 96,2 96,2 95,8 92,4 96,4 95,6
MDA?2 95,4 95,4 97,2 90,8 95,5 96,7
Femproporex 95,6 95,6 94,5 93,5 94,1 92,0
MDMAP 94,4 94,4 97,1 91,3 93,3 96,7
MDEA® 95,4 95,4 96,9 90,4 94,6 96,3

a 3,4-metilenodioxianfetamina,; b 3,4-metilenodioximetanfetamina; ¢ 3,4-

metilenodioxietilanfetamina
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Tabela 5. Resultados de exatiddo (expresso como porcentagem - %) para
controles de qualidade baixo, médio e alto, determinados durante valida¢do do
meétodo de LPME para determinacdo de compostos anfetaminicos em amostras
de sangue total.

Exatiddao %

CQB CQM CQA
Anfetamina 90,1 94,8 90,0
Metanfetamina 90,8 101,6 96,3
MDA? 102,8 106,8 105,2
Femproporex 100,7 105,6 99,5
MDMADP 100,3 99,7 98,1
MDEA¢® 96,5 103,1 105,2

a 3,4-metilenodioxianfetamina; b 3,4-metilenodioximetanfetamina; ¢ 3,4-

metilenodioxietilanfetamina

Tabela 6. Resultados de precisao intra e inter-dia (expresso como coeficiente de

variacdo - %) para controles de qualidade baixo, médio e alto, determinados

durante validacdo do método de LPME para determinacao de anidro ecgonina

metil éster (AEME), cocaina e cocaetileno em amostras de sangue total.
Preciséo (% CV)

Intra-dia Inter-dia
COB CQM COQA COB COM COQA
AEME? 86,8 92,7 88,4 86,3 93,2 8572
Cocaina 90,5 95,9 96,7 90,9 95,6 96,3
Cocaetileno 90,6 95,4 97,4 91,4 91,3 96,8

a: Anidroecgonina metil éster
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Tabela 7. Resultados de exatiddo (expresso como porcentagem - %) para
controles de qualidade baixo, médio e alto, determinados durante valida¢do do
método de LPME para determinacdo de anidro ecgonina metil éster (AEME),
cocaina e cocaetileno em amostras de sangue total.

Exatidao %

CQB CQM CQA
AEME? 106,7 97,0 103,4
Cocaina 97,1 110 100,6
Cocaetileno 98,9 99,8 99,1

a; anidro ecgonina metil éster

Em andlises toxicolégicas a utilizacdo de um padréo interno para cada
analito € recomendado para diminuicdo de erros e aumento da precisdo e
exatiddo dos métodos. Para o método de compostos anfetaminicos foram
utilizados cinco padrées deuterados: anfetamina-d5, metanfetamina-d5, MDA-
d5, MDMA-d5 e MDEA-d5. Apenas o femproporex ndo possui padréo deuterado
especifico disponivel comercialmente, desta maneira foi utilizado a MDMA-d5

para o céalculo dos parametros.

Da mesma maneira, para o método de deteccdo de cocaina e derivados
foram utilizados os padrbes deuterados cocaina-d3 e cocaetileno-d3. Assim
como o femproporex, a AEME ndo possui padrao especifico, sendo, portanto,

utilizado a cocaina-d3 para os calculos referentes a AEME.

Ambos os métodos apresentaram valores de precisdo e exatidao acima
dos valores preconizados pelo manual de validacdo de métodos analiticos
utilizado neste trabalho. Segundo a Academy Standards Board, os valores
aceitaveis de precisdo e exatiddo sdo de + 10% e + 20%, respectivamente?,
Apenas a AEME apresentou precisao inferior a 90%, muito provavelmente
devido a néo utilizacao de padrao interno especifico para este analito. Da mesma
maneira, Pego et al. (2017) também relatou valores inferiores de precisao e

exatiddo para a AEME em comparacdo com o0s outros analitos detectados®.

Apesar de o femproporex também néo ter sido analisado com padréo

interno especifico este ndo apresentou resultados inferiores em comparagao aos
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outros analitos. De maneira semelhante, Pantaledo et al. (2012) também
reportou 6timos valores para precisao e exatidao para a extracao de estimulantes
anfetaminicos de amostras de cabelo®. Ja de Oliveira et al. (2016), em método
utilizando a mesma técnica de HF-LPME para a extracdo de anfetamina e
metanfetamina de amostras de urina, reportou valores de preciséo inferiores aos
aqui adquiridos®®. Os autores do estudo verificaram grandes perdas na
determinacao de anfetamina principalmente no estudo envolvendo o controle de

qualidade baixo.

O método de SPME para a deteccdo de THC também se mostrou preciso

e exato, conforme demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados de precisdo (intra e inter-dia) e exatiddo (expressos
como porcentagem - %) para controles de qualidade baixo, médio e alto,
determinados durante validacdo do método de SPME para determinacgao de
A9-tetraidrocanabinol em amostras de sangue.

Controle Precisédo intra-dia Precisao inter-dia Exatidao
CcQB 96,1 95,7 86,2
CQoM 97,3 102,8 92,7

CQA 94,7 105,3 92,2
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5.3.5 Carryover

A fibra utilizada na técnica de HF-LPME para os métodos para a
determinacdo de compostos anfetaminicos e cocaina e derivados possui um
baixo custo. Desta maneira, as fibras sdo descartadas apos um unico uso, o que
garante que nao haja contaminacao de uma amostra subsequente pela utilizacéo
dos mesmos materiais. Entretanto, alguns materiais sao reutilizados, como a
barra magnética para agitacdo das amostras. Além disso, 0 carryover pode
ocorrer dentro do aparelho de GC-MS. Desta maneira, foi verificada a presenca
deste fendbmeno com a injecdo de amostras brancas logo apds a andlise de
amostras contendo 600 ng/mL e 900 ng/mL de compostos anfetaminicos e
cocaina e derivados, respectivamente. No cromatograma obtido das amostras
brancas néao foi verificado nenhum pico no tempo de retencéo caracteristico dos
analitos, desta maneira foi comprovado a n&do existéncia de carryover em ambos
os métodos de HF-LPME.

Ja no caso das técnicas de SPME, o carryover tem maior probabilidade
de ocorréncia, uma vez que a fibra de PDMS é reutilizada em véarias amostras.
Devido ao alto custo da fibra, o descarte apdés um Unico uso é inviavel. Para
evitar o arraste de analitos entre as amostras a fibra foi exposta a porta de injecéo
do GC-MS durante o tempo total da analise de uma amostra (14 min). A
temperatura de 220 °C na porta de injecdo do GC-MS e o fluxo de hélio
garantiram a completa desor¢cdo dos analitos impedindo a contaminacdo da
amostra subsequente. Com isso, também ndo foi verificado a presenca de
qualquer concentracdo do analito em amostras brancas ap6s a extracao de

amostras contendo 500 ng/mL de THC.
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O método de LPME para a determinacdo de compostos anfetaminicos

apresentou, de maneira geral,

bons niveis de recuperacdo para todos o0s

analitos, com excecdo ao MDA que apresentou resultados abaixo de 80% de

recuperacgao nos trés niveis de controles de qualidade avaliados.
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Figura 13. Porcentagem de recuperacdo para os controles de qualidade
baixo (CQB), médio (CQM) e alto (CQA), determinado durante a validagéo
do método de microextracdo em fase liquida (LPME) para determinacao
de compostos anfetaminicos em amostras de sangue total. MDA: 3,4-

metilenodioxianfetamina;

MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina;

MDEA: 3,4-metilenodioxietilanfetamina.

O método de LPME para a extracdo de compostos anfetaminicos,

proposto no presente trabalho, apresentou valores satisfatorios de recuperacéo,

sendo superiores a outros estudos utilizando matrizes biolégicas diversas.

Pantaledo et al. (2012), reportou recuperacdes de compostos anfetaminicos

inferiores a 80%, exceto para a MDMA?®!, Ainda, o femproporex foi extraido de

amostras de cabelo com uma recuperacéo inferior a 50%. Da mesma maneira,
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de Oliveira et al. (2016), reportou valores de recuperacdo para anfetamina e
metanfetamina variando de 51 a 76% ap0s utilizacdo de HF-LPME em amostras
de urina®. Gjelstad et al. (2009), reportou que a diluicdo de amostras de sangue
total auxilia no aumento de recuperacdo dos analitos, portanto a diluicdo por

NaOH pode ter contribuido para os resultados satisfatérios aqui apresentadosi®.

De maneira similar, foi possivel obter uma oOtima recuperacdo para
cocaina e cocaetileno. Entretanto, para a AEME 0s ensaios de recuperacao nao

apresentaram os mesmos resultados satisfatorios (Figura 14).
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Figura 14. Porcentagem de recuperacao para os controles de qualidade baixo
(CQB), médio (CQM) e alto (CQA), determinado durante a validagdo do método
de microextracdo em fase liquida (LPME) para determinacdo de anidro ecgonina
metil éster, cocaina e cocaetileno de amostras de sangue total.

A AEME apresenta caracteristicas fisico-quimicas que tornam a molécula
instavel, mesmo na presenca de fluoreto de s6dio'®. Assim sendo, a baixa
recuperacao deste analito, em comparacdo aos demais, pode ter sido causada

por sua degradacao durante o procedimento de extracao.
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Figura 15. Porcentagem de recuperacao (expressos em porcentagem -
%) para os controles de qualidade baixo, médio e alto, determinado
durante a validagao do método de SPME para determinagcao de A9-
tetraidrocanabinol em amostras de sangue total.

No método de SPME para a determinacdo de THC, também foi possivel
a obtencdo de resultados acima dos esperados para este parametro. A molécula
de THC adere-se facilmente a superficies, principalmente porosas como plastico,
ocasionando, muitas vezes baixas recuperacdes. O método de SPME,
diferentemente da LPME, possui menos etapas durante a extragdo. Este fato
pode ter auxiliado nos bons resultados de recuperacédo do analito, uma vez que,
quanto maior o numero de etapas, maior a suscetibilidade de erros e perdas do

analito.

5.3.7 Integridade da dilui¢céo

Os testes de precisao intra e interdia, bem como o de exatidao, foram
aplicados a amostras de sangue diluidas. Para os trés métodos os valores dos
parametros se mantiveram dentro dos preconizados pelos manuais de validacao
de métodos analiticos utilizados. Desta maneira, amostras reais contendo
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concentracdes que excedam os limites superiores da faixa de trabalho de cada
método, podem ser diluidas nos fatores testados, sem que haja
comprometimento de precisdo e exatiddo das analises, obtendo desta forma,

resultados confiaveis.

Resultados obtidos para o método para a determinacdo de compostos
anfetaminicos estdo apresentados na Tabela 9, para o método para a
determinacdo de cocaina e derivados na Tabela 10 e para o método de

determinacao de THC na Tabela 11.

Tabela 9. Coeficientes de variacédo (CV) calculados para precisao intra e inter-dia e
exatiddo para os analitos analisados pelo método de LPME para determinacéo de
compostos anfetaminicos, apos diluicdo com sangue livre de analitos na proporcao de

1:2, 1:5 e 1:10. Dados estédo apresentados em porcentagem.

Analitos Preciséo intra-dia Preciséo inter-dia Exatidao

1:2 1:5 1:10 1:2 1.5 1:10 1:2 15 1:10
Anfetamina 949 96,3 928 90,2 89,4 89,5 92,6 93,4 83,7
Metanfetamina 98,7 96,5 95,9 94,4 93,9 90,7 90,6 91,7 94,6
MDA 98,1 99,3 97,6 92,7 91,8 90,0 90,4 87,6 96,1
Femproporex 95,2 97,5 959 949 942 911 92,6 88,9 91,6
MDMA 98,3 97,9 96,6 92,8 91,3 90,5 93,3 90,6 93,7
MDEA 98,2 97,9 96,2 94,6 948 91,6 91,7 93,0 92,2
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Tabela 10. Coeficientes de variacdo (CV) calculados para preciséo intra e inter-
dia e exatiddo para os analitos analisados pelo método de LPME para
determinacao de cocaina e derivados, apos diluicdo com sangue livre de analitos
na proporcéo de 1:2, 1:5 e 1:10. Dados estédo apresentados em porcentagem.

Analitos Precisdo intra-dia Precisao inter-dia Exatidao

1:2 1:5 1:10 1:2 1:5 1:10 1:2 1:5 1:10

AEME 90,1 94,1 88,0 855 93,9 905 88,9 82,9 91,3
Cocaina 954 935 90,5 945 91,9 918 90,6 92,0 89,7

Cocaetileno 97,0 94,9 93,2 97,3 943 921 949 97,3 92,6

Tabela 11. Coeficientes de variagao (CV) calculados para preciséo intra e inter-
dia e exatiddo para os analitos analisados pelo método de SPME para
determinagao A9-tetraidrocanabinol, apos diluicdo com sangue livre de analitos
na proporcao de 1:5, 1:10 e 1:20. Dados estdo apresentados em porcentagem.

Diluigcao Precisao intra-dia Precisao inter-dia Exatidao
1:5 97,7 97,9 101,7
1:10 96,6 96,1 96,4
1:20 95,6 94,1 84,3

Apesar de o parametro da integridade da diluicdo ndo constar como um
parametro obrigatério nos manuais de validacdo de métodos analiticos, é de
grande importancia durante as analises toxicoldgicas. A utilizacdo de uma faixa
de trabalho com grande variacdo entre os pontos minimo e maximo traz alguns
problemas como a perda de linearidade e maiores imprecisbes do método,
mesmo com a utilizacdo de fatores de ponderacdo para corrigir 0S erros
inerentes. Desta maneira, uma forma para mantar-se dentro dos parametros €
manter uma faixa de trabalho mais limitada, como apresentado no presente

trabalho e diluir amostras que excedam os limites superiores.

Nos trés métodos observou-se a manutencéo dos valores de precisdo e
exatiddo dentro dos valores preconizados nos manuais de validacdo de método.

Desta maneira, € possivel manter uma faixa de trabalho mais restrita e ainda
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assim proceder a analise de amostras contendo concentracfes que excedam os

valores superiores da faixa de trabalho.

5.4Aplicacdo dos métodos em amostras reais

O método de deteccédo de compostos anfetaminicos foi aplicado em seis
amostras de individuos suspeitos de terem consumido ecstasy e/ou outros tipos
de estimulantes anfetaminicos. Em quatro amostras foram identificados os
seguintes analitos: anfetamina, MDA e MDMA. Na Tabela 12 estdo apresentados
os resultados dos analitos identificados.

Tabela 12. Aplicacdo do método de microextracdo em fase liquida (LPME) para
a deteccdo de compostos anfetaminicos em amostras de sangue total de
individuos suspeitos de terem feito o uso de ecstasy. Resultados estdo
apresentado em ng/mL.

Amostra ANF2 MET® MDA¢ FEMd MDMA®  MDEA!

1 - : 50,1 - 3.255,7 i
2 - - - - - -
3 ] ] 5,8 - 218,5 -
4 1.439,0 - - - 42,6 -
5 - - - - - -
5 ] i ] - 74,0 :

a; anfetamina, ° metanfetamina, ¢ 3,4-metilenodioxianfetamina, ¢ femproporex, ¢ 3,4-
metilenodioximetanfetamina, f: 3,4-metilenodioxietilanfetamina

Compostos anfetaminicos sao utilizados no Brasil principalmente de duas
maneiras, através do consumo de ecstasy e medicamentos supressores de
apetite, principalmente por motoristas de caminhdo'®’1%8,  Atualmente os
comprimidos de ecstasy possuem diversas variacoes e composi¢oes. O principal
componente ainda é o MDMA, porém frequentemente sdo encontradas outras
substancias, como anfetamina, metanfetamina, cafeina, fenciclidina entre

outras'®®. A deteccéo de anfetamina na amostra 4 poderia estar relacionada com
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a presenca desta substancia em comprimidos de ecstasy e ndo um consumo de
outras formas da droga. O mesmo fato ocorre com a MDA. A presenca desta
substancia em comprimidos de ecstasy ja foi relatada. Além disso, também
poderia ter sido detectada através da biotransformacdo da MDMA!l As
diferentes composi¢cdes podem trazer sérios riscos para 0S USUArios, 0s quais
muitas vezes ndo possuem conhecimento dos componentes o que poderia

causar graves intoxicacdes nos Usuarios.

Os métodos de LPME e SPME para a deteccao de cocaina e derivados e
THC, respectivamente, foram aplicados em amostras de sangue total de
pacientes vitimas de acidentes com lesfes traumaticas que foram atendidos no
Pronto Socorro Central e ficaram internados no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Foram utilizadas
amostras de pacientes que relataram o consumo das drogas durante a aplicacéo
de questionario estruturado. Nas Tabelas 13 e 14 estdo apresentados os

resultados obtidos.
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Tabela 13. Aplicacdo do método de microextracdo em fase liquida (LPME) para
a deteccao de cocaina e derivados em amostras de sangue total de individuos
suspeitos de terem feito o uso de cocaina e/ou crack. Resultados estédo
apresentado em ng/mL.

Amostra AEME’ Cocaina Cocaetileno
AT 13 - 91,9 42,0
AT 21 - 32,3 40,6
AT 22 - 151,9 67,4
AT 51 - 253,1 6,8
AT 148 - 101,3 -
AT 179 <LOQ 77,4 ]
AT 182 5,3 290,6 -

QA2 - 310,4 -
QA7 - 76,6 -
QA 37 - 117,2 57,2

*. Anidro ecgonina metil éster
AT: acidente de transito
QA: queda de altura

A deteccao de cocaina e produtos de biotransformacéo como cocaetileno
e AEME em amostras reais de sangue total demonstra a eficacia do método
desenvolvido. A AEME foi detectada em apenas dois casos, sendo em um deles
(amostra AT 179) abaixo do LOQ (5 ng/mL), mas acima do LOD (4 ng/mL). Este
fato pode ter sido causado pelo tempo decorrido entre a coleta das amostras e
aplicacdo do método. A AEME possui uma baixa meia-vida e alta instabilidade,
sendo rapidamente convertida em ecgonidina. Esta conversao acontece nao
apenas no organismo, mas também in vitro e mesmo na presenca de
conservantes como o fluoreto de s6diol%112, O mesmo fato pode também ter
ocorrido no caso da cocaina. Apesar de ter sido detectada, os valores
encontrados foram baixos, ndo condizendo com 0 consumo recente como

relatado pelos pacientes. Assim como a AEME, a cocaina também possui baixa
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meia-vida, sofrendo rapida hidrélise para BZE''3. Desta maneira, muito
provavelmente os niveis de BZE nas amostras analisadas estariam altos devido
a esta conversdao sofrida pela cocaina. A deteccdo de cocaetileno nas amostras
dos pacientes internados, reflete 0 uso concomitante de cocaina e bebidas
alcoodlicas. Este composto apresenta uma meia-vida mais prolongada em
comparagdo a cocaina e efeitos mais duradouros''#11> podendo contribuir para

0 envolvimento em acidentes e outros atos de risco.

A impossibilidade de detec¢cdo de BZE pela técnica aqui desenvolvida
mostra-se como um ponto fraco e desfavoravel para a LPME quando aplicada
em amostras de sangue total. Apesar de a mesma técnica ja ter sido aplicada
com sucesso em amostras de cabelo para a determinacdo de BZE®3, o mesmo
nao foi possivel no presente estudo. O prolongado periodo entre a coleta e a
analise das amostras, pela técnica aqui apresentada, poderia resultar em uma
subnotificacdo do consumo de cocaina e resultados falso-negativos. Entretanto,
quando a amostra for analisada em um curto periodo da coleta, a técnica de HF-
LPME apresenta boa deteccao da substancia em questao, podendo ser aplicada
apenas para a deteccdo do consumo, mas nao para uma quantificacdo do

consumo em Si.

Tabela 14. Aplicagdo do método de microextracdo em fase sélida (SPME) para
a deteccado de A9-tetraidrocanabinol (THC) em amostras de sangue total de
individuos que relataram terem feito o uso de maconha. Resultados estédo
apresentado em ng/mL.

Amostra THC (ng/mL)
AT 32 7.4
AT 94 6,1
V 47 6,3
QA 73 4,7
QA 82 6,4

QA 87 5,1
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Apesar de o LOQ do método de SPME para a determinacédo de THC néo
ter se enquadrado dentro dos cutoffs utilizados em estudos internacionais, 0
analito foi detectado com sucesso em amostras de sangue total. O THC por suas
caracteristicas lipofilicas possui uma rapida distribuicdo pelo organismo e altas
taxas de ligacdo com proteinas plasmaticas!'®, assim, as concentracées
sanguineas tendem a ser menores do que aquelas encontradas para outras
substancias. Além disso, o THC possui baixa estabilidade em amostras
sanguineas, mesmo com a presenca de conservantes. O THC aparenta ter uma
maior estabilidade quando as amostras sdo conservadas em geladeira, a -4°C e
ndo congeladas a -20°C!"118 Por outro lado, concentracdes mais baixas de
THC tendem a permanecer sem grandes alteracdes por um maior periodo em
comparacao a concentracdes mais elevadas. Além disso, o THC-COOH possui

maior estabilidade do que THC e THC-OH em amostras sanguineas?!’.
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6. Consideragdes finais — Parte |

Ambas as técnicas apresentas no presente trabalho, a LPME e SPME,
apresentaram resultados satisfatorios. Todos os parametros avaliados durante a
etapa de validacdo apresentaram resultados dentro dos valores preconizados na
literatura. Na avaliacdo do enquadramento das técnicas aos principios da
Quimica Analitica Verde, ambas apresentaram resultados medianos. Entretanto,
os valores obtidos estdo relacionados com limitagcbes inerentes aos
equipamentos e procedimentos utilizados e ndo com as técnicas em si. Com a
utilizacdo de equipamentos mais sensiveis e automacdo das extragdes,

melhores resultados poderiam ser obtidos.

Tanto a LPME como a SPME poderiam ser implementadas em rotinas
laboratoriais, dependendo do fluxo e tipo de amostra analisado. Ambas as
técnicas apresentam custos por andlise inferiores a LLE e SPE. Entretanto, para
uma rotina laboratorial com grande fluxo de amostra, s6 seriam viaveis com a

automacao da técnica.

Restricbes de equipamentos, falta de automacdo e longo tempo de
separacdo cromatografica, foram os principais fatores responsaveis pelos
valores medianos obtidos pelas trés técnicas quando verificada a aplicabilidade
dos principios da Quimica Analitica Verde. Por outro lado, todas apresentaram
vantagens em relagéo a LLE e SPE analisando o volume de reagentes utilizados

e a quantidade de residuos resultantes ao final das extracoes.

A LPME apesar de ja ter sido bastante explorada, ainda apresenta
algumas desvantagens importantes, como a impossibilidade de extracdo de
analitos de sangue total. A detec¢do do consumo de cocaina pela técnica aqui
apresentada apenas seria viavel com uma analise realizada em curto espaco de
tempo do momento da coleta da amostra. A cocaina, por apresentar uma meia-
vida curta e instabilidade in vitro, hidrolisa-se rapidamente em BZE, o que
poderia causar uma subdeteccao das concentragdes reais de cocaina. Portanto,
o método de HF-LPME apresentado neste estudo poderia apresentar resultados

falso-negativos, sendo desta maneira, sua aplicacdo inviavel em alguns casos.
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A LPME apresenta resultados de concentracdo de analitos superiores aos
apresentados pela LLE!?, o que a torna mais atrativa em casos de pequenos
volumes de amostras. Além disso, apesar de algumas varia¢cdes da LPME, como
a DLLME ter sido apresentada como uma melhor alternativa, a HF-LPME, esta

leva vantagem na repetibilidade e reprodutibilidade sobre a DLLME?0,

A SPME mostrou-se uma alternativa a LPME para a extracdo de THC de
amostras sanguineas. Como principais vantagens da SPME estdo a
simplicidade, alta eficiéncia de extragdo, baixos volumes de amostra utilizado e
alta sensibilidade?l. Mesmo com a precipitacdo de proteinas, a SPME, ainda
apresentou valores 6timos de recuperacdo, precisdo e exatiddo do analito.
Mesmo com a injecdo manual, € completamente viavel a aplicacdo da técnica
em rotinas com baixo volume de amostras, entretanto torna-se ainda mais

atrativa com a possibilidade de automacéo.

Ambas as técnicas aqui apresentadas possuem vantagens e
desvantagens, sendo que a escolha de cada uma delas esta atrelada aos
objetivos da analise, matriz a ser analisada e analitos a serem detectados. Com
a modernizacdo de equipamentos de separacdo de deteccdo de analitos as
técnicas de preparacdo de amostras, acabam muitas vezes se tornando cada
vez mais simples. Entretanto, a grande maioria dos laboratorios de paises em
desenvolvimento, como o Brasil, ainda conta com equipamentos que requerem
mais cuidados com a preparacdo das amostras e extratos mais limpidos, como
GC-MS. Desta forma, ambas as técnicas sao viaveis de serem aplicadas nesta
realidade, possibilitando a reducdo de custos inerentes a preparacdo de
amostras, além de promoverem analises mais segura do ponto de vista da salude

dos trabalhadores.
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7. Revisdo da literatura

7.1Substancias psicoativas

7.1.1 Prevaléncia do uso

Segundo dados do Escritério de Drogas e Crimes da Organizacdo das
NacBes Unidas (UNODC), o numero de usuarios de drogas, no mundo,
aumentou em 30% desde 2009. Parte deste numero se deu pelo aumento
populacional, principalmente devido ao aumento da populacéo de adultos jovens
em paises em desenvolvimento, mas foi principalmente impulsionado pelo
aumento na producéo e distribuicdo de drogas®. Estima-se que, em 2018, 5,4%
da populacdo mundial entre 15 e 64 anos, correspondendo a 269 milhdes de
pessoas, utilizou alguma substancia ilicita pelo menos uma vez no ano anterior.
A cannabis é a droga mais utilizada globalmente, com 192 milh&es de usuarios
em 2018, seguida pelos opioides (incluindo opiaceos), estimulantes

anfetaminicos e cocaina’.

Além das drogas de origem natural como cannabis, cocaina e heroina, a
Ultima década presenciou uma expansao das drogas sintéticas e 0 uso nao
medicinal de medicamentos prescritos. Essas substancias sintéticas muitas
vezes possuem maior poténcia de acdo e o uso concomitante com outras
substancias pode aumentar o0s riscos para o0 usuario, que muitas vezes nao tem
conhecimento do tipo de substancias consumida e seus efeitos®. Estima-se que
atualmente cerca de 500 novas substancias psicoativas (NSP) estejam em
circulacdo no mercado, sendo principalmente substancias estimulantes e

canabinoides sintéticos’.

Existe uma estreita relagdo com o uso de drogas e problemas decorrentes
deste consumo em populagdes economicamente mais vulneraveis. Este grupo
populacional sofre com maior incidéncia de dependéncia e desordens
ocasionadas pelo uso. Menor escolarizacao, escassas condi¢des de trabalho,
conflitos pessoais e marginalizagcdo social geram menor renda e
conseguentemente levam ao consumo de substancias psicoativas, constituindo

um ciclo vicioso’.
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Em 2017, cerca de 585.000 obitos foram atribuidos ao uso de substancias
psicoativas, decorrentes de overdose ou doencas decorrentes do uso. Mais da
metade dessas mortes foram causadas pelo ndo tratamento de hepatite C e dois
tercos causados por desordens decorrentes do uso de opioides. Mais ainda,
estima-se que para cada overdose fatal existem pelo menos outras 20 nédo

fatais®.

A América do Norte, principalmente os Estados Unidos da América (EUA),
sofrem uma crise de salude publica e social decorrente do uso de opioides,
principalmente fentanil, metadona e buprenorfina. Overdoses causadas por
substancias ilicitas sdo a primeira causa de morte por lesdes, a frente de
acidentes de transito, homicidios e suicidios!?2. Em 2017, aproximadamente 192
pessoas morreram por dia por overdose nos EUA, resultando em mais de 70 mil
mortes em todo o pais. A principal substancia causadora desses 0Obitos foi o
opioide sintético fentanil, sendo responsavel por mais de 47 mil mortes em 2017.
Além disso, heroina e cocaina também contribuem substancialmente com esses
numeros, atingindo quase 29 mil mortes por overdose nos EUA em 2017122, Além
disso, a América do Norte também tem a maior prevaléncia mundial no uso de
cocaina, anfetaminas e cannabis. Entretanto, 0 aumento na prevaléncia do uso
de cannabis esta mais relacionado com a legalizacdo do uso ndo medicinal no

Canada e alguns estados dos EUA®.

Na Europa, as mortes relacionadas ao uso de drogas também continuam
a aumentar, apresentando nimeros superiores aqueles registrados nos ultimos
cinco anos'?3, O consumo de drogas no continente, principalmente opiaceos,
continua a contribuir de forma substancial para os custos de salde e sociais.
Essas substancias estdo relacionadas com 85% das overdoses fatais, mesmo
sendo o uso delas, apenas o quinto mais prevalente dentre as substancias
ilicitas. Além disso, o consumo de cocaina também tem aumentado nos ultimos
anos, sendo o uso de crack, identificado em paises que anteriormente néo
apresentavam esta forma da cocaina. Em 2017, 29% da populagao europeia
(96 milhdes de pessoas) alegou ter utilizado alguma substancia pelo menos uma
vez na vida. Dentre a populagédo de 15 a 34 anos, 20 milhdes fizeram o uso de

alguma substancia no ultimo ano!?3. A substancia mais consumida no Gltimo ano
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foi a cannabis (25,2 milhdes), seguida da cocaina (4,3 milhdes), MDMA (2,7
milhdes), anfetaminas (2 milhdes) e opiaceos (1,3 milhdo). Dentro da Europa, o
consumo de cocaina € mais pronunciado nos paises do sul e ocidentais,

enguanto o uso de anfetamina é mais prevalente no norte e leste europeus'?3,

Ja no Brasil, o padrdo de consumo de substancias ilicitas se mantém em
concordancia com o padrdo mundial. Segundo dados do Ill Levantamento
Nacional do Uso de Drogas pela Populacéao Brasileira (Ill LNUD), cerca de 4,7%
da populacao brasileira dentro da faixa etaria de 15 a 65 anos utilizou algum tipo
de substancia psicoativa ilicita nos 12 meses anteriores a pesquisa'?4. Ao levar
em consideracdo também o consumo de alcool este numero se eleva
consideravelmente. Estimativas sugerem que 66,4% dos brasileiros ja ingeriram
bebidas alcéolicas pelo menos uma vez na vida e que 43,1%, ou seja, 65 milhdes

de pessoas consumiram no Ultimo ano!?4,

Dentre as substancias ilicitas consumidas, a cannabis apresenta maior
prevaléncia de uso nos ultimos 12 meses correspondendo a 2,5% da populacao,
seguida da cocaina/crack e solventes. Com mais de 1,5 milh&o de usuarios de
cocaina e/ou crack, o Brasil € o maior consumidor dessas substancias na
América Latina®. O uso de drogas ndo esta restrito a porcdes mais vulneraveis
da populacdo, estando disseminado em diferentes classes sociais e faixas
etarias??®®. O uso, principalmente de crack, leva a uma marginalizacdo social
acarretando problemas sociais, econdmicos e criminais tanto do ponto de vista
individual, como comunitario. Na cidade de Sao Paulo, na regido central,
encontra-se um dos maiores conglomerados de uso de drogas da América
Latina, sendo mais conhecido como “cracolandia”, onde ocorre o uso e comércio
disseminado de substancias ilicitas, principalmente o uso de crack. Estima-se
que cerca de duas mil pessoas convivam diariamente, de forma rotativa, neste
local, sendo 75% do sexo masculino e majoritariamente na faixa etaria até 40
anos’. Muitas a¢Ges sociais e politicas ja foram realizadas com o objetivo de

diminuir e até mesmo erradicar este problema nesse local, entretanto n&o

* Pereira, ACM (Secretaria de Assisténcia e Desenvolvimento Social — Prefeitura de Sdo Paulo)
Comunicagdo pessoal, 2021.
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surtiram o efeito desejado, inclusive nos ultimos foi observado um aumento no

nuamero de frequentadores.

O Brasil, devido ao seu posicionamento geogréfico, proximo a grandes
produtores de cocaina como Colémbia, Bolivia e Peru, também devido as
grandes areas de fronteira, recebe um enorme influxo dessas drogas no interior
do pais, servindo de meio de passagem de drogas para continentes como Africa,
Europa e Asia. Segundo dados da UNODC, em 2017, de toda a carga de cocaina

apreendida nesses continentes, o pais de origem mais citado foi o Brasil®.

Além disso, um grande problema nacional e mundial € o uso concomitante
de duas ou mais substancias, o que leva a maiores riscos para a saude do
usuario. No Brasil, segundo dados do LNUD, cerca de 4 milhdes de brasileiros
consumiram bebidas alcoolicas juntamente com alguma outra droga ilicita e

outros 2,3 milhdes de pessoas juntamente com medicamentos!?4,

A dependéncia e transtornos mentais desenvolvidos como consequéncia
do uso de drogas também merecem ser tratados com a importancia devida.
Mundialmente, estima-se que apenas 1 em cada 7 pessoas recebe tratamento
por desordens geradas pelo uso de drogas®. No Brasil existem estimativas de
que 2,3 milhdes de pessoas sofram de dependéncia do uso de alcool e 1,2
milhdo do consumo de drogas ilicitas. Deste montante, apenas 1,6 milhdo
receberam algum tipo de tratamento, seja para doencas relacionadas ao

consumo ou pela dependéncia?*.

7.1.2 Riscos de lesdes associados ao uso de substancias

psicoativas

O uso de substancias psicoativas causa prejuizos tanto cognitivos quanto
motores, 0 que pode acarretar maiores riscos para o envolvimento em acidentes
ou atos que ponham em risco a integridade fisica do proprio usuario ou de
terceiros. Esses riscos podem ser de maior ou menor grau dependendo da dose

consumida ou dos tipos de efeitos (estimulantes, depressores ou alucin6genos).
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As drogas estimulantes aumentam a concentracdo de neurotransmissores nas

sinapses podendo levar a comportamentos agressivos!?®,

O uso de drogas ilicitas j& foi associado ao aumento da morbidade e
mortalidade dos usuarios, das taxas de ocorréncia de doencas tanto nao
transmissiveis como as transmissiveis, além de desordens mentais!?’. Além
disso, uso de drogas ilicitas pode estar relacionado com violéncia, tanto em nivel
individual como comunitario, sendo trés os possiveis caminhos para esta

associacdot?”128;

e Fatores psicofarmacoldgicos: os efeitos fisicos e psicolégicos do uso de
drogas podem desencadear a violéncia;
o fator econbmico: violéncia como meio de financiar o uso e vicio de drogas;

o fatores sistémicos: violéncia associada a logistica de distribuicdo de
drogas e disputas entre diferentes grupos.

Andreuccetti et al. (2018), identificaram em estudo na cidade de Sé&o
Paulo, envolvendo analises toxicoldgicas em vitimas de mortes violentas, uma
positividade de 55,3% para algum tipo de substancia psicoativa. Alcool foi a
substancia mais consumida (30%) pelas vitimas, enquanto dentre as drogas
ilicitas, a cocaina foi a mais consumida (21,9%), seguida de cannabis (14%). Em
vitimas de homicidios, foi encontrada uma taxa elevada para o consumo de
substancias psicoativas, sendo o uso da cocaina detectada em 30,8% das
vitimas e cannabis em 19,2% dos casos. Além disso, foi identificada uma
associacdo entre condenacdes criminais e uso de drogas, sendo que agueles
individuos que apresentavam antecedentes criminais eram mais provaveis de

terem feito o uso de drogas antes da leséo fatal'?°.

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o uso de alcool
e drogas psicoativas foram responsaveis por quase 230 mil mortes por acidentes
de transito em todo o mundo em 2013. Desse montante, o alcool foi o principal
responsavel, mais de 188 mil vitimas haviam consumido bebidas alc6olicas
antes do acidente fatal. Entre as drogas psicoativas, as anfetaminas foram os
principais responsaveis (51%), seguido da cannabis (22%), cocaina (14%) e
opioides (13%)*20. O risco para a ocorréncia de acidentes de transito aumenta
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consideravelmente com o uso de alcool e outras substancias psicoativas. O
prejuizo causado pelo alcool ja estd bem estabelecido como uma das maiores
causas de acidentes de transito. Além disso, o uso de estimulantes também é
causa importante para sinistros viarios, pois usuérios dessa classe de substancia
desenvolvem comportamentos de risco!3!, sendo que estudos ja identificaram a

associacdo entre acidentes e uso de estimulantes®®?,

O A&lcool é a substancia psicoativa mais consumida no mundo e a
associacao entre seu consumo e 0 aumento no risco de lesdes decorrentes de
acidentes ja esta bem estabelecido'#16133, O uso de alcool aumenta de forma
exponencial o risco para ocorréncia de acidentes de transito, sendo que cada
dose aumenta em 13% as chances de lesfes. Ainda mais, na América Latina, a
cada 5 pacientes atendidos em salas de emergéncia, uma é vitima de acidente
de transito. Dentre este grupo, um em cada seis pacientes ingeriu bebidas
alcéolicas nas seis horas prévias ao acidente®. Por outro lado, a associacédo
entre uso de outras substancias psicoativas e 0 aumento no risco de lesdes e
acidentes ainda € controverso, principalmente em relacdo ao consumo de

maconha14,17,128,134,135_

Em um estudo canadense, 0 risco para a ocorréncia de acidentes de
transito associado ao consumo de maconha foi verificado em individuos
atendidos em salas de emergéncia apés os acidentes. O consumo de maconha
foi quantificado e concentracdes de THC menores a 5 ng/mL ndo apresentaram
nenhum aumento no risco. Individuos apresentando concentracées de THC no
sangue acima de 5 ng/mL apresentaram um leve aumento no risco de ocorréncia
em acidentes, porém ndo houve nenhuma associacdo estatisticamente

significante para este grupo*2.

Por outro lado, resultados de estudos experimentais mostram que o THC
prejudica habilidades psicomotoras essenciais na condugcdo de veiculos
automotores'®’. Porém, o prejuizo causado pelo consumo de maconha,
aparentemente se revela de forma diferente em individuos com diferentes
padrées de consumo de maconha. Usuarios frequentes da droga desenvolvem
uma certa tolerancia aos efeitos do THC. Ainda mais, em motoristas com alta

frequéncia de uso de maconha, foi observado atitudes para compensar os efeitos
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prejudiciais do THC, como por exemplo uma dire¢cdo com menor velocidade3®
139 Apesar dessas formas de tentativa de compensacédo ao prejuizo causado
pelo THC, os efeitos deletérios foram observados tanto em usuarios frequentes,
como em usuarios ocasionais!#?, o que pode levar a maiores riscos de ocorréncia

de acidentes de transito e outros tipos de lesdes.

Diferentemente do que ocorre com a maconha, o prejuizo causado pelo
uso de estimulantes como anfetaminas e cocaina, ja esta bem estabelecido,
assim como o risco aumentado de ocorréncia de acidentes de transito'32. O uso
de substancias estimulantes leva o individuo a agir com comportamentos de
maior risco e agressividade!34l, O uso de anfetamina ou cocaina podem
aumentar em mais de 18 vezes as chances de envolvimento em colisdes!#?.
Dentre as substancias psicoativas, além do alcool, a anfetamina é aquela que
apresenta maiores riscos de ocorréncia de acidentes!#3. O consumo de
anfetaminas foi associado com um risco 14 vezes maior de se lesionar em
acidentes e 34 vezes maior de sofrer lesfes fatais em um acidente quando

comparado a ndo usuarios?®.

Os padrbes de consumo de substancias psicoativas influenciam de
diferentes maneiras os riscos de leséo e acidentes. O consumo de mais de uma
substancia simultaneamente pode ocasionar aumentos ainda mais expressivos
nos riscos para a ocorréncia de acidentes de transito. O uso de alcool combinado
com maconha, leva a um efeito sinérgico, no qual o risco para acidentes é maior
quando comparado ao risco individual de cada substancia'®>'44, Ainda mais, o
uso de alcool em combinacdo com duas ou mais substancias aumenta
significativamente os riscos para acidentes de transito'>3? e outros tipos de
traumal4, comparado ao uso de uma Unica substancia. Somado a isso, um
estudo associou o0 uso concomitante de mais de uma substancia como forte fator
de risco para o aumento na mortalidade em acidentes; sendo que o uso de
maconha e cocaina estava associado com maior risco de morte do que outras
combinacdes!#®. Também, a combinacdo dessas duas substancias com alcool

também ja foi relacionada com lesdes decorrentes de violéncia interpessoal®*.
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7.1.3 Prevaléncia de substancias psicoativas em pacientes
atendidos em salas de emergéncia

O reflexo dos elevados riscos associados ao uso de alcool e outras
substancias psicoativas podem ser observados na alta prevaléncia dessas
drogas em pacientes atendidos em salas de emergéncia. Pacientes com lesdes
apresentam maiores chances de reportarem o consumo de alcool, maconha e
mais de uma substancia simultaneamente nas seis horas anteriores a lesdo?“.
Uso de substancias psicoativas, além de ter alta frequéncia entre acidentados,
também resultam em lesdes mais severas e com maior gravidade em

comparagdo com néo usuarios4’.

O alcool é a substancia mais frequentemente encontrada em paciente
atendidos em salas de emergéncial4. Deteccéo de outras substancias também
é relativamente alto, sendo que o padrdo de consumo se altera de acordo com

0 pais estudado.

Nos EUA, resultados de analises toxicoldégicas em urina mostraram uma
positividade de 59,3% para alcool e/ou outras substancias em pacientes vitimas
de acidentes de transito. O &lcool foi a substancia mais identificada (25,8%)
seguido de benzodiazepinicos (17,4%). Dentre as drogas ilicitas, o consumo de

maconha foi o mais prevalente (16,5%) seguido de cocaina (11,2%)8.

Em 2009, em estudo realizado na Espanha, com pacientes de diferentes
tipos de trauma e utilizando fluido oral e suor como matrizes, foi identificado que
37,1% das vitimas de violéncia fizeram o uso de alguma droga ilegal antes de
sofrerem as lesdes, sendo mecanismo de lesdo com maior prevaléncia do uso
de substancias ilegais. Vitimas de acidentes de transito corresponderam a
segunda causa com maior consumo de drogas ilicitas, sendo identificado o uso

em 27% dos pacientes4®.

Em estudo similar, realizado na Noruega, com pacientes apresentando
lesbGes decorrentes de diversas causas de acidentes, 44% das amostras de
sangue analisadas apresentaram resultados positivos para pelo menos uma
substancia. O alcool foi 0 mais prevalente, tendo sido detectado em 27% das

amostras, enquanto drogas ilicitas foram identificadas em apenas 9% dos
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pacientes, sendo maconha e anfetaminas as mais prevalentes (6,2% e 3,1%,

respectivamente)!®0,

Ainda na Europa, estudos envolvendo apenas motoristas de automoéveis
com les@es graves, foi identificada uma prevaléncia de 39% e 31% para alguma
substancia na Bélgica e Dinamarca, respectivamente!®:152, Em ambos os
estudos o alcool foi a substancia mais detectada (26% na Bélgica e 20% na
Dinamarca). Dentre as drogas ilicitas, na Bélgica a maconha foi a mais
consumida (5,3%)%®!, enquanto as anfetaminas foram a classe de substancia

mais detectada na Dinamarca (5,4%)°2.

Ja no Canada, o consumo de substancias psicoativas foi verificado em
motoristas acidentados apresentando lesdes leves e com média gravidade.
Amostras de sangue foram analisadas e foi detectado que em 38,2% havia pelo
menos uma substancia. A maior prevaléncia foi de medicamentos sedativos
(19,8%), enquanto o &lcool foi a segunda mais prevalente com 14%. J4 a

maconha foi detectada em 8,3% das amostras de sangue?!s®,

No ambito nacional foram realizados trés estudos envolvendo analises
toxicolégicas em amostras de pacientes atendidos em salas de emergéncia apos
lesbes traumaticas. Em 2006, na cidade de S&o Paulo, foi realizado um estudo
no Pronto Socorro do Hospital Sado Paulo da Universidade Federal de Séo Paulo,
com pacientes com lesdes de menor complexidade, provenientes de quedas ou
violéncia. O consumo de alcool foi identificado com o uso de etildmetro, enquanto
o consumo de maconha e cocaina foi verificado com testes rapidos
(imunocromatografia) utilizando amostras de urina, entretanto, ndo houve
andalises confirmatérias dos resultados positivos. O consumo de &lcool foi
identificado em 11% dos pacientes, enquanto 13,6% das amostras de urina

apresentaram resultados positivos para maconha e 3,3% para cocaina®®3,

Em 2011, na cidade de Porto Alegre, pacientes com lesdes decorrentes
de acidentes de transito, tiveram amostras de fluido oral coletadas para a analise
do consumo de substancias psicoativas. Alcool também foi detectado através de
etildbmetro. Foram incluidos apenas pacientes com lesdes decorrentes de

acidentes de transito, sendo divididos entre motoristas, passageiros e pedestres.
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A deteccado do uso de alcool e maconha apresentaram praticamente resultados
similares, sendo ambos detectados em cerca de 7% das amostras. Ja a cocaina
foi consumida por 5% dos pacientes incluidos no estudo. Entre os motoristas o
uso de maconha foi mais frequente (13,3%) em compara¢do ao uso de alcool
(7,8%)1°4,

J& na cidade de Sdo Paulo, o consumo de substancias psicoativas foi
investigado entre motociclistas atendidos em salas de emergéncia de hospitais
da Zona Oeste da cidade. Foram coletadas amostras de fluido oral e sangue dos
casos mais graves, para a identificacado de drogas ilicitas, enquanto o consumo
de alcool foi verificado através de etildmetros. Dentre os pacientes incluidos no
estudo, 20,3% apresentaram resultados positivos para pelo menos uma
substancia, sendo que alcool, cocaina e maconha apresentaram frequéncia de
uso similares, cerca de 10%, cada substancia. Além disso, motociclistas que
consumiram bebidas alcoolicas previamente ao acidente possuiam maior

probabilidade de serem culpados®®®.
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8. Pacientes e Métodos
8.1Coleta de amostras

Trata-se de um estudo do tipo transversal, no qual amostras de sangue
foram coletadas entre os meses de julho de 2018 e junho de 2019 no Pronto
Socorro Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (PSC — HCFMUSP). Pacientes apresentando lesdes
trauméticas decorrentes de acidentes de transito, quedas e violéncia
interpessoal tiveram as amostras coletadas. Profissionais de enfermagem,
treinados, foram responsaveis pelas coletas sanguineas apds 0s primeiros
atendimentos e estabilizacdo dos sinais vitais dos pacientes. Foram incluidos

apenas pacientes com lesdes graves e que necessitaram posterior internacao.

As coletas fizeram parte do projeto intitulado “Fatores relacionados com
0s acidentes de transito com vitimas atendidas no Pronto Socorro Central e que
ficaram internadas no Hospital das Clinicas da FMUSP” (aprovacédo CAPPesq
HCFMUSP n° 2.071.227).

O sangue foi coletado em tubos Vacutainer® contendo fluoreto de sddio
e EDTA. O fluoreto é fundamental para a estabilizacdo e conservacdo da
amostra, evitando a degradacao de alguns analitos. A assepsia do local de coleta
foi realizada com solucdo néo alcéolica para evitar contaminacdo das amostras.
Apos a coleta, as amostras de sangue eram enviadas para o laboratério central
do HCFMUSP e armazenadas a -20°C. No dia posterior a coleta, os tubos eram
encaminhados ao Laboratério de Toxicologia do Departamento de Medicina
Legal, Etica Médica e Medicina Social e de Trabalho da FMUSP para

armazenamento e analises toxicologicas.

Amostras de pacientes que se recusaram a participar do estudo apos a

coleta das amostras, bem como daqueles que foram a 6bito, foram descartadas.
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8.2Dados sociodemograficos

Apdés a coleta de amostras, 0s pacientes eram monitorados para
verificacdo da situacdo de saude e evolucdo das lesdes. Uma vez que
estivessem nas unidades de internacdo (enfermarias) e conscientes, eram
abordados para assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE — Anexo B) e aplicacao de um questionério estruturado para obtencéo de
informacdes sociodemograficas bem como relativas aos acidentes. Foi aplicado

um questionario para cada tipo de trauma especifico (Anexos C, D e E).

Nos casos em que 0s pacientes se encontravam em coma ou entubados
por tempo superior a 10 dias, ou que, por algum outro motivo, ndo conseguiam
responder as perguntas, a assinatura do TCLE e entrevista era realizada com

um membro da familia ou responsavel legal pelo paciente.

8.21 Critérios de inclusao

e Pacientes com lesdes traumaticas de correntes de acidentes de
transito, quedas e violéncia interpessoal, atendidos com seis ou
menos horas ap0s a ocorréncia, que ficaram internados, concordam

em participar do estudo e assinaram o TCLE.

8.2.2 Critérios de exclusao

e Pacientes transferidos para outras unidades hospitalares;

e pacientes que ndo concordaram em participar apos coleta inicial;

e menores de 18 anos;

e pacientes que foram a 6bito no PSC-HCFMUSP ou nas unidades de

internagéao.
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As amostras de sangue daqueles pacientes que se recusaram a
participar, bem como dos pacientes que foram a oObito, foram descartadas e ndo

foram incluidas nas analises toxicoldgicas.

8.3Analises toxicolbgicas

As amostras coletadas dos pacientes incluidos no estudo foram
analisadas para é&lcool e drogas ilicitas. As amostras foram enviadas ao
Departamento de Ciéncias Forenses do Hospital Universitario de Oslo, Noruega
para as analises toxicologicas. As amostras foram analisadas pela técnica de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas in
tandem (UPLC-MS/MS)*%6. A dosagem alcdolica foi realizada no Laboratério de
Toxicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo por
cromatografia gasosa-FID apOs extracdo via headspace, por metodologia ja

estabelecida no laboratorio.

8.4 Andlises estatisticas

Porcentagens absolutas e dentro de cada grupo de acidente foram
apresentadas para variaveis categoricas. Para variaveis continuas, foram
aplicados testes de normalidade de distribuicdo. Associacdes entre variaveis
continuas com distribuicdo n&o normal foram analisadas pelos testes de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis. AssociacBes entre variaveis categoricas foram
analisadas por tabelas de referéncia cruzada bivariadas e teste de chi-quadrado
de Pearson. Razdo de chances (odds ratio — OR) foi calculado por regresséo
linear multivariada. O uso de cocaina foi verificado e associacdes foram
analisadas através da presenca de seu principal produto de biotransformacéo,
benzoilecgonina. Todas as andlises foram realizadas através do software SPSS
27.0 (IBM Corporation, Armonk, NY.) e o nivel de significancia foi estabelecido

como p< 0,05.
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9. Resultados

Durante os 12 meses de coleta, foram atendidos 909 pacientes com
lesdes traumaticas no PSC — HCFMUSP, cujas amostras de sangue foram
coletadas. Destes, 342 foram transferidos para outras instituicbes hospitalares
ou tiveram alta, outros 88 nédo foram incluidos devido a lesdes decorrentes de
eventos nao correspondentes aqueles objetivos do estudo. Sete pacientes se
recusaram a participar e 96 foram a obito. Desta maneira, um montante de 376
pacientes foram incluidos e tiveram suas amostras analisadas, sendo 119
vitimas de quedas, 209 vitimas de acidentes de transito e 48 vitimas de violéncia

interpessoal (Figura 16).

909 pacientes
atendidos no PSC —
HC FMUSP (100%)

342 altas ou
transferéncia para
outro estabelecimento
(38%)

88 nao incluidos
(10%)

oY

7 recusaram

participar (1%) 96 dbitos (10%)

- /X J/
Y

- 209 vitimas de 48 vitimas de
119 V|t|masode acidentes de violéncia
quedas (13%) transito (23%) interpessoal (5%)

Figura 16. Fluxograma de pacientes atendidos no Pronto Socorro Central do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (PSC — HCFMUSP) no periodo de junho de 2018 a junho de 2019 e as
respectivas situagdes de desfecho.
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Os pacientes incluidos tinham idade mediana de 36 anos, eram em sua
maioria homens (80,3%), casados ou amasiados (51,1%) e possuiam ensino
médio completo (39,6%). Na Tabela 15 estdo apresentadas as caracteristicas
sociodemograficas dos pacientes incluidos de acordo com o tipo de acidente. Os
pacientes de quedas foram divididos em duas categorias: queda de altura (n=90)

e queda de propria altura (n=29).

Tabela 15. Dados sociodemograficos referentes aos pacientes incluidos no
estudo (n=376), separados de acordo com o tipo de acidente.

Acidente Queda de o
de Queda orépria Violéncia
_ de altura interpessoal

transito altura
ldade* 35,0 39,5 62,0 31,0
Sexo
Homem 78,9% 85,6% 65,5% 85,4%
Mulher 21,1% 14,4% 34,5% 14,6%
Estado civil
Solteiro 39,7% 34,4% 20,7% 43,8%
Casado/Amasiado 51,2% 53,3% 41,4% 52,1%
Divorciado 5,3% 11,1% 13,8% 2,1%
Viavo 3,8% 1,1% 24,1% 2,1%
Escolaridade
Analfabeto 0,5% 4,4% 3,4% 4,2%
Fundamental incompleto 21,5% 23,3% 37,9% 14,6%
Fundamental completo 8,6% 8,9% 10,3% 8,3%
Médio incompleto 14,8% 14,4% 3,4% 6,3%
Médio completo 37,8% 37,8% 37,9% 52,1%
Superior 16,3% 10,0% 6,9% 14,6%
N/C 0,5% 1,1% - -
Horario do acidente
Diurno (06:01 — 18:00) 68,1% 80,0% 82,8% 42,6%
Noturno (18:01 — 06:00) 31,9% 18,9% 17,2% 57,4%

N/C: ndo consta
*Mediana



105

Os acidentes ocorreram em sua maioria durante o periodo diurno, entre 6
e 18h, (69,1%) e durante dias da semana (56,4%). Lesdes decorrentes de
violéncia interpessoal possuiam mais chance de ter ocorrido durante o periodo
noturno, entre 18 e 6h, (OR: 2,85, 95% IC: 1,7 — 4,8, p<0,01), enquanto quedas
apresentavam mais chances de ocorrer durante o periodo diurno (OR: 2,95, 95%
IC: 1,4 — 3,3, p<0,01). Pacientes atendidos em finais de semana entre as 18 e
6h eram mais novos (idade mediana: 28 anos, intervalo interquartil: 21,0 — 35,7)
quando comparados aos pacientes atendidos em outros dias e horéarios (idade

mediana: 38 anos intervalo interquartil: 29,0 — 50,0), p<0,01.

Dentre as vitimas de acidente de transito, as mais prevalentes foram os
condutores (54,1%), principalmente motociclistas (83,2%). Passageiros
representaram 13,4% da amostra, pedestres 27,7% e ciclistas 4,8% (Figura 17).
Motociclistas eram mais jovens comparados a outras vitimas de acidentes de
transito (idade mediana: 31,0, intervalo interquartil: 24,0 - 37,2 vs 39,0, intervalo
interquartil: 27,0 — 52,0, p<0.001), sendo em sua maioria do sexo masculino
(97,9%). Entre os casos de lesBes relacionadas a violéncia interpessoal, a
maioria dos pacientes apresentou ferimentos por arma de fogo (50%), seguido
de agressbes (25%). A Figura 18 ilustra todos os mecanismos de leséo

relacionados as vitimas de violéncia interpessoal.
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Figura 17. Pacientes vitimas de acidente de transito atendidos e
internados no Pronto Socorro Central do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (n=209),
estratificados entre condutores, passageiros e pedestres e entre 0s
respectivos veiculos envolvidos nos acidentes.
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Figura 18. Pacientes vitimas de violéncia interpessoal atendidos e
internados no Pronto Socorro Central do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (n=48), divididos
de acordo com o mecanismo de lesdo. FAF: ferimento por arma de fogo;
FAB: ferimento por arma branca.
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Foram identificadas 118 amostras (31,4%) com resultado positivo para
pelo menos uma substancia. O consumo de alcool foi 0 mais prevalente, seguido
de cocaina e cannabis. Cocaetileno, formado pelo consumo concomitante de
alcool e cocaina, foi identificado em 12 amostras. Nao foi identificado, em
nenhuma das amostras, compostos anfetaminicos, bem como a AEME e
heroina. A Tabela 16 apresenta os limites de quantificacdo utilizados como
determinacdo para a presenca da substancia, bem como a prevaléncia
encontrada para cada substancia.

Tabela 16. Substancias pesquisadas, valores de limite de quantificacédo (LOQ)
utilizados e prevaléncia das substancias nas amostras de pacientes incluidos no
estudo (n=376).

Substancia LOQ* % n
Alcool 0,2 g/lL 22,9 86
Anfetamina 27 ng/mL -
Metanfetamina 29,8 ng/mL -
MDMA 38,6 ng/mL -
A9-tetraidrocannabinol 0,6 ng/mL 51 19
AEME 9,1 ng/mL - 0
Benzoilecgonina 57,9 ng/mL 12,2 46
Cocaina 15,2 ng/mL 7,4 28
Cocaetileno 15,9 ng/mL 3,2 12
6-acetilmorfina (heroina) 9,7 ng/mL - 0
Total 31,4 118

*LOQ: limite de quantificacdo

Os pacientes cujas amostras apresentaram resultado positivo para
alguma substancia, eram mais jovens comparado aqueles cujas amostras nao
indicaram o uso de alcool e/ou drogas ilicitas (idade mediana: 31,5 anos,
intervalo interquartil: 26,0 — 39,0, p<0,001), em sua maioria do sexo masculino
(88,1%, p=0,01), possuiam o ensino médio completo (41,5%) e eram solteiros
(50,8%, p<0,01).
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Dentre os tipos de acidentes, as vitimas de violéncia interpessoal
apresentaram a maior porcentagem de consumo de substéncias psicoativas
antes da lesao (43,8%), seguido das vitimas de acidente de transito (30,1%) e
vitimas de quedas (28,6%). A Figura 19 ilustra a prevaléncia de cada substancia

dividida entre os tipos de acidentes.
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Figura 19. Prevaléncia de substancias psicoativas em amostras de
sangue de pacientes atendidos no Pronto Socorro Central do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(n=376), divididas de acordo com o tipo de acidente.

Acidentes ocorridos com individuos cujas amostras testaram positivo para
algum tipo de substancia tinham mais chances de ocorrer no periodo noturno
(OR:1,6,95% 1C: 1,2 -2,2, p<0,01). Apesar de haver uma tendéncia de aumento
do consumo de alcool aos finais de semana (Figura 20), apenas foi encontrado
uma associagao estatisticamente significante entre o uso de alguma substancia
e ocorréncia de acidentes de transito (p=0,02) e entre o uso de &lcool e
ocorréncia de violéncia interpessoal aos finais de semana (p=0,03). Ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os meses do ano e o0 uso de

substancias psicoativas.
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Figura 20. Numero de amostras positivas para pelo menos uma substancia
psicoativa, alcool, cocaina e cannabis entre os pacientes apresentando lesfes
traumaticas atendidos e internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (n=376). Casos estao divididos entre os
dias da semana.

O uso de mais de uma substancia concomitantemente foi detectado em
32 pacientes. A combinacao mais frequente foi alcool e cocaina, identificada em
25 amostras. Alcool e maconha foram utilizados simultaneamente por quatro

pacientes e em apenas um caso, foi detectado o uso das trés substancias.

Dentre as 63 amostras referentes as vitimas de acidentes de transito que
testaram positivo para pelo uma substancia, 54% eram motoristas (n=34) e
destes, 82,3% (n=28) eram motociclistas. Apenas considerando os condutores,
30% apresentaram resultados positivos para pelo menos uma substancia. Os
motociclistas apresentaram a maior prevaléncia do uso de cannabis entre todos
os tipos de vitimas de acidentes de transito (9,6%, p=0,03). Um em cada quatro

pedestres havia consumido pelo menos uma substancia antes do acidente,



110

sendo as prevaléncias de alcool e cocaina, nestas amostras, iguais. Na Figura

21 estdo apresentadas as prevaléncias de cada substancia entre as vitimas de

o @ ©

cada tipo de acidente.
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Figura 21. Porcentagem de amostras positivas de vitimas de acidentes com lesbes
traumaticas atendidas e internadas no Pronto Socorro Central do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (n=376). Estéo divididos entre tipo de
vitima e mecanismo de lesdo em cada tipo de acidente.

Condutores cujas amostras de sangue testaram positivo para alcool
apresentaram uma alcoolemia média de 1,1 g/L (95% IC: 0,85 — 1,37), acima da
alcoolemia média das outras vitimas de acidente de transito (0,15 g/L, 95% IC:
0,07 — 0,22, p<0,01), sendo que 80% destes pacientes, apresentaram BAC
acima de 0,6 g/L.
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10.Discussao

Ferimento é definido, pela OMS, como uma lesdo corporal decorrente de
uma superexposicao aguda a qualquer forma de energia. Causas externas sao
aguelas em gue o vetor de transferéncia de energia € exterior ao corpo ao qual
a leséo foi infligida, por exemplo acidentes de transito, quedas, agressoes e
envenenamento, além de ser também considerada a intengcdo para ocorréncia

da lesao.

Em 2019, as causas externas foram a quarta principal causa de morte na
populacdo brasileira, com mais de 140 mil ébitos, atras apenas de doencas do
aparelho circulatério, neoplasias e do aparelho respiratério. Além das lesbes
fatais, foram contabilizadas mais de 1,2 milhdo de internacdes devido as lesGes
decorrentes de causas externas. A grande maioria dos eventos provocados por
agentes externos pode ser prevenida, quer seja por atencdo do poder publico
através de politicas publicas apropriadas, ou por fiscalizacéo policial. Dentro das
causas externas, as agressoes lideram o numero de 6bitos, com mais de 55 mil
mortes em 2018, seguido pelos acidentes de transito (cerca de 33 mil),
constituindo, respectivamente, a quinta e oitava causa de morte no Brasil em
2019. Entretanto, ao considerar apenas as internacdes, este perfil € modificado.
As quedas apresentam numeros superiores (436 mil), seguido dos acidentes de
transito (219 mil), enquanto as internacdes por agressdes ndo passaram de 48

mil em 2019157,

Muitas vezes os acidentes e lesdes tem causas multiplas, podendo ser
causadas pelo paciente em si ou por causas alheias a pessoa atingida. De
qualquer maneira, o uso de alcool e outras substancias psicoativas aumenta o
risco para a ocorréncia de lesées'. O perfil de usuarios dessas substancias
consiste em jovens adultos do sexo masculino, sendo que a associacdo entre
sexo e idade e maiores riscos para acidentes ja foi previamente descrito, isto é:
jovens do sexo masculino tendem a ter maior envolvimento em atividades com

maiores riscos'’, corroborando os achados no presente trabalho.

O consumo de substancias psicoativas pode ser detectado em diversas

matrizes biologicas, entretanto a analise sanguinea é uma das Unicas em que €
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possivel realizar a associacdo entre os achados toxicolégicos e os efeitos
psicofarmacolégicos no SNC no momento em que a amostra foi coletada'3. Em
outras palavras, um resultado toxicolégico positivo em amostras de sangue
assegura que o individuo estava sob efeito no momento da coleta, podendo
demonstrar uma relacdo entre causa e efeito do consumo da droga e a lesdo?*®%,
Outros estudos brasileiros envolvendo andlises toxicologicas em pacientes
atendidos em salas de emergéncia utilizaram fluido oral'®*'% e urinal®® como
matrizes biologicas. Apesar de as glandulas salivares serem bastante
perfundidas e a transferéncia de substancias da corrente sanguinea para a saliva
ocorrer com certa facilidade, a correlacdo entre a concentracdo encontrada no
fluido oral, muitas vezes ndo condiz com a concentracdo no sangue, podendo
nado refletir o real efeito daquela substancia no SNC7¢77. Assim sendo, com a
utilizacdo do sangue para as analises toxicologicas no presente estudo, foi
possivel inferir sobre a influéncia das substancias consumidas nas lesdes

apresentadas pelos pacientes.

Alcool e maconha sdo as duas principais substancias consumidas por
pacientes com lesGes traumaticas atendidos em salas de emergéncia'4. Ja o
consumo de outras drogas ilicitas altera-se de acordo com o pais onde o estudo
€ realizado. Na Europa, por exemplo, estudos ja apontaram o consumo de
anfetaminas por pacientes'>%1%2, No Brasil, apesar de a maconha ser a droga
ilicita mais consumida pela populacédo de 15 a 64 anos'?* no presente estudo, o
consumo desta droga foi superado pelo consumo de cocaina. Além disso, ndo
foi detectado nenhum resultado positivo para anfetaminas (incluindo anfetamina,
metanfetamina e MDMA). Apesar de o consumo de anfetamina ja ter sido
descrito no cenério brasileiro, por motoristas de caminhdo®”1% para se
manterem em alerta e dirigir horas sem descanso, 0 mesmo padrdo
aparentemente ndo se repete dentro da cidade de S&o Paulo. O uso de
anfetamina e ecstasy ja foi relatado, na literatura, como disseminado
principalmente entre frequentadores de festivais de musica, casas noturnas e
raves?®®. No Brasil, 0 uso de ecstasy e outros compostos anfetaminicos também
esta bastante relacionado com o perfil de frequentadores de casas noturnas e
festivais de musica eletronica®%16%.162 Entretanto, os estudos realizados em

ambito nacional foram realizados de forma observacional e utilizando relatos dos
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sujeitos incluidos sobre uso de drogas, o que poderia ter causado uma
subnotificacdo do consumo. No ambito do transito, estudo identificou a presenca
de MDMA, MDA e MDEA em amostras provenientes de motoristas vitimas fatais
de acidentes de transito®3, Por outro lado, nos outros dois estudos brasileiros
realizados com pacientes atendidos em salas de emergéncia, 0 consumo de
anfetaminas nao foi relatado'>*'%, Desta maneira, outros estudos envolvendo
analises toxicoldgicas sdo necessarios para melhor conhecimento do padrédo de

uso de compostos anfetaminicos no Brasil.

O consumo de cocaina na forma de crack apresenta alta prevaléncia na
cidade de S&o Paulo*. Entretanto, o marcador biolégico do consumo desta
droga, a AEME, néo foi detectada em nenhuma amostra acima dos valores de
LOQ adotados. Este fato pode estar relacionado com a baixa meia-vida biologica
e instabilidade molecular deste composto, o qual pode sofrer degradacéo

espontanea in vitro, mesmo na presenca de fluoreto de s6dio°®.

O consumo de mais de uma substancia simultaneamente pode aumentar
ainda mais os riscos para a ocorréncia de acidentes e lesdes traumaticas, devido
a um efeito sinérgico entre as substancias. Este aumento é maior em
comparacdo ao uso isolado de alcool ou outras substancias!41%°, Ja foi descrito
na literatura que a combinacado de substancias mais comumente encontrada em
pacientes com lesdes é alcool e maconha'®. Entretanto, os resultados aqui
encontrados demonstraram que o alcool era mais frequentemente associado
com a cocaina. O consumo de ambas as substancias simultaneamente forma o
composto cocaetileno, cuja meia-vida biolégica é superior a da cocaina,
prolongando os efeitos estimulantes no SNC!%4, podendo contribuir para maiores
chances para o envolvimento em acidentes e acontecimento de lesbes. Além
disso, pacientes com lesdes traumaticas, apresentando resultados positivos para
cocaetileno possuem uma maior probabilidade de necessitar de tratamento

intensivo apds a lesédo!s,

A maioria dos estudos, tanto nacionais quanto internacionais,
relacionando o consumo de substancias psicoativas entre pacientes atendidos
em salas de emergéncia, incluem apenas pacientes provenientes de acidentes

de transito, muitas vezes apenas motoristas. Entretanto, vitimas de outros tipos
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de mecanismos de trauma, como quedas e violéncia, constituiram praticamente
a metade dos pacientes incluidos no presente estudo. Apesar de pacientes com
lesbes decorrentes de violéncia interpessoal corresponderem a apenas 12% da
populacdo estudada, estes apresentaram a maior prevaléncia do uso de alcool
e outras drogas. Na cidade de Séo Paulo ja foi descrito uma alta prevaléncia de
substancias em vitimas fatais tanto de quedas, como de violéncia?®. Na
Noruega, foram identificadas taxas ainda mais elevadas do consumo de alcool e
drogas ilicitas por pacientes desses dois tipos de traumas. Alcool esteve
presente em 66% dos pacientes vitimas de violéncia e em 23% das quedas,
enquanto drogas ilicitas foram consumidas por 24% daquele grupo e 5%

destel®0,

Apesar de a correlacdo entre violéncia e o consumo de drogas ser
algumas vezes de dificil estudo®®, alguns estudos ja apontaram que o aumento
no consumo de substancias psicoativa, principalmente cocaina, ja foi
relacionado com aumento na criminalidade em algumas cidades'®’. Além disso,
o consumo de drogas ilicitas por vitimas fatais, necropsiadas na cidade de Séo
Paulo, foi associada com a existéncia de registros criminais prévios pela
vitima!?®. Os pacientes incluidos no presente estudo eram em sua maioria do
sexo masculino. Homens que relataram o consumo de &lcool em combinacao
com outras drogas apresentam uma chance sete vezes maior de reportar uma

lesdo relacionada com a violéncial®s,

Outro mecanismo de trauma importante para a ocorréncia de lesdes fatais
e nao fatais sdo as quedas. Mais de um terco dos pacientes incluidos no
presente estudo sofreram quedas, sendo que praticamente 30% destes,
consumiram alguma substéncia antes do incidente. O uso de substancias
psicoativas ja foi fortemente associado com lesdes decorrentes de quedas®®16°,
A prevaléncia encontrada, no presente estudo, do consumo de cocaina e
maconha foi de 3,4%, para cada substancia. Dados similares foram encontrados
por Bogstrand et al. (2011), onde 5% dos pacientes atendidos com lesdes por
quedas haviam consumido drogas ilicitas'®®. J4 em estudo mais recente, foi
encontrada uma prevaléncia trés vezes maior para o consumo de drogas ilicitas

em pacientes com lesbes por quedas, sendo anfetamina a principal droga
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consumida. No mesmo estudo, constatou-se que a prevaléncia do uso de drogas
por pacientes com lesdes por outros mecanismos era consideravelmente inferior

(11% para alcool e 6% drogas ilicitas)*’°.

Uma das principais causas de lesbes por quedas é a queda de propria
altura. As principais vitimas sao os idosos, que por dificuldades de deambulac&o
podem acabar sofrendo a queda. Apesar de na populacao estudada, os casos
de queda de propria altura terem sido a minoria dos pacientes atendidos (n =
29), foi possivel constatar que esses pacientes eram mais velhos em
comparacao aos pacientes de outros mecanismos de trauma. Idosos tendem a
consumir uma quantidade maior de medicamentos alterando as capacidades
cognitivas e psicomotoras acarretando maiores chances de quedas®®®1’t A
deteccdo de medicamentos psicoativos ndo foi possivel no presente estudo,

desta forma, a causa de precipitacdo por idosos precisa ser melhor estudada.

A principal causa de leséo traumatica atendida no HCFMUSP, no periodo
estudado, foram os acidentes de transito, correspondendo a mais da metade dos
pacientes incluidos. Dentre este grupo, os motociclistas corresponderam pela
grande maioria. Diferentemente dos paises desenvolvidos, nos paises de baixa
e média renda, o numero de motociclistas representa uma proporg¢ao significativa
de usuarios no transito. Este grupo apresenta maior vulnerabilidade e maiores
chances de lesGes em comparacdo aos condutores de outros veiculos!’?,

principalmente quando sob influéncia de alcool e outras drogas.

Na Tailandia, motociclistas corresponderam a grande maioria (89%) dos
acidentados atendidos em um departamento de emergéncial’3. Em Malawi, na
Africa, 12% dos pacientes admitidos em um hospital eram motociclistas, sendo
que 24% destes estavam sob efeito de alcool*’4.

A alta propor¢do de motociclistas lesionados reflete uma crescente
tendéncia no Brasil e na cidade de S&o Paulo. Nos ultimos dois anos o numero
de motociclistas fatalmente lesionados tem crescido constantemente na capital
paulista, sendo que em 2018, foram elevados ao grupo com maior mortalidade
no transito, ultrapassando os pedestres!’>. Sendo essa tendéncia também

observada em uma escala nacionall”®.
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Nos ultimos anos, a crise econémica e o crescimento do desemprego no
Brasil forcaram trabalhadores a procurarem novas fontes de renda. O
aparecimento de diversos aplicativos de entregas de todo tipo de bem alavancou
um crescimento do numero de motociclistas em todo o pais, principalmente na
cidade de Sao Paulo. Entretanto, tais entregadores por aplicativos ndo séo
legalmente contratados por essas empresas, ndo sendo, desta forma,
considerados motociclistas profissionais. Segundo a legislacdo brasileira,
motociclistas profissionais (motoboys) devem completar cursos de direcao
defensiva e utilizar equipamentos de protecdo apropriados’’. Entretanto,
motociclistas autbnomos, ndo sdo amparados por esta lei e nem possuem
qualquer suporte das empresas de entregas. Ainda, incentivos financeiros para
entregas rapidas podem contribuir para uma dire¢cdo mais arriscada e com menor
seguranca, podendo ser a causa para acidentes, visto que motociclistas tendem
a nao respeitar limites de velocidade em uma propor¢cdo maior do que outros

veiculos!’s,

Juntamente com o0s motociclistas, 0s pedestres também apresentam
grande vulnerabilidade para lesdes decorrentes de acidentes no transito.
Conhece-se muito pouco da influéncia do &lcool e outras drogas no tempo de
reacdo, julgamento e comportamento impulsivo em pedestres e passageiros®®.
Na maioria dos estudos em salas de emergéncia, pedestres ndo séo incluidos.
Em outros paises, o consumo de alcool por pedestres lesionados foi ainda maior
do que o encontrado no presente estudo!®®174. Por outro lado, o consumo de
drogas ilicitas, principalmente cocaina foi mais prevalente neste estudo. O
consumo de cocaina por pedestres foi 0 dobro do encontrado em outro estudo
brasileiro'®*. A andlise da acidentalidade de pedestre é desafiadora, uma vez
que diversos fatores estdo envolvidos. Entretanto, altas prevaléncias do
consumo de alcool e drogas em pedestres que foram a Obito e gravemente
lesionados demonstram a necessidade de maior atencdo na prevencgéo destes

acidentes79.180

Dentre os condutores de todos os tipos de veiculos, praticamente um em
cada trés havia consumido alguma substancia psicoativa antes do acidente. No

ambito internacional, estudos apontaram o consumo de alcool por 14 a 26% dos
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pacientes, sendo a maconha consumida por 5 a 8% e cocaina por 1 a 3% dos

pacientes incluidos nos estudos!36:150-152,

A principal substancia psicoativa consumida pelos condutores foi 0 alcool.
O prejuizo causado pelo alcool ocorre progressivamente de acordo com a
guantidade ingerida, sendo que a cada dose de alcool o risco para acidentes
aumenta em 13%?16. Ainda que outras drogas apresentem grandes prejuizos para
0 usuario, o alcool ainda € a droga que causa 0sS maiores prejuizos e riscos para
a ocorréncia de lesbes, sendo a mais prevalente substancia detectada em

pacientes atendidos em hospitais'#+16.133,

A legislacao brasileira adotou uma toleréncia zero em relacgéo a dirigir sob
efeito de alcool. De acordo com o Cdédigo de Transito Brasileiro (CTB) em seu
artigo 165, é considerado uma ofensa administrativa dirigir sob a influéncia de
alcool ou qualquer substancia que cause dependéncia, independentemente da
concentracdo de alcool no organismo. J& no artigo 306 do CTB, é considerado
crime conduzir veiculo automotor com concentracao igual ou superior a 0,6 g de
alcool por litro de sangue!®:. No presente estudo, a alcoolemia média dos
condutores incluidos, foi de 1,1 g/L, sendo que 80% destes apresentavam
alcoolemia superior a 0,6 g/L. De acordo com a legislacdo vigente, tais
condutores deveriam responder legalmente pelo crime de transito. Entretanto,
ndo ha qualquer determinacdo legal para que amostras de condutores
lesionados e hospitalizados sejam coletadas e conduzidas para analises
toxicoldgicas. Em recente revisdo da literatura, Green et al., (2015), investigaram
as consequéncias legais para motoristas lesionados e que estavam sob efeito
de &lcool. Surpreendentemente, foi encontrado que a maioria dos motoristas ndo
€ propriamente acusado ficando imune as sanc¢des que deveriam ser aplicadas.
Ainda, apontaram alguns fatores para as baixas taxas de acusacdo como:
acesso limitado de policiais durante procedimento de emergéncia; dificuldade na
identificacdo da intoxicacéo; falta de recursos e materiais adequados para
fiscalizacéo; dificuldade em se obter uma medida de alcoolemia legalmente
aceita; simpatia pelo paciente lesionado; confidencialidade entre meédico e
paciente, entre outros'®2. O ideal seria a existéncia de um servico de triagem

toxicolégica no hospital, a fim de analisar amostras de pacientes atendidos para



118

a presenca de alcool e outras drogas. Desta maneira, os condutores sob efeitos
de substancias responderiam apropriadamente as consequéncias legais de seus
atos. Além disso, a presenca dessas substancias pode interferir nos tratamentos
médicos e cirdrgicos dos pacientes'®®, sendo o conhecimento de seu consumo
de grande importancia para os profissionais de saude envolvidos no tratamento

das lesoes.

Estudo recente na cidade de S&o Paulo apontou uma reducédo na taxa de
condutores dirigindo sob influéncia de alcool'’®. Por outro lado, a prevaléncia do
consumo de alcool e outras drogas entre vitimas fatais de acidentes de transito
continua alta'®®. A fiscalizacdo do uso de alcool foi provavelmente um dos
principais fatores para a reducgédo na incidéncia do uso de &lcool por motoristas.
Entretanto, algumas lacunas na fiscalizacdo ainda impedem maior eficacia.
Atualmente, o motorista abordado tem a possibilidade de se recusar a realizacéo
do teste de etildometro, baseado na Convencao Americana de Direitos Humanos
(Pacto de Sao José da Costa Rica), a qual o Brasil é signatério. Recentemente,
a taxa de recusa na cidade de S&o Paulo atingiu 80% dos motoristas abordados
em acdes policiais’®. O motorista que se recusar a ser submetido ao teste de
verificacdo de embriaguez sofre as penas estabelecidas no artigo 165-A do CTB,
porém, pode ficar livre de sanc¢des mais graves. Além disso, a fiscalizacdo do
consumo de outras drogas além do alcool ndo é realizada de maneira sistematica
em nosso pais. A falta de instrumentos sensiveis e capazes de detectar a
presenca de substancias, além da falta de infraestrutura para confirmacédo das
amostras coletadas, diminuem a capacidade de fiscalizacao policial neste tépico.

A verificacdo do consumo de substancias psicoativas por acidentados é
de suma importancia, tanto do ponto de vista legal, como do ponto de vista
clinico. O consumo de alcool e drogas esta fortemente associado com aumento
da gravidade das lesGes!®, sendo que esses pacientes permanecem internados
por um maior periodo de tempo, utilizando mais recursos hospitalares e
normalmente possuem piores taxas de recuperagcfes em comparagcdo aos

pacientes que nao fizeram o uso de qualquer substancia®?.

Acidentes e lesBes traumaticas ocasionadas pelo consumo de alcool e

outras drogas sdo causas passiveis de serem evitadas. O Sistema Unico de
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Saude (SUS) encontra-se, na maioria dos locais de atendimento,
sobrecarregado e com poucos leitos disponiveis. O SUS €, na maioria das vezes
a porta de entrada de vitimas com les@es traumaticas, sendo que a diminui¢ao
de lesbes decorrentes do uso de substancias psicoativas, principalmente
acidentes de transito, poderia acarretar numa diminuicdo da carga sobre os
hospitais publicos brasileiros, liberando leitos de UTI e enfermarias, necessarios
para outras causas, como por exemplo pandemias como da COVID-19. Além
das lesdes trauméticas, politicas publicas apropriadas poderiam prevenir outras
causas de hospitalizacdo pelo uso de drogas, como doencas transmissiveis e

outras desordens causadas pelo abuso dessas substancias.

O real impacto do consumo de &lcool e outras drogas pela populacdo
brasileira ainda € incerto e mais estudos precisam ser realizados em uma escala
nacional. A abordagem do consumo/abuso de drogas precisa ser realizada de
maneira abrangente e multidisciplinar, uma vez que existem interacoes
complexas na relacdo do abuso de drogas e risco de mortalidade, como
questdes sociais, econdmicas e comunitarial#®. A falta de coleta sistematica de
dados a nivel nacional diminui as possibilidades da aplicacdo de politicas

publicas adequadas para cada tipo de situacao e regido do pais.

Este trabalho foi o primeiro em ambito nacional a avaliar o consumo de
alcool e outras drogas por vitimas nédo fatais de acidentes de transito, violéncia
interpessoal e quedas, utilizando amostras de sangue para analises
toxicoldgicas, com o intuito de correlacionar a causa do acidente com o uso de
substancias psicoativas. Apesar de apenas pacientes severamente lesionados
terem sido incluidos, os resultados encontrados poderao servir de subsidio para
implementacgéo de politicas publicas baseadas em evidéncias com o intuito de
prevenir o consumo dessas substancias, além de diminuir os casos de
internagdes decorrentes de lesdes, aliviando tanto o SUS como a rede auxiliar

de saude do fardo ocasionado pelo consumo de substancias psicoativas.
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11.Conclusdes

No presente estudo foi identificado uma alta prevaléncia do consumo de
substancias psicoativas por pacientes com lesfes traumaticas. De maneira
geral, 31,4% dos pacientes atendidos no PSC HCFMUSP haviam consumido
alcool e/ou drogas ilicitas antes do acontecimento da lesdo. O alcool foi a

substancia mais consumida (23%), seguida da cocaina (12%) e maconha (5%).

A maioria dos pacientes incluidos no estudo apresentavam lesdes
decorrentes de sinistros de transito, sendo 0os motociclistas e pedestres os mais
prevalentes dentre este grupo. Apesar de as vitimas de violéncia interpessoal
terem sido a minoria (12%), apresentaram a maior prevaléncia do uso de alcool
e/ou drogas (43,8%).

No geral, os pacientes que apresentaram resultados positivos eram em
sua maioria do sexo masculino, mais jovens do que aqueles que né&o
consumiram nenhuma substancia, solteiros e possuiam ensino médio completo.
Além disso, acidentes relacionados com o uso de alcool e/ou drogas, possuiam

maior probabilidade de ocorrerem no periodo noturno.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Drogas ilicitas e medicamentos psicotrépicos em sangue: novas metodologias de
analises toxicoldgicas
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Area Tematica:

Versao: 1
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Numero do Parecer: 1.967.799
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Segundo os autores o projeto, Como ja realizado em projetos anteriores do Laboratério em questéo, bolsas
de sangue do Hemocentro que seriam descartadas serdo reaproveitadas para validagdo dos métodos de
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Risco minimo.

As metodologias propostas além de serem inéditas no cenario da toxicologia forense, utilizam quantidades
infimas de solventes organicos ou até mesmo nenhum volume, ao contrario das
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa —-FATORES RELACIONADOS COM TRAUMAS NAS VITIMAS
INTERNADAS DE ACORDO COM A GRAVIDADE E FUNCIONALIDADE

Pesquisador principal -TULIA MARIA D’ANDREA GREVE

Departamento/Instituto  ~-DEPARTAMENTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA/
INSTITUTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA

Convidamos o(a) Sr(a). para participar desta pesquisa que visa estudar quais sdo as
principais causas dos traumas (acidentesde transito, quedas de altura, violéncia interpessoal e
queda da propria altura) que acometem as vitimas internadas no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) para depois elaborar e

aplicar politicas publicas de prevengao de acidentes.

Para isso, serdo realizadas algumas avaliagdes em trés momentos: durante o atendimento
no Pronto-Socorro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, duranteo seu
periodo de internagdo e 30 dias apds a ocorréncia do trauma: em caso de alta, sera feita uma

entrevista por telefone e se ainda estiver internado, sera feita nova entrevista presencial.
1. 1°atendimento

No momento do seu primeiro atendimento no Pronto-Socorro do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da USP, serdo realizados os seguintes procedimentos:

a) Coleta de sangue por pungdo venosa (pegar uma veia) para dosar a quantidade de
alcool e/ou outras drogas: medicamentos, maconha, cocaina, anfetaminicos
(“rebites”) que o senhor possa ter ingerido antes de dirigir. A coleta sera de uma
pequena quantidade de sangue (10 ml) feita através de uma veia por um profissional

da equipe de atendimento, devidamente treinado para execugao da tarefa.
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b) Ainda dentro da rotina de atendimento, isto €, dentre as condutas que sao executadas
normalmente durante o atendimento de uma vitima traumatizada, sera feita a
avaliagao da gravidade das lesoes sofridas usando a escala RTS, que é um
mstrumento que mede as alteragoes clinicas do paciente traumatizado: pressao

arterial, respira¢do e consciéncia.

¢) Caso, o senhor nao seja internado no HCFMUSP, a amostra coletada e as

informagoes serao descartadas.
2. Internagao

Durante a sua internagao, outras informacgdes serdo colhidas para complementar aquelas
obtidas na sala de emergéncia. O senhor precisara responder um questiondrio, com varias
perguntas. Esta entrevista presencial sera feita em momento oportuno, durante a sua

permanéncia no hospital.
a. Identificagdo pessoal (iniciais do nome, sexo, idade, estado civil, profissao).
b. Hordario e dia da semana e tipo de ocorréncia
c. Acidentes de transito

1. Condigoes da habilitagao como condutor de veiculo: habilitagao (sim ou
nao), ha quanto tempo, frequentou autoescola (sim ou nao); aprendeu a
dirigir veiculo com outra pessoa (quem), fez algum tipo de curso de

dire¢ao defensiva (sim ou nao).

ii. Veiculo atual - modelo, cilindradas, tempo de uso deste veiculo atual. Uso

do veiculo para transporte ou trabalho (frete).

il. Em caso de uso profissional: tempo de profissdo, jornada de trabalho,
vinculo empregaticio (sim ou nao), veiculo proprio, forma de

remuneragao.

iv. Uso de equipamentos de seguranga: (sim ou nao) capacete, roupas de
couro, botas, cinto de seguranga, cadeirinha para transporte de criangas.
Tipo de vestimenta utilizada no momento do acidente: com ou sem

camisa, bermuda, tipo de calgado utilizado (motociclistas).
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v. Acidentes anteriores (sim ou nao) e lesdes decorrentes destes acidentes.

vi. Acidente atual: como ocorreu (descrigao do mesmo), havia outros veiculos
envolvidos, local de ocorréncia, horario, condigdes climaticas e condi¢des
da via. Estava trabalhando no momento do acidente? Se for atropelamento

fez a travessia na faixa ou foram dela.
d. Queda de altura :

i. Local da ocorréncia, detalhes da queda, uso de equipamentos de

seguranca,
ii. Trabalho ou lazer
iil. Acidental ou provocado (pela propria vitima ou terceiros)
e. Queda da propria altura
i. Local da ocorréncia: dentro ou fora de casa

ii. Descrigdo do local: alteragdes do piso da via publica ou doméstica
domiciliar, presenca de objetos estranhos, piso escorregadio, iluminagao,

tipo de calgado.
iii. Detalhes da queda.
iv. Historico de quedas prévias
f. Violéncia interpessoal
1. Briga, agressao, assalto
ii. Tipo de ferimento: arma de fogo ou arma branca.
iii. Foi o agressor ou foi agredido?

g. Os dados clinicos da gravidade da lesao e o calculo do indice de gravidade serao

coletados do seu prontuario e farao parte dos dados da pesquisa.

h. A entrevista podera ser feita com familiares, caso o paciente nao tenha condigdes

de responder.

3. 30 dias apds

140
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Sera feita uma nova entrevista 30 dias apos a ocorréncia do acidente que podera ocorrer no
proprio hospital, se o senhor (a) ainda estiver internado ou por telefone, se o senhor (a) ja
tiver tido alta. E uma avaliagio sobre independéncia nas atividades do dia-a-dia e fungdes do

corpo:

a) se o senhor (a) esta precisando de ajuda para se alimentar, realizar a higiene pessoal,
tomar banho, se vestir, usar o vaso sanitario, andar, subir e descer escadas, para
compreender, se expressar, interagir socialmente, resolver problemas, usar a
memoria, se transferir para a cama, cadeira, vaso sanitario, chuveiro e se controla a

urina e as fezes.

Informamos que todos os resultados sdo sigilosos e nao serao utilizados de forma
individual, apenas compondo o panorama de todo o grupo estudado. Nao sera possivel a
identificagdo individual pelas dosagens de alcool e/ ou drogas. Tais informagdes nao serao

usadas ou fornecidas para nenhum tipo de pericia ou investigagao posterior.

Nao existem beneficios diretos para o participante, mas sua participagao esta
contribuindo para um beneficio coletivo. Conhecer as principais causas dos acidentes de transito
contribui para que as medidas eficientes possam ser tomadas e que realmente diminuam o
nimero de acidentes. Conhecer o problema de forma mais profunda ajuda a encontrar uma

solugao melhor e por este motivo estamos solicitando sua participagao.

Apoés o encerramento ou interrupgdo da pesquisa o senhor (a) continuara a ser
acompanhado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina para a continuidade do seu

tratamento. A pesquisa nao atrapalha o andamento do seu tratamento no hospital.

O senhor (a) tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos ou dos resultados que sejam do conhecimento dos

pesquisadores.

O senhor (a) pode se recusar ou retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Institui¢do e

ainda o senhor (a) tem o direito de receber uma via deste termo assinada pelo pesquisador.
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Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também nao ha compensagao financeira relacionada a sua participagao. Se

existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Caso ocorra algum dano decorrente da pesquisa, o senhor (a) tera direito de tratamento no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, mas os riscos

decorrentes desta pesquisa sao minimos, visto que nao envolvem procedimentos invasivos.

O material biologico (sangue coletado do senhor (a)obtido para esta pesquisa serao
armazenados de acordo com a resolugao 441/2011. O sangue coletado sera congelado e enviado
em lotes para o Laboratério de Toxicologia do Departamento de Medicina Legal, Etica Médica e
Medicina Social e do Trabalho da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo para
analise das drogas no sangue. Depois da analise, o sangue sera descartado no referido
laboratorio.

Caso seja necessario o uso futuro do seu sangue, o senhor (a) sera informado e sera
pedido ao (a) senhor (a) ler a assinar um novo termo como este e esta nova pesquisa sera
realizada apenas com a aprovacao do sistema CEP-CONEP, que € o sistema responsavel pela

avaliacao e aprovagao de pesquisas cientificas no Brasil.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela

pesquisa para esclarecimento de duvidas.

O principal investigador € o Dra Julia Maria D’ Andrea Greve que pode ser encontrado no
enderecono enderego: Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HCFMUSP, Rua Dr. Ovidio de
Campos, 333, 2° andar, Laboratério de Estudos do Movimento, Telefone(s): 2661-6486, e-mail

jgreve@usp.br.

Se voce tiver alguma consideragao ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
(11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “FATORES RELACIONADOS
COM 0OS ACIDENTES DE TRANSITO NAS VITIMAS INTERNADAS DE ACORDO COM
A GRAVIDADE E FUNCIONALIDADE”.
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Eu discuti as informagdes acima com o Pesquisador Responsavel (Dra Jilia Maria
D’Andrea Greve) ou pessoa (s) por ela delegada (s) (fisioterapeuta Alexandra Carolina
Canonica) sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os
objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um via

rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do participante /representante legal Data:_ /[

Assinatura do responsavel pelo estudo Data:  / /
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DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE
IDENTIFICACAO) DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L: NOME:! o e o s o s 0 o 800 o s s ST 508
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ccooiiiiiiiiiiiicicie e SEXO: MoFo
DATA NASCIMENTO: ........ /ST foee.

ENDERECO ...
BAIRRO vz

BAIRRO: evvnvomremnes i s sy CIDADE: socsmuermnmsmnanis
CEP: .o TELEFONE: DDD (...c.o)cieieiieieicie e e




145

Anexo C

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA

INSTITUTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA - IOT

QUESTIONARIO SOBRE ACIDENTES DE TRANSITO
INFORMAGOES GERAIS

Data: / /2018 Entrevistador: Sujeito Numero:

DIA SEMANA: (JJ DOM (O sEG OTER O aua Oau (O sEx (O saB

Horario daAdmissdo: ____: Clima Horario do Acidente: (] Bom (Ochuva (J Neblina
DADOS DA ViTIMA

IDADE: anos GENERO: (JMASC (JFEM PROFISSAO:

COR DE PELE: D Branca [:] Parda [:] Negra [:] Amarela

ESCOLARIDADE: (] Analfabeto (3 Fundamental incompleto (3 Médio incompleto
C] Superior D Fundamental completo D Médio completo

SITUAGAO CONJUGAL: (] Solteiro (O casado/Unigo Estavel (] Separado (3 viavo

HABILITAGAO: (JsSIM (J NAO HAQUANTO TEMPO: anos OU meses

VITIMA: (O condutor (O Pedestre
(O Passageiro (O ciclista

VEiCULO: (O Automével C] Motocicleta D Caminhéo
(3 Onibus (O Bicicleta
TIPO DE ACIDENTE: (O colisao Frontal () Capotamento (] Atropelamento

(3 coliszo Lateral () Queda

SOFREU OUTROS ACIDENTES: (] SIM (JNAO QUANTOS? D

QUANTAS VEZES DEU ENTRADA NO HOSPITAL PELOS ACIDENTES: D

COMO CONDUTOR? (] SIM O NAo
DOENCAS: D Hipertensdo O Cardiopatia
[:] Diabetes D Depressédo
D Doenca Digestiva C] Doenca musculoesquelética

(3 outras:
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Anexo C (continuacdao)

DADOS DO ATENDIMENTO

ATENDIMENTO PRE-HOSPITALAR: (JSIM (O N&o Se n&o, como chegou ao hospital:

TIPO DE ATENDIMENTO: ((JSAMU (] Bombeiro [JAguia (J Outro:

DIAGNOSTICO: D Amputacdo Traumatica MMII [:] Fratura MMII
() Amputacdo Traumatica MMSS (3 Fratura MMSS
(O TcE (O Trauma facial
O TRM (O Trauma toracico
D Lesao pélvica (3 Trauma abdominal
D Escoriagbes D Lesdes de partes moles
(O contusdes (Joutros:

PERDEU A CONSCIENCIA NO MOMENTO DO ACIDENTE: Osim (OJNAO

RTS INICIAL (0 a 8): D

! Calculo RTS = (0,9368 x ECG.v) + (0,7326 x PAS.v) + (0,2908 X FR.)

(Inserir as varidveis de 0 a 4)
(0,9368 x ) +(0,7326 x ) +(0,2908 x ___ )

ESCALA COMA GLASGOW. | v Pressdo (I:;t"e‘r:‘agl)smélica % Fre(:‘ iltne)sp v
13-15 4 >89 4 10-29 4

9-12 3 76-89 3 >29 3

6-8 2 50-75 2 6-9 2

4-5 1 1-49 1 1-5 1

3 0 0 0 0 0




147

Anexo C (continuacdao)

DADOS DO ACIDENTE

ENDEREGO DO ACIDENTE:

DESCRICAO DO LOCAL ACIDENTE: C] Cruzamento D Via expressa
(O Via velocidade média 0 via velocidade baixa
(O calcada O outros:
OBSTACULOS DO LOCAL: (O Buraco (O Agua
(O Oleo pista (O valeta
() Areia (O Lombada
Outros:

ESTAVA USANDO CELULAR NO MOMENTO DO ACIDENTE: Osim ONAo

OPINIAO ACIDENTADO CULPADO? (] SIM (O NAo (O TALVEZ
CAUSA DO ACIDENTE: ((JFalha pessoal (O Falha mecanica
[:]Outro veiculo O Condicéo via
(Ocondigzo tempo
TIPO DE ACIDENTE: (D) Automovel x automével ((J Moto x moto (OMoto X caminhao
(O Automoével x pedestre  (JMoto x automével (JJAutomével X caminhao
(D) Automavel x 6nibus (J Moto x énibus (JQueda de moto

(D) Automével X bicicleta (O Moto x pedestre Outro:
DAutomc’weI X outros C] Moto x outros

OBSERVAGOES:
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Anexo C (continuacdao)

RELATO BEBIDAS ALCOOLICAS E MEDICAMENTOS

NOS ULTIMOS 12 MESES, COM QUE FREQUENCIA VOCE CONSUMIU BEBIDAS QUE CONTEM
ALcooL?

( )Nunca ( )Umavezpormésoumenos ( )2-4vezespor més

( )2-3vezesporsemana ( )4 oumaisvezes por semana

QUANDO BEBE, QUANTAS BEBIDAS CONTENDO ALCOOL CONSOME EM UM DIA NORMAL?
( )12 ( )34 ( )56 ( )79 ( )10oumais

COM QUE FREQUENCIA CONSOME 4 DOSES (MULHERES) / 5 DOSES (HOMENS) OU MAIS NUMA
UNICA OCASIAO?

( )Nunca ( )Menosdeumavezpormés ( )Pelomenosuma vez por més

() Pelo menos uma vez por semana ( ) Diariamente ou quase diariamente

NAS 6 HORAS ANTERIORES AO ACIDENTE VOCE FEZ USO DE:

1) Alcool
( )NAO ( )NAO SABE (' )SIM - Quantas horas antes:

2) Sedativos ou ansioliticos
( )NAO ( )NAO SABE () SIM -> Nome comercial:

3) Analgésicos (analgésicos como paracetamol e ibuprofeno néo séo considerados)
( )NAO  ( )NAOSABE ( )SIM-> Nome comercial:

4) Medicamentos para dormir
( )NAO (" )NAO SABE () SIM - Nome comercial:

5) Outras drogas
( )NAO ( )NAO SABE ()SIM - Quais:

6) Fumante
( )NAO () EXFUMANTE () SIM - Quantos magos:

ESCALA SOBRE A SUA DISPOSICAO PARA CORRER RISCOS

Para cada questdo escolha a opgéo de resposta que melhor o descreve (a que mais se aproxima da sua
forma de sentir e ser), assinale-a com um (X). Se considerar que nenhuma se adequa a si, assinale aquela
que mais lhe agradar.

GOSTO DE EXPLORAR LUGARES ESTRANHOS SOZINHO, MESMO QUE ISSO SIGNIFIQUE QUE EU

ME PERCA
() Discordo totalmente () Discordo () Néo discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente

AS VEZES EU GOSTO DE FAZER COISAS QUE PODEM SER UM POUCO ASSUSTADORAS
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente

GOSTO DE TER EXPERIENCIAS NOVAS E EXCITANTES, AINDA QUE SEJAM ILEGAIS
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente

PREFIRO TER COMO AMIGOS PESSOAS EXCITANTES QUE PODEM FAZER COISAS IMPREVISIVEIS
() Discordo totalmente ( ) Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente



Anexo C (continuacdao)

149

ACIDENTE COM MOTOCICLETA

EQUIPAMENTOS SEGURANCA MOTOCICLISTA

Estava usando no momento do acidente:

CAPACETE: (Jsim  (J NAO
BOTA: O sim (O NAo
JAQUETA: ([Jsim O NAO
LUVAS: Osim (O NAO

EQUIPAMENTOS SEGURANCA MOTOCICLETA

Estava usando no momento do acidente:
O sim (O NAO
MATA-CACHORRO: (] SIM (O NAO

ANTENA:

CARREGAVA PASSAGEIRO: (JsiM  (JNAo Se sim, quantos? [:]
CAPOTAMENTO: (JsiMm (JNAO
IMPACTO COMEJEGAO: (Jsim  [(JNAo
TIPO DE CAPACETE: (] Capacete Fechado (] Capacete Aberto
MOTOCICLETA - CILINDRADAS: 50 100

125 (3 126-250

(3 251-400 (O >400
MOTOFRETISTA: (Jsim  (JNAO
OUTRO VEicULO ENvOLVIDO: (JsiM  (JNAO
ACIDENTE CORREDOR DE MoTOCICLETA: (Jsim  (ONAo
FOI FECHADO POR OUTRO VEicULO: (JsiM  (JNAoO
MOTOCICLETAPROPRIA: [JsiM (JJNAO  ANO DE FABRICAGAO:
COMPROU A MOTO USADA: [(JsiM (JNAO
FAZ REVISOES PERIODICAS: (JsSIM (JJNAO  DATA ULTIMA REVISAO:
QUANTO TEMPO POSSUI MOTO: meses/anos

QUANTAS MOTOS JA TEVE:

FEZ ALGUM CURSO DE DIREGAO DEFENSIVA: (Jsim (O NAo
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Anexo C (continuacdao)

ATROPELAMENTO
VEICULO ATROPELADOR: ((JMoto (Ocarro
O obnibus (Ocaminhao
(OBicicleta

ATROPELAMENTO CORREDOR DE MOTOCICLETA: (JSIM (JNAO

LOCAL DO ATROPELAMENTO: (] Cruzamento (O semaforo

C] Faixa D Meio do Quarteirdo
C] Outro
ACIDENTE COM CICLISTAS
LOCAL DE OCORRENCIA: (JCiclovia (OJRua/Avenida
D Calgada C] Rodovia

D Acostamento rodovia

TIPO DE OCORRENCIA: (Oaueda (DAtropelamento
D Colisao [:] Qutro:

USO DE EQUIPAMENTOS DE SEGURANCA:
Capacete: [(JSIM (JNAO
Luvas: (Jsim  (JNAoO

HA QUANTO TEMPO USA A BICICLETA COMO VEICULO: meses/ anos
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Anexo C (continuacdao)

ACIDENTE VEICULO DE QUATRO RODAS

TIPO DE VEICULO ENVOLVIDO NO ACIDENTE: (JCarro (O bnibus
C] Caminhao C]Outro:
TIPO DE VITIMA: (] Condutor (3 Passageiro veiculo coletivo

C] Passageiro [:] Qutro:

CINTO DE SEGURANGA: (JsiM (JNAo

VEICULOPROPRIO: (J sim (0 NAO  ANO DE FABRICAGAO:
COMPROU O VEicUuLO UsADO: (JsiM (J NAO

FAZ REVISOES PERIODICAS: (JsiIM ([ NAO DATA ULTIMA REVISAO:
QUANTO TEMPO POSSUI VEICULO: meses/anos

QUANTOS VEICULOS JA TEVE:
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Anexo D
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA
INSTITUTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA - 10T
QUESTIONARIO SOBRE VIOLENCIA INTERPESSOAL
INFORMAGOES GERAIS
Data: / /2018 Entrevistador: Sujeito Numero:

DIA SEMANA: (J DOM OsEc OTER O aua O aui (O sex O sas

Horario da Admissao:

DADOS DA VITIMA
IDADE: anos GENERO: (JMAsC (JFEM PROFISSAO:
COR DE PELE: C] Branca [:] Parda D Negra D Amarela

ESCOLARIDADE: (] Analfabeto (O Fundamental incompleto (O Meédio incompleto
(O Superior (O Fundamental completo (O Meédio completo

SITUAGAO CONJUGAL: (] Solteiro (Jcasado/Unizo Estavel (] Separado (3 viavo

TIPO DE LESAO: (] FAF (] Agressdao [(JFAB

LOCAL: (O casa (O casaNotuna (] Rua (] Trabalho (] Veiculo préprio
O Bar (O Casadeamigo (O Espaco publico (clube, praca etc)
(3 outro:

TENTATIVA DE ASSALTO: (JSIM (OJNAO

PESSOA QUE OCASIONOU AS LESOES:
(O Parceiro intimo (conjuge ou namorado (a)) () Pais (] Outros parentes

(O Amigo (J Estranho (] Desconhecido [:]Outro:

NA SUA OPNIAO, A PESSOA ESTAVA ALCOOLIZADA? SIM(J] NAo(J)

O QUE ESTAVA FAZENDO NO MOMENTO DA LESAO? (] Trabalhando (3 Locomovendo
D Estudando D Momento de lazer
(3 Praticando Esporte D Outro
Observacgoes:
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Anexo D (continuacdao)

DADOS DO ATENDIMENTO

ATENDIMENTO PRE-HOSPITALAR: D SIM D Nao Se ndo, como chegou ao hospital:

TIPO DE ATENDIMENTO: (JSAMU (] Bombeiro (JAguia () Outro:

DIAGNOSTICO: (] Amputagéo Traumatica MMII (3 Fratura MMl
O Amputacdo Traumatica MMSS (3 Fratura MMSS
3 TCE (3 Trauma facial
[:] TRM (O Trauma toracico
[:] Lesao pélvica C] Trauma abdominal
O Escoriagbes (3 Lesées de partes moles
(O contusdes Joutros:

PERDEU A CONSCIENCIA NO MOMENTO DO ACIDENTE: Osim ONAo

(Inserir as varidveis de 0 a 4)
(0,9368x ___)+(0,7326 x ___)+(0,2908 x ___)

ESCALA COMA GLASGOW | v Pressdo :;t’:rLagl)Sistéliu " Fre(qm Ilt';sp -
13-15 4 >89 4 10-29 4

9-12 3 76-89 3 >29 3

6-8 2 50-75 2 6-9 2

4-5 1 1-49 1 1-5 1

3 0 0 0 0 0
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Anexo D (continuacdao)

RELATO BEBIDAS ALCOOLICAS E MEDICAMENTOS

NOS ULTIMOS 12 MESES, COM QUE FREQUENCIA VOCE CONSUMIU BEBIDAS QUE CONTEM
ALcooL?

( )Nunca ( )Umavezpormésoumenos ( )2-4vezespor més

( )2-3vezesporsemana ( )4 ou maisvezes por semana

QUANDO BEBE, QUANTAS BEBIDAS CONTENDO ALCOOL CONSOME EM UM DIA NORMAL?
()12 ( )34 ( )56 ( )7-9 ( )10oumais

COM QUE FREQUENCIA CONSOME 4 DOSES (MULHERES) / 5 DOSES (HOMENS) OU MAIS NUMA
UNICA OCASIAO?

( )Nunca ( )Menosdeumavezpormés ( )Pelomenosuma vez pormés

() Pelo menos uma vez por semana ( ) Diariamente ou quase diariamente

NAS 6 HORAS ANTERIORES AO ACIDENTE VOCE FEZ USO DE:

1) Alcool
( )NAO ( )NAO SABE () SIM - Quantas horas antes:

2) Sedativos ou ansioliticos
( )NAO ( )NAO SABE () SIM - Nome comercial:

3) Analgésicos (analgésicos como paracetamol e ibuprofeno néo séo considerados)
( )NAO ( )NAO SABE () SIM - Nome comercial:

4) Medicamentos para dormir
( )NAO ( )NAO SABE () SIM - Nome comercial:

5) Outras drogas
( )NAO ( )NAO SABE ( )SIM = Quais:

6) Fumante
( )NAO ( ) EXFUMANTE () SIM - Quantos magos:

ESCALA SOBRE A SUA DISPOSIGAO PARA CORRER RISCOS

Para cada questdo escolha a opgao de resposta que melhor o descreve (a que mais se aproxima da sua
forma de sentir e ser), assinale-a com um (X). Se considerar que nenhuma se adequa a si, assinale aquela
que mais lhe agradar.

GOSTO DE EXPLORAR LUGARES ESTRANHOS SOZINHO, MESMO QUE ISSO SIGNIFIQUE QUE EU

ME PERCA
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente

AS VEZES EU GOSTO DE FAZER COISAS QUE PODEM SER UM POUCO ASSUSTADORAS
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente

GOSTO DE TER EXPERIENCIAS NOVAS E EXCITANTES, AINDA QUE SEJAM ILEGAIS
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente

PREFIRO TER COMO AMIGOS PESSOAS EXCITANTES QUE PODEM FAZER COISAS IMPREVISIVEIS
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente
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Anexo E
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA
INSTITUTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA - 10T
QUESTIONARIO SOBRE QUEDA DE ALTURA
INFORMAGCOES GERAIS
Data: / /2018 Entrevistador: Sujeito Nimero:

DIA DA SEMANA DA LESAO: () DOM (J SEG (J TER (J QUA (J Qui (J sex () sAB

Horario da Admissao:

DADOS DA VIiTIMA

IDADE: anos GENERO: (JMAS (JFEM PROFISSAO:
COR DE PELE: C]Branca C]Parda D Negra D Amarela
ESCOLARIDADE: (] Analfabeto (_JFundamental incompleto (] Médio incompleto

(O Superior (COJFundamental completo () Médio completo
SITUAGAO CONJUGAL: (] Solteiro (O casado/Unigo Estavel (JSeparado (3 viavo
SOFREU OUTRAS QUEDAS PREVIAS? [JSIM (ONAO QUANTAS?D

QUANTAS VEZES DEU ENTRADA NO HOSPITAL PELAS LESOES: D

Observagoes:
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Anexo E (continuacéo)

DADOS DO ATENDIMENTO

ATENDIMENTO PRE-HOSPITALAR: (JSIM (O Nao Se nao, como chegou ao hospital;

TIPO DE ATENDIMENTO: D SAMU D Bombeiro D Aguia D Qutro:

DIAGNOSTICO: () Amputacio Traumatica MMII (3 Fratura MMl
D Amputagdo Traumatica MMSS C] Fratura MMSS
O TcE (O Trauma facial
O TRM (O Trauma toracico
D Leséo pélvica D Trauma abdominal
O Escoriagdes (O Lesses de partes moles
(O contusses Joutros:
PERDEU A CONSICENCIA NO MOMENTO DO ACIDENTE: (JsiM ONAo

RTS INICIAL(0 a 8): D

: Calculo RTS = (0,9368 x ECG.v) + (0,7326 x PAS.v) + (0,2908 x FR.v)

Mesessesssssnsesisssssantastttattesannannsatttatnnnnnnas

(Inserir as varidveis de 0 a 4)
(0,9368 x ___) +(0,7326 x ) +(0,2908 x __)

ESCALA COMA GLAsGOwW | v | Fresséo (':;:'L'")Si“é““ v F'e(:'n?:)’p' v
13-15 4 >89 4 10-29 4

9-12 3 76-89 3 >29 3

6-8 2 50-75 2 6-9 2

4-5 1 1-49 1 1-5 1

3 0 0 0 0 0




Anexo E (continuacéo)

DADOS DA QUEDA DE ALTURA

ALTURA DA QUEDA EM METROS:

LocAL: (Jcasa (O Trabalho (O outro:
LOCAL: C]Céu Aberto [:] Ambiente Fechado
CONDIGOES CLIMATICAS: Ocalor OFrio Ochuva
QUEDA DE QUAL LOCAL? (JCobertura/ Telhado (O Varanda/Janela
(O Escada (3 Arvore
O cama () Andaime de Construcédo

(3 Mobiliario Domestico  (J outro

COBERTURA/TELHADO: possuia parapeito (protecdo)? Osim (ONAO
CAUSA DA QUEDA: (DAcidente (O Acidente de Trabalho

(Osuicidio (O Homicidio

(O outro

ATIVIDADE NO MOMENTO DA QUEDA:

Atividade perigosa no momento da queda? (JSIM (ONAo

Atividade dificil no momento da queda? () SIM (ONAo

Atividade com equipamento pesado no momento da queda? Osim OnNAo
Usava equipamento de protecéo: Osim ONAo

Quanto tempo trabalhando antes da queda: horas

Conversava no momento da queda? ((JSIM (ONAO

Distraiu-se no momento da queda? ((JSIM (ONAO

CHAO DA QUEDA: (O Grama/Terra (] Firme/Duro

TIPO DE SOLO DA QUEDA: DChéo D Objeto Se sim, qual objeto?

POSICAO AO CAIR NO CHAO: (] De Frente (O De costas
() De lado (Direito) (O De lado (Esquerdo)
(O sentada (O De Pe

(O Desconhecido
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Anexo E (continuacéo)

RELATO BEBIDAS ALCOOLICAS E MEDICAMENTOS

NOS ULTIMOS 12 MESES, COM QUE FREQUENCIA VOCE CONSUMIU BEBIDAS QUE CONTEM
ALcooL?

( )Nunca ( )Umavezpormésoumenos ( )2-4vezespormés

( )2-3vezesporsemana ( )4 ou maisvezes por semana

QUANDO BEBE, QUANTAS BEBIDAS CONTENDO ALCOOL CONSOME EM UM DIA NORMAL?
( )12 ( )34 ( )56 ( )7-9 ( )10oumais

COM QUE FREQUENCIA CONSOME 4 DOSES (MULHERES) / 5 DOSES (HOMENS) OU MAIS NUMA
UNICA OCASIAO?

( )Nunca ( )Menosdeumavezpormés ( )Pelomenosuma vezpor més

( ) Pelo menos uma vez por semana ( ) Diariamente ou quase diariamente

NAS 6 HORAS ANTERIORES AO ACIDENTE VOCE FEZ USO DE:

1) Alcool
( )NAO ( )NAO SABE ( )SIM - Quantas horas antes:

2) Sedativos ou ansioliticos
( )NAO ( )NAO SABE (' )SIM > Nome comercial:

3) Analgésicos (analgésicos como paracetamol e ibuprofeno néo séo considerados)
( )NAO ( )NAO SABE () SIM - Nome comercial:

4) Medicamentos para dormir
( )NAO ( )NAO SABE () SIM - Nome comercial:

5) Outras drogas
( )NAO ( )NAO SABE ( )SIM = Quais:

6) Fumante
( )NAO ( )EXFUMANTE () SIM - Quantos magos:

ESCALA SOBRE A SUA DISPOSICAO PARA CORRER RISCOS

Para cada questdo escolha a opgdo de resposta que melhor o descreve (a que mais se aproxima da sua
forma de sentir e ser), assinale-a com um (X). Se considerar que nenhuma se adequa a si, assinale aquela
que mais lhe agradar.

GOSTO DE EXPLORAR LUGARES ESTRANHOS SOZINHO, MESMO QUE ISSO SIGNIFIQUE QUE EU

ME PERCA
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
( ) Concordo () Concordo totalmente

AS VEZES EU GOSTO DE FAZER COISAS QUE PODEM SER UM POUCO ASSUSTADORAS
() Discordo totalmente () Discordo () Nao discordo nem concordo
( ) Concordo () Concordo totalmente

GOSTO DE TER EXPERIENCIAS NOVAS E EXCITANTES, AINDA QUE SEJAM ILEGAIS
() Discordo totalmente ( ) Discordo () Nao discordo nem concordo
() Concordo () Concordo totalmente

PREFIRO TER COMO AMIGOS PESSOAS EXCITANTES QUE PODEM FAZER COISAS IMPREVISIVEIS
() Discordo totalmente ( ) Discordo () Nao discordo nem concordo
( ) Concordo () Concordo totalmente
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Here, we present a fully validated method using a hollow-fibre liquid-phase microextraction technique for the
determination by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) of amphetamine (AMP), methamphetamine
(MET), fenproporex (FEN), 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA), 3,4-methylenedioxyamphetamine
(MDA) and 3,4-methylenedioxyethylamphetamine (MDEA) in whole blood. The validation parameters presented
successful values within those recommended by the Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTox)
in the Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology. The limits of detection ranged from 1 to
3 ng/mlL, and the limits of quantification ranged from 2 to 5 ng/mL. The determination coefficients (r%) ranged
from 0.990 to 0.997, and the method presented good intraday and interday accuracy (from 90.4% to 97.2%) and
satisfactory recovery (from 68% to 110%). No carryover was observed. The heteroscedasticity was tested, and
only AMP presented homoscedasticity. Weighting factors were applied to correct the linearity of MET (1/x2),
MDA (1/x), FEN (1/x'/?), MDMA (1/x%) and MDEA (1/y). Dilution integrity was tested at ratios of 1:2, 1:5 and
1:10, and all maintained intraday precision (from 94.9% to 99.3%) and interday precision (from 89.4% to
94.9%). The validated method was applied to six real whole blood samples from individuals suspected of

consuming ecstasy, and MDMA, MDA and amphetamine were successfully identified and quantified.

1. Introduction

Amphetamine-type stimulants (ATS) are an important group of sub-
stances composed of amphetamine (AMP) and its derivatives, e.g., me-
thamphetamine (MET), 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA
— ecstasy), 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA), and 3,4-methyle-
nedioxyethylamphetamine (MDEA). These substances are structurally
similar to dopamine, epinephrine and norepinephrine, acting as false
neurotransmitters and releasing catecholamines that results in a stimu-
latory effect in the central nervous system [1,2].

According to the United Nations Office on Drugs and Crime
(UNODC), 5.5% of the world’s population (271 million people) from the
ages of 15-64 years have consumed some type of drug at least once in
2017. ATS and ecstasy together account for 50 million users worldwide
[3].

The use of stimulants, hallucinogens and ATS, mainly ecstasy, are
frequent at music festivals and night clubs [4,5,6]. In Brazil, approxi-
mately 4% of the population reports to have already used some type of
ATS once in their lifetime [7], and studies in this country have also
described the use of amphetamine by truck drivers to diminish fatigue
and be able to drive for hours without rest [8,9,10]. This kind of
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population does not use amphetamine itself; however, appetite sup-
pressant medicines containing fenproporex (FEN) are metabolized into
amphetamine. These medicines were sold over the counter in the Bra-
zilian market until 2011, when they were prohibited. Despite the pro-
hibition, these medicines were still consumed, as evidenced by the
continuous detection of amphetamine in urine samples [10].

Currently, so-called alternative matrices, such as hair, oral fluid and
sweat, are regularly being used to detect and monitor drug use [11].
Compared to blood or urine, this kind of matrix is easier to collect, is
less invasive and is more difficult to adulterate. On the other hand,
these matrices cannot be analysed in cases that require the determi-
nation of whether an individual was under the effect of drugs at the
moment the sample was collected (e.g., driving under the influence of
drugs — DUID). In cases such as this, blood must be analysed to ensure
impairment [12].

There are two main classical methods of extraction: liquid-liquid
and solid-phase. In the past few years, concerns about environmental
and analyst safety have been highlighted. Consequently, classical
methods of extraction are being modified to become “cleaner”. Green
analytical chemistry values the reduction in the volume of organic
solvents used in the laboratory and the use of non-chlorinated solvents
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Fig. 1. Chromatograms obtained for the ATS extracted by the described LPME method in whole blood samples. A: fortified with internal standards and analytes at the
LOQ concentration, B: real sample collected from individuals suspected of consuming ecstasy C: blank whole blood sample submitted to the LPME procedure. AMP:
amphetamine; MET: methamphetamine; MDA: 3,4-methylenedioxyamphetamine; FEN: fenproporex; MDMA: 3,4-methylenedioxymethamphetamine; MDEA: 3,4-

methylenedioxyethylamphetamine.

[13,14]. Microextraction is a miniaturization of classic methods using
the principles of green chemistry [15]. Liquid-phase microextraction
(LPME) and solid-phase microextraction (SPME) and its variations are
the two main examples of these modern techniques. LPME was first
described in 1996 and has the advantages of low cost, highly reduction
of volumes of solvents and the possibility for use in different kinds of
matrices and for different classes of substances [16-20].

One of the variations of the LPME technique is the use a porous
membrane between phases. This ensure the physical separation of the
donor and acceptor phase, making more difficult the phases to mixture,
which could compromised extraction. The Hollow-fibre liquid phase
microextraction was first described by Pedersen-Bjergaard and
Rasmussen in 1999, by the name of liquid-liquid-liquid microextraction
[21] and since then was extensively explored. There are two main
variations of HF-LPME: two and three phase. In the three phase tech-
nique the HF is submerged in an organic solvent, that immobilized in
the pores, and inside the fibre lumen another solvent is used as the
acceptor phase. The acceptor phase is usually consisted of a solvent
with different pH as the donor phase, which traps the analytes inside
the lumen, increasing the extraction rates [22].

The extraction of ATS in urine [23], hair [24], oral fluid [25] and
vitreous humour [26] has already been described. However, some of
these methodologies uses large volumes of samples and solvents and have
a higher cost when compared to HF-LPME. The use of HF-LPME in whole
blood for these substances, as far as we know, has not been tested before.
Therefore, we herein propose a method to extract amphetamine
(AMP), methamphetamine (MET), 3,4-methylenedioxymethamphetamine

(MDMA), 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA), 3,4-methylenediox-
yethylamphetamine (MDEA) and fenproporex (FEN) in whole blood by
HF-LPME and detection by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS).

2. Materials and methods
2.1. Reagents and reference standards

AMP, MET, MDA, FEN, MDMA and MDEA solutions (1.0 mg/mL in
methanol) and their deuterated internal standards solutions (except for
FEN) AMP-d5, MET-d5, MDA-d5, MDMA-d5 and MDEA-d5 (1.0 mg/mL
in methanol) were purchased from Cerilliant Analytical Reference
Standards (Round Rock, TX, USA). Methanol, dihexyl ether, tri-
fluoroacetic anhydride (TFAA), hydrochloric acid and sodium hydro-
xide were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA). Hollow-
fibre Q3/2 Accurel KM polypropylene (600 pm, 200 um wall thickness
and 0.2 pm pore size) was purchased from 3 M (Wuppertal, Germany).

2.2. Preparation of working solutions

Stock solutions of AMP, MET, MDA, FEN, MDMA and MDEA were
diluted in methanol into working solutions of 100 pg/mL and 10 pg/
mL. Likewise, internal standard (IS) working solutions of AMP-d5, MET-
d5, MDA-d5, MDMA-d5 and MDEA-d5 were diluted to 10 pg/mL. Stock
solutions were stored at —20 °C when not in use.
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Fig. 2. Scheme of the proposed LPME for determination of amphetamine-type stimulants in whole blood samples.

2.3. Instrumentation

The analyses were performed using a gas chromatograph, model GC-
2010, coupled with a mass selective detector (MSD) (GCMS-QP2010;
Shimadzu, Kyoto, Japan). Chromatographic separation was achieved with
an HP-5MS fused-silica capillary column (30 m X 0.25 mm X 0.1 um
film thickness) using helium as the carrier gas at 0.6 mL/min in constant
flow rate mode. Injections were made in splitless mode. The MSD was
operated using electronic ionization at 70 eV by selected ion monitoring
(SIM). The temperatures of the injection port, interface and ion source
were 220, 250 and 260 °C, respectively. The oven temperature was
maintained at 80 °C for 2 min, increased at a rate of 20 °C/min to 200 °C,
was held for 5 min and then increased at a rate of 25 °C/min to 275 °C and
held for 1 min, resulting in a total run time of 17 min. The following ions
(m/z) were chosen for quantification (highlighted in bold) and qualifi-
cation: AMP - 140, 118, 91; AMP-d5 — 144, 123, 96; MET - 154, 118,
110; MET-d5 - 158, 120, 113; MDA - 275, 135, 162; MDA-d5 — 280, 167,
136; FEN - 193, 140, 118; MDMA - 162, 154, 110; MDMA-d5 - 164, 136,
113; MDEA - 168, 140, 303; and MDEA-d5 — 173, 141, 308. The chro-
matograms obtained by the described method are shown in Fig. 1.

2.4. Whole blood samples

Blank whole blood samples were obtained from the blood bank of
the Clinics Hospital of the Faculty of Medicine of the University of Sao
Paulo and were used as blank samples in the method development and
validation.

The method was then applied to real whole blood samples from
individuals who were suspected to have had consumed ecstasy and
amphetamines. Blood samples were collected in Vacutainer® tubes with
EDTA/sodium fluoride in the city of Sao Paulo during 2019.

The Research Ethics Committee of the Faculty of Medicine of USP
approved this study (Ethics protocol approval #1967799).

2.5. Sample preparation

In a 4 mL glass vial containing a 10 mm magnetic stirring bar,
50 ng/mL IS solution was added to 500 uL of whole blood, and 2.5 mL
of 0.1 mol/L sodium hydroxide (NaOH, pH = 12) was added to con-
stitute the donor phase. A hollow-fibre was manually cut into 8 cm
pieces and the pores were filled with dihexyl ether by submersion for
10 s into the organic solvent, and the excess was withdrawn with filter
paper. The lumen of the hollow fibres were filled with 50 pL of 0.1 mol/
L hydrochloric acid (HCl, pH = 3) as the acceptor phase using elec-
trophoresis pipette tips. The fibre was then inserted in a U shape into
the glass vial. We used two hollow-fibre pieces in each vial. The solu-
tion was stirred for 30 min at 1500 rpm and 45 °C. After extraction, the
acceptor phase was withdrawn and evaporated at 40 °C under a

nitrogen stream. The residue was reconstituted with 25 uL of ethyl
acetate and 25 pL of TFAA for derivatization for 15 min at 70 °C. After
cooling, the solution was once again dried at 40 °C under a stream of N,
and reconstituted with 50 pL of ethyl acetate. An aliquot of 2 uL was
injected into the GC-MS system (Fig. 2).

2.6. Validation

Validation was carried out according to the international para-
meters proposed by the Scientific Working Group for Forensic
Toxicology (SWGTox) in the Standard Practices for Method Validation
in Forensic Toxicology [27]. The following parameters were analysed:
Selectivity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ),
linearity, precision (intra- and inter-day), accuracy, recovery, carryover
and dilution integrity.

2.6.1. Limit of detection and limit of quantification

First, we determined the baseline of the equipment and ensured a
reliable limit of detection (LOD). It was determined by the analysis of
two sources of blank whole blood without the addition of analytes. Each
whole blood source was tested in 10 replicates. Next, the LOD was
determined by analysing decreasing concentrations of analyte and was
established to be the lowest concentration likely to be reliably dis-
tinguished from the LOB and the concentration at which detection is
feasible. Finally, the limit of quantitation (LOQ) was established as the
lowest concentration that could be determined with acceptable preci-
sion and accuracy (relative standard deviation — RSD < 15%). For
both the LOD and LOQ, variations of retention times were accepted
within 2%, and the mass spectra ion proportion should be the same.

2.6.2. Selectivity

We submitted ten blank whole blood samples, from different
sources, to the described method in order to ensure the absence of
endogenous interfering at the retention time of studied analytes. In
addition, we spiked 500 ng/mL of cocaine, THC, THC-OH and ami-
triptyline in blank whole blood samples and were analysed by the LPME
method.

2.6.3. Linearity

A calibration curve was obtained by extraction of the whole blood
samples spiked with the following concentrations of all the analytes: 5,
50, 150, 250, 350 and 500 ng/mL. Each concentration was analysed in
six replicates. Heteroscedasticity was evaluated by application of the f-
test for each analyte. When presented, weighting factors were used to
adjust linearity.

2.6.4. Intra- and inter-day precision
For the evaluation of these parameters, three quality controls (QCs)
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Table 1

Limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) determined during the
validation of the LPME method for the determination of amphetamine-type
stimulants in whole blood samples.

Analyte LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
AMP 3.0 4.0
MET 3.0 4.0
MDA 3.0 5.0
FEN 2.0 3.0
MDMA 1.0 2.0
MDEA 1.0 2.0

were used: low (LQC - 30 ng/mL), medium (MQC - 180 ng/mL) and
high (HQC - 390 ng/mL). All three controls were analysed on three
consecutive days in six replicates of each QC per day. Precision was
determined based on the calculation of the imprecision of the method,
and the results are expressed as the % RSD, calculated through an
ANOVA approach. The acceptance criteria were =+ 10% for all three
QCs.

2.6.5. Accuracy
All three QCs were analysed in six replicates to determine the
method accuracy. The acceptable criteria were =+ 20% for all the QCs.

2.6.6. Carryover

Carryover was tested by the analysis of a blank sample immediately
after the analysis of a sample spiked with 600 ng/mL of each analyte.
We analysed three blank samples and three spiked samples.

2.6.7. Recovery

This parameter was evaluated to quantify the total concentration of
analytes extracted by the HF-LPME method. Samples spiked only with
IS (A) and spiked with IS and analyte standards (B) were submitted for
the extraction procedure. For the A samples, analytes were spiked after
the HF-LPME procedure and prior to derivatization. Recovery was
evaluated by the measured concentration of B/the measured con-
centration of A. The acceptable criteria were 80% recovery.

2.6.8. Dilution integrity

Dilution integrity must be evaluated during method validation in
cases where there is low sample volume or when sample analyte con-
centration is above the working range determined during the linearity
studies. In these cases, the sample is diluted to bring the concentration
within the range of the calibration curve.

This parameter was evaluated by reanalysing the intra- and inter-day
precision and accuracy after the sample was diluted in the following
ratios: 1:2, 1:5 and 1:10. We started with a whole blood sample spiked
with 800 ng/mL analyte that was diluted using blank whole blood.

Table 2
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3. Results and discussion
3.1. Sample preparation

Samples were prepared using a three-phase HF-LPME. The principle
of this technique is to trap target molecules inside the lumen of the fibre
[28]. Therefore, an aqueous solution with a pH that is different from
that of the analytes is used. In our case, we used an acidic solution as
the acceptor phase due to the basic characteristics of the analytes that
become ionized in contact with hydrochloric acid inside the fibre
lumen. The donor phase consisted of the biological matrix diluted in
sodium hydroxide to maintain the pH between 12 and 13. Usually, the
pH of the donor phase is maintained 3 times higher than the pKa of the
analytes for basic molecules to avoid ionization [29]. Only molecules in
their deionized state have the capacity to migrate through the porous
membrane filled with organic solvent. For our procedure, we used di-
hexyl ether to fill the porous membrane. This organic solvent presents
an octanol/water partition coefficient of 4.7, which is higher than those
of the target molecules (ranging from 1.64 to 2.5), allowing the mi-
gration of the analytes through the membrane. The use of a hollow fibre
ensures the physical separation of the donor and acceptor phases,
preventing the mixture and contamination of the extracts. In contrast to
other published methods [23,26], the HF-LPME method proposed
consumes very low volumes of organic solvent, and the solutions used
as acceptor and donor phases can be easily neutralized before being
discarded. In addition, the use of a HF ensures clean extracts even when
using complex matrices such as whole blood [30]. Besides that, the
volume of sample used in our method was 500 pL, less than other
published methods using humor vitreous (2 mL) [26], urine (1 mL) [31]
or blood (1 mL) [32]. In forensic analyses, often the volume of sample is
scarce and the extraction methods should be performed with the
smallest possible sample volume.

3.2. Validation

The proposed method was validated fully and successfully, pre-
senting all parameters within those values recommended by the vali-
dation manuals [27]. The LOD and LOQ of each analyte are presented
in Table 1. Concentrations ranging from 1 to 5 ng/mL were determined
for the LOD and LOQ.

For the selectivity experiments, no interfering signals were observed
at the retention times of the ATS studied.

The working range for all analytes was set from 5 to 500 ng/mL, and
the method was linear for all analytes, with determination coeffi-
cients > 0.99. Heteroscedasticity was tested, and this phenomenon
was not observed only in the case of fenproporex. Table 2 presents the
slope, intercept, determination coefficients and weighting factors uti-
lized.

The method presented satisfactory results after the, intra- and inter-
day precision and accuracy evaluations. For all QCs and analytes, the
precision was above 90% and the accuracy was higher than 89%. Data
from the precision and accuracy experiments are shown in Table 3.
Accuracy was in accordance and similar to other HF-LPME method

Average and standard deviation (SD) of slope, intercept and determination coefficient and weighting factors determined during validation of the LPME method for

the determination of amphetamine-type stimulants in whole blood samples.

Slope (SD) Intercept (SD) Determination coefficient (r2) (SD) Weighting factor
AMP 0.0188 ( + 0.000817) 0.1232 ( += 0.1212) 0.995 ( + 0.0036) 1/)(;
MET 0.0202 ( = 0.00041) 0.0289 ( + 0.1004) 0.996 ( + 0.002) 1/y?
MDA 0.0229 ( = 0.00075) 0.1025 ( + 0.0588) 0.994 ( + 0.0043) 1/x%
FEN 0.0373 ( = 0.00048) 3.5422 ( = 0.1672) 0.990 ( £+ 0.00142) Homoscedastic
MDMA 0.0309 ( = 0.00077) 0.4558 ( + 0.1298) 0.997 ( + 0.00208) 1/y*
MDEA 0.0208 ( = 0.00025) 0.1626 ( + 0.0668) 0.995 ( + 0.003) 1/y
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Table 3
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Intra- and inter-day precision (expressed as relative standard deviations - %) and accuracy (expressed as a percentage - %) results for low-, medium- and high-quality
controls determined during validation of the HF-LPME method for the determination of amphetamine-type stimulants in whole blood samples.

Analytes Intra-day Precision Inter-day Precision Accuracy

LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC
AMP 95.8 95.8 97.2 91.6 93.4 94.7 90.1 94.8 90.0
MET 96.2 96.2 95.8 92.4 96.4 95.6 90.8 101.6 96.3
MDA 95.4 95.4 97.2 90.8 95.5 96.7 102.8 106.8 105.2
FEN 95.6 95.6 94.5 93.5 94.1 92.0 100.7 105.6 99.5
MDMA 94.4 94.4 97.1 91.3 93.3 96.7 100.3 99.7 98.1
MDEA 95.4 95.4 96.9 90.4 94.6 96.3 96.5 103.1 105.2

Table 4 Nowadays, detection techniques have a higher sensitivity and effi-

Recovery results for low-, medium- and high-quality controls, determined
during the validation of the LPME method for the determination of ampheta-
mine-type stimulants in whole blood samples. The results are expressed as a
percentage (%).

LQC MQC HQC
AMP 110 103 83
MET 81 79 78
MDA 78 68 69
FEN 86 87 83
MDMA 71 81 78
MDEA 91 92 85

Table 5
Amphetamine-type stimulants identified in real whole blood samples using the
validated LPME method. The results are shown in ng/mL.

Sample AMP MET MDA FEN MDMA MDEA
1 - - 50.1 - 3,255.7 -
2 — - - - - -
3 - - 5.8 - 218.5 -
4 1,439.0 - - - 42.6 -
5 — - - - - -
6 - - - - 74.0 -

described for ATS extraction of amphetamine in urine samples [33].

When analysing a blank whole blood sample immediately after
analysis of a sample spiked with 600 ng/mL analyte, we observed no
peaks at retention times that were relevant to the analytes. The low cost
of the hollow fibre used in this method allowed its discard after use,
therefore eliminating the risk of carryover between samples.

Recovery evaluation showed good results except for MDA in the
medium- and high-QCs, which presented 68 and 69% recovery, re-
spectively. The MDMA LQC also presented a recovery below the ac-
cepted value. With the use of two pieces of hollow fibre for each ex-
traction, it was possible to increase the recovery of the analytes. Table 4
shows all the results from the recovery evaluation.

Recovery results were satisfactory for authors when compared to
other published methods. Ishikawa et al. (2018), analysing ATS from
humor vitreous reported a recovery ranging from 47.2 to 81.5% using
liquid-liquid technique [26]. Similarly, Hartman et al. (2014) also de-
termining amphetamines from blood and plasma published a solid-
phase technique with extraction efficiency around 50% [32].

3.3. Application of the method to real samples

We applied the validated method to six samples from individuals
suspected to have consumed ATS. MDMA was identified in four sam-
ples, MDA in two samples and AMP in one sample. A positive result was
considered when concentration was above LOQ for each analyte and
relative retention time and ion ratios for each analyte matched those
defined during validation process. Table 5 presents all these findings.

ciency than a few years ago. The use of liquid chromatography or
UHPLC-MS/MS requires a less treated sample. In some cases, it is only
performed a protein precipitation or sample dilution and injection at
the system. However, many laboratories do not own advance equip-
ment and have to analyse all kind of samples using GC-MS that requires
a well-done extraction and cleaner extracts. The HF-LPME here pre-
sented could fulfil these requirements once the HF act as a filter
maintaining interferers outside the donor phase. Besides that, it does
not require any expensive and special equipment, which allows the
application in several laboratories.

4. Conclusion

The proposed HF-LPME method presented satisfactory parameters
within the values recommended in the literature. HF-LPME presented as
a cleaner and less expensive alternative to the classical extraction
methods since it uses a very low volume of organic solvents. The vali-
dated HF-LPME method was successfully applied to real samples, and
amphetamine, MDA and MDMA were identified and quantified.
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