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RESUMO

A cocaina é uma droga estimulante que apresenta capacidade de causar
dependéncia. Frequentemente sdo adicionados a esta droga adulterantes com o
intuito de mimetizar sua acdo ou minimizar seus efeitos adversos. Quando ha nessa
droga outros componentes farmacologicamente ativos, agravos a saude dos
usuarios podem ocorrer, como quadros de intoxicacdo. Assim, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um método de determinacéo dos principais adulterantes da
cocaina (cafeina, levamisol, lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina) em urina
humana. A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
fotodiodos foi utilizada como técnica de analise e a microextracdo liquido-liquido
dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante, como técnica de preparo das
amostras. A separacdo cromatografica dos analitos em fase reversa foi obtida em
uma coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um; 80 A) em modo gradiente e usando
acetonitrila-acido trifluoroacético 0,026% (v/v) a 1 mL.min™* como fase mével (25°C e
deteccdo a 235 nm). O tempo de analise foi de 25 min. Para o preparo da amostra, a
urina foi alcalinizada com tamp&o fosfato de sédio 0,5 mol.L™* (pH 10) e adicionada
de cloreto de sédio (20% m/v). Acetonitrila (150 pL) e 1-dodecanol (30 pL) foram
utiizados como solvente dispersor e extrator, respectivamente. O método
apresentou intervalos lineares de concentracdo de 312,5 — 3125 ng.mL™ para
cafeina e levamisol e de 187,5 — 1875 ng.mL™ para lidocaina, fenacetina, diltiazem e
hidroxizina, com limite de quantificacdo de 187,5 ng.mL™ para lidocaina, fenacetina,
diltiazem e hidroxizina e 312,5 ng.mL™ para cafeina e levamisol. Os valores médios
de recuperacdo variaram de 6,0 a 42,6%. O método mostrou boa precisédo e
exatidao intra e intercorrida com coeficientes de variacdo e erros relativos menores
gue 15%. As amostras apresentaram-se estaveis apo6s ciclos de congelamento-
descongelamento e ap6s serem mantidas por 24h em temperatura ambiente. Ainda,
0 método foi aplicado em cinco amostras de urina de usuarios de cocaina e pelo
menos um adulterante foi identificado em todas as amostras. Espera-se que este
método possa contribuir para a precisdo no diagnostico das intoxicagdes por

adulterantes da cocaina e para o adequado planejamento das medidas terapéuticas.

Palavras-chave: Cocaina; Adulterantes; Intoxicagdo; Urina; DLLME-SFO;

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.



ABSTRACT

Cocaine is a stimulant that features a strong ability to cause dependence. Often
adulterants are added to this drug in order to mimic its action or minimize its adverse
effects. When there are other pharmacologically active components in the drug
composition, severe problems can occur to users’ health, such as intoxication
symptoms. Thus, the aim of this study was to develop a method for the determination
of the main adulterants of cocaine (caffeine, levamisole, lidocaine, phenacetin,
diltiazem, and hydroxyzine) in human urine. The high-performance liquid
chromatography with a photodiode array detector and the dispersive liquid-liquid
microextraction based on solidification of floating organic drop were used as analysis
technique and as sample preparation technique, respectively. The reversed-phase
chromatographic separation was obtained with a C18 column (250 x 4.6 mm; 5 um;
80 A) in gradient elution mode using acetonitrile-trifluoroacetic acid 0.026% (v/v) at 1
mL min™* as mobile phase, at 25°C, and detection at 235 nm. The analysis time was
25 min. Under optimum conditions, human urine samples were alkalized with 0.5
mol.L" sodium phosphate buffer (pH 10) and added sodium chloride (20% m/v).
Acetonitrile (150 pL) and 1-dodecanol (30 pL) were used as dispersive and extraction
solvent, respectively. The method presented linear range of 312.5 — 3125 ng.mL™ for
caffeine and levamisole and 187.5 — 1875 ng.mL™ for lidocaine, phenacetin,
diltiazem, and hydroxyzine, with limit of quantification of 187.5 ng.mL™ to lidocaine,
phenacetin, diltiazem, and hydroxyzine and 312.5 ng.mL™ for caffeine and
levamisole. Recovery mean values were between 6.0 and 42.6%. The method
showed good precision and accuracy, with within- and between-run relative standard
deviation and relative error less than 15%. The samples were stable after freeze-
thaw cycle and short-term room temperature stability tests. Additionally, this method
was applied in samples of urine of five cocaine users and at least one adulterant was
identified in all samples. It is expected that this method will contribute to the precision
in the diagnosis of cocaine adulterants’ intoxication and to the proper planning of

therapeutic measures.

Keywords: Cocaine, Drug Adulteration, Poisoning, Urine Analysis, DLLME-SFO,
High Performance Liquid Chromatography.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Coca (Erythroxylum coca)

O género Erythroxylum é o mais representativo da familia Erythroxylaceae.
Das espécies deste género sdo extraidos varios alcaloides, porém apenas uma
pequena parcela fornece quantidades consideraveis de cocaina. Das folhas destas
plantas, podem ser obtidos teores que variam de 0,5 a 1,5% em alcaloides totais,
dos quais cerca de 75% séo correspondentes a cocaina (UNODC, 2008).

As regides de cultivo das variedades de Erythroxylum sdo inerentes, quase
que exclusivamente, as regides andinas da América do Sul, da Austrdlia, india e
Africa (CALDAS NETO, 1998; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009). Peru,
Bolivia e Coldémbia sdo responsaveis por praticamente todo o cultivo mundial de
Erythroxylum coca (Figura 1), popularmente conhecida como coca (UNODC, 2015).
Esta € uma arvore pequena, muitas vezes tratada como arbusto, com casca de
coloracdo vermelho-amarronzada e folhas dispostas em espiral (VARGAS;
TALHAVINI, 2000).

Figura 1- Erythroxylum coca.
Fonte: Natural Resources Conservation Service (NRCS)

A coca foi utilizada por milénios pelos povos indigenas da regido andina em
cerimbnias religiosas e com propositos medicinais (SILVERBLATT, 1987,
APPELBOOM, 1991; STOLBERG, 2011), porém atualmente a variacdo Lamarck
desta planta e todos os sais, isdbmeros, ésteres e éteres das substancias obtidas a
partir desta planta s&o controladas pela Resolugdo RDC n°® 21-ANVISA/MS de 2010
por estarem na Lista E - Lista de plantas que podem originar substancias

entorpecentes e/ou psicotrépicas.



21

1.2 Cocaina

O mais importante alcaloide extraido das folhas das plantas do género
Erythroxylum € o 3-benzoiloxi-8-metil-8-azabiciclo[3,2,1]octano-4-carboxilico, a
cocaina (Figura 2). Esta substancia pertence a classe dos alcaloides tropanicos
biossintetizados pela via da acetil coenzima A (DOCIMO et al., 2012).

A ot
HsC—N O

O

O

Figura 2: Cocaina
Fonte: The Merck Index Online

Como a quantidade de cocaina presente nas folhas da coca decai ao longo
do tempo, o processo de extracdo e refinamento € realizado o quanto antes
(WARNER, 1993). As folhas sdo submetidas a maceracao formando a pasta da coca
qgue pode ser tratada com acido cloridrico, formando o cloridrato de cocaina
(GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009).

Este sal é um pé cristalino, inodoro e com sabor amargo que possui um alto
ponto de fusédo e que se decompde com o0 aumento de temperatura, portanto, pode
ser utilizado, por exemplo, por via oral, intravenosa ou nasal. O cloridrato de cocaina
pode ainda ser tratado com substancia alcalina, se convertendo na sua forma de
base livre, denominada crack, a qual pode ser fumada, pois possui um ponto de
fusdo mais baixo (WARNER, 1993; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009).

A cocaina é um dos mais potentes estimulantes do sistema nervoso central
(SNC) por atuar no bloqueio da recaptagcao dos neurotransmissores norepinefrina,
serotonina e dopamina que permanecem mais tempo na fenda sinaptica e se ligam
aos receptores com maior intensidade. O acumulo de dopamina na fenda sinaptica
dos neurbnios que inervam a area tegmental ventral, a qual esta relacionada ao
sistema de recompensa localizada no mesencéfalo resulta numa estimulacdo
cronica dos receptores pos-sinapticos (Figura 3) (DINIS-OLIVEIRA et al., 2012). Isso
gera a euforia experimentada pelos usuarios, com aumento de energia, libido e

autoconfianca, bem como reducéo da fadiga e do apetite (CICCARONE, 2011).
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Figura 3: Representagéo esquematica do blogueio da recaptacdo de dopamina pela cocaina.
Fonte: Adaptado de ABADINSKY, 2004.

Com a subsequente queda nos niveis de dopamina, 0 usuario apresenta
disforia e isso esta relacionado com o comportamento de busca, jA que o usuario
cronico utiliza a cocaina a fim de aumentar novamente os niveis de dopamina. A
cronicidade do ciclo aumento-diminuicdo dos niveis deste neurotransmissor leva ao

desenvolvimento da farmacodependéncia a cocaina (DINIS-OLIVEIRA et al., 2012).

1.3 Efeitos da Cocaina sobre o Usuéario

O abuso da cocaina estd associado a inUmeros problemas de ordem fisica,
psiquiatrica e social no usuario. A perfuracdo do septo nasal € uma das
complicagBes mais comuns decorrentes do uso dessa droga via nasal. Devido a sua
potente acdo vasoconstritora, ha isquemia dos tecidos na mucosa nasal e a sua
progressiva destruicdo (SILVESTRE et al., 2010). A cocaina também afeta a saude
bucal, pois apds sua aplicacdo na mucosa, o cloridrato de cocaina mistura-se com a
saliva e passa a apresentar a capacidade de desmineralizar a dentina e o esmalte.
Véarios outros problemas como erosdo da gengiva, bruxismo e aumento da
incidéncia de doencas periodontais também podem ocorrer (KAYAL et al., 2014;
MALONEY, 2010).

A cocaina também pode causar pseudovasculite, vasculite urticariforme,
ulceracbes de profundidades variaveis, dentre outros problemas, culminando em
alguns casos em necrose e gangrena de extremidades. Isto porque os varios efeitos

da cocaina atuam sinergicamente na formacdo de trombos, defeitos focais de
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perfusdo e uma ampla variedade de vasculopatias, que podem preferencialmente
envolver pequenos vasos e manifestar-se como necrose aguda de pele (LUTFY;
NOLAND; JARMUSKE, 2013; DINIS-OLIVEIRA et al., 2012; SHAWWA et al., 2013;
DHAWAN; WANG, 2007).

Hemorragia intracerebral € outra complicacdo decorrente do abuso de
cocaina. Devido a seus efeitos simpaticomiméticos, a cocaina causa vasoespasmo
arterial e formacéo de trombos, o0 que pode levar ao infarto cerebral (TREADWELL,;
ROBINSON, 2007). A cocaina também aumenta a frequéncia cardiaca, a pressao
arterial sistémica e a contratilidade ventricular esquerda, que sao trés importantes
determinantes da demanda de oxigénio pelo miocardio. Alguns eventos
cardiovasculares relacionados com o consumo de cocaina incluem angina de peito,
infarto do miocéardio, miocardiopatia e morte subita por causas -cardiacas
(STANKOWSKI; KLONER; REZKALLA, 2015).

Em geral, a cocaina pode causar uma grande variedade de complicacdes
pulmonares, como broncoconstricdo, exacerbacdo da asma, pneumotorax,
hemorragia alveolar difusa, barotrauma e “pulméao de crack”. Este Gltimo consiste no
desenvolvimento de faléncia respiratéria com opacidades bilaterais que aparecem
logo ap6s o uso do crack e clareiam rapidamente ap6s a interrupcdo do uso
(ALMEIDA et al., 2015; BULBENA-CABRE; RAMOS; GORMAN, 2015). Outro
problema relacionado ao abuso da cocaina € a rabdomidlise, que consiste na perda
de forca muscular esquelética com o extravasamento de mioglobina, eletrélitos e
proteinas intracelulares na circulagcdo. A insuficiéncia renal e mioglobindria podem
ocorrer como sequelas (O'CONNOR et al., 2015).

Problemas psiquiatricos como paranoia, depressdo e ataques de panico
também podem ocorrer com o uso de cocaina (LANGE; HILLS, 2001; DINIS-
OLIVEIRA et al., 2012). Uma sindrome rara associada com o uso crénico dessa
substancia € o excited delirium, que pode ser descrita como um periodo prolongado
de comportamento bizarro do usuario. Os sinais/sintomas incluem comportamento
violento, nudez publica, hiperatividade, paranoia, discurso incoerente e hipertermia,
frequentemente levando a morte (PLUSH et al., 2015).

O uso de cocaina compromete ndo sé o funcionamento do organismo, como
também interfere nas relagées sociais do usuéario, de forma que seus vinculos
estaveis se fragiizam e rompem-se, o que acaba por marginaliza-lo

progressivamente (RAUPP; ADORNO, 2010). Portanto, pelo alto potencial que esta
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droga apresenta de causar dependéncia e devido ao seu impacto social e
toxicolégico, o uso de cocaina pode ser considerado um importante problema de
saude publica em todo o mundo (ROLDAN, 2014; DINIS-OLIVEIRA et al., 2012).

1.4 Consumo da cocaina

O Escritorio das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (United Nations Office
on Drugs and Crime, UNODC) publica anualmente o Relatério Mundial sobre
Drogas, o qual traz referéncias ao uso de cocaina no mundo. No relatério de 2015,
as estimativas mostraram que 13 a 20 milhdes de pessoas usaram cocaina em
2013, o que representa 0,3-0,4% da populacdo mundial com idade entre 15-64 anos.

As regides nas quais sao observados os maiores indices de prevaléncia de
consumo de cocaina sdo a América do Norte e do Sul e a Europa Ocidental e
Central (UNODC, 2013). Contudo, tem se observado uma tendéncia de declinio na
Europa Ocidental e Central e América do Norte, especialmente nos Estados Unidos,
ao longo dos ultimos anos (UNODC, 2014; UNODC, 2015).

Na América do Sul, a prevaléncia anual do uso de cocaina aumentou de 0,7%
em 2010 (1,84 milhdes de usuarios) para 1,2% em 2012 (3,34 milhdes de usuarios)
e manteve-se no mesmo nivel em 2013. O aumento do uso nessa regido muito se
deve ao aumento na utilizacdo dessa droga observado no Brasil, que € o maior
mercado consumidor de cocaina na América do Sul (UNODC, 2015).

A UNODOC ressalta que o Brasil apresenta uma importante funcéo tanto como
pais de transito como pais de destino da cocaina, ja que possui extensas fronteiras
com os trés principais paises produtores desta droga (Bolivia, Peru e Colémbia),
ampla costa litoranea que proporciona facil acesso ao Oceano Atlantico para o
trafico em direcdo a Africa e & Europa, além de significativos niveis de uso tanto de
cloridrato de cocaina como de crack (UNODC, 2013; UNODC, 2015).

De acordo com o Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (2012)
realizado pelo INPAD (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Politicas
Plblicas do Alcool e Outras Drogas), o Brasil é o segundo maior mercado
consumidor de cocaina no mundo em relacdo ao numero absoluto de usuarios, atras
somente dos Estados Unidos e o primeiro colocado em relagdo ao mercado
consumidor de crack. Em 2011, o Brasil apresentou uma estimativa de prevaléncia

do uso de cocaina entre a populacdo adulta de 1,7% (INPAD, 2012).
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1.5 Adulteracdo da cocaina

Assim como no Brasil, em muitos paises a “cocaina de rua” é raramente
comercializada na sua forma pura, desta forma pode conter varias substancias como
contaminantes, diluentes e adulterantes (COLE et al., 2011; MAGALHAES et al.,
2013). Os contaminantes ou impurezas sao substancias presentes na droga como
resultado natural do processo de extracdo e refinamento, como por exemplo, 0s
alcaloides minoritarios que sao extraidos conjuntamente com a cocaina. Os
diluentes sdo substancias inertes utilizadas para aumentar o volume da droga, e
consequentemente o lucro. Pode-se citar, como exemplo, a lactose, o bicarbonato
de sdédio, o leite em po e as farinhas em geral (EVRARD; LEGLEYE; CADET-
TAIROUA, 2010).

Por outro lado, os adulterantes sdo substancias deliberadamente adicionadas
com o intuito de mimetizar ou aumentar os efeitos da droga ou minimizar seus
efeitos adversos, possuindo assim, atividade farmacologica como, por exemplo, a
lidocaina, o levamisol e os estimulantes como cafeina e efedrina. Essas substancias
possibilitam que o material seja confundido com um produto de melhor qualidade,
além de alguns serem compostos baratos que também podem ser utilizados para
diluir a cocaina e aumentar os lucros (EVRARD; LEGLEYE; CADET-TAIROUA,
2010; BRUNT et al., 2009).

Em estudos sobre a composicdo de drogas ilicitas e seu impacto na saude
dos wusuarios, os adulterantes sdo mais comumente investigados que 0s
contaminantes e os diluentes. Isso porque essas substéncias podem levar a
problemas de saude adicionais ao usuério, ja que podem modificar o perfil
farmacolégico da droga que esta sendo comercializada (BRUNT et al., 2009;
UNODC, 2011).

Varios estudos mostram a presenca de adulterantes em amostras de cocaina.
Em estudo realizado na Suica, das mais de 6000 amostras apreendidas de 2006 a
2014, 97% delas estavam adulteradas e os adulterantes mais frequentemente
encontrados foram: fenacetina (80%), levamisol (65%), lidocaina (47%), cafeina
(39%), diltiazem (26%) e hidroxizina (25%) (BROSEUS et al., 2015). Em estudo
realizado no Brasil, o conteldo de cocaina nas amostras do estado de Minas Gerais

variou de 6,4% a 75,3% e os principais adulterantes identificados foram a cafeina e
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a lidocaina em 76% e 66,7% das amostras, respectivamente (MAGALHAES et al.,
2013).

No estudo publicado por Botelho e colaboradores (2014), das 210 amostras
apreendidas pela Policia Federal em diferentes estados brasileiros, a pureza média
observada foi de 71% e os adulterantes mais comumente encontrados foram a
fenacetina (30% das amostras), o levamisol (19%), a cafeina (6%) e a lidocaina
(4%). Em outro estudo realizado no Brasil, no qual foram avaliadas 54 amostras de
cocaina apreendidas no ano de 2011 e que estavam associadas com o trafico
internacional, a pureza variou de 16,5% a 91,4% e o levamisol foi o adulterante mais
frequentemente identificado (55,6% das amostras). Lidocaina, cafeina, fenacetina e
4-dimetilaminoantipirina  também foram encontradas, porém em menores
concentracfes (LAPACHINSKE et al., 2015).

Em estudo realizado na Holanda, verificou-se que em 2007, alguns dos
adulterantes mais frequentemente adicionados a cocaina foram: fenacetina (40,6%),
cafeina (15,8%), diltiazem (12%), levamisol (11,6%), lidocaina (6,4%) e hidroxizina
(4,4%). Neste ultimo estudo, foi observado que a cocaina adulterada foi mais
associada a relatos de reacBes adversas do que a cocaina ndo adulterada. As
reacOes relatadas foram nauseas, dor de cabeca, reacdes alérgicas, alucinacdes e
efeitos cardiovasculares e em alguns casos foi necesséria a hospitalizacdo (BRUNT
et al., 2009).

Na literatura ha varios casos de usuarios atendidos em carater emergencial
devido aos efeitos da cocaina adulterada. Roldan (2014) descreve o caso de um
usuario que sofreu intoxicacdo aguda devido a fenitoina adicionada a droga. Além
deste, alguns trabalhos descrevem casos de intoxicagdes por cocaina adulterada
com anticolinérgicos como a atropina (RIDDER; KLIMEK; RUPREHT, 2005;
WEINER et al., 1998) e problemas como vasculopatia cutanea apés exposicdo a
cocaina adulterada com levamisol (SOUIED et al.,, 2014; JAMES et al., 2013;
ULLRICH et al., 2011).

Portanto, é importante que a equipe de saude, ao atender usuarios com
complicacbes devido ao uso de drogas ilicitas, perceba que ela nédo esta lidando
somente com o0 abuso de uma Unica substéncia, mas sim de uma mistura de
principios ativos. Nesse contexto, os adulterantes conferem maior risco aos
usuarios, pois podem causar interagcdes medicamentosas sobre as quais ainda ha
pouco conhecimento (WEINER et al., 1998; BRUNT et al., 2009).
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Muitas dessas substancias séo prescritas para ingestéo oral, porém quando
utilizadas como adulterantes, elas sao absorvidas por outras vias, como a nasal.
Isso pode afetar parametros farmacocinéticos como a taxa de absorcdo ou a
biodisponibilidade (BRUNT et al., 2009). Além disso, a grande variacdo do contetdo
de cocaina mostra a imprevisibilidade dos efeitos nos usuérios, os quais podem
variar de nenhum efeito a intoxicagcéo severa ou fatal (BERNARDO et al., 2003).

1.6 Propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas dos principais adulterantes

da cocaina

1.6.1 Cafeina

A cafeina, 1,3,7-trimetil-1H-purino-2,6(3H,7H)-diona (Figura 4), é uma
substancia presente em bebidas e também utilizada como agente farmacoldgico
(MITCHELL et al., 2014; PETERSEN, 2013). E um pseudoalcaloide que faz parte do
grupo das metilxantinas, apresenta-se na forma de cristais brancos, é inodoro e
possui sabor amargo (ILO, 1983; O’NEIL, 2013).
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Figura 4: Cafeina
Fonte: The Merck Index Online

Os principais mecanismos de acdo da cafeina envolvem o antagonismo aos
receptores de adenosina A; e A,a € inibicdo da cAMP fosfodiesterase produzindo
leve efeito psicoestimulante, efeitos ansiogénicos e aumento da pressao sanguinea
(CHILDS et al., 2008; VANATTOU-SAIFOUDINE; MCNAMARA; HARKIN, 2012).
Assim, esta substancia pode potencializar os efeitos neuropsiquiatricos e
cardiovasculares da cocaina (BERNARDO et al., 2003). E uma substancia licita, de
baixo custo e mais prontamente acessivel que as drogas ilicitas, o que justifica seu

uso para além de mimetizar os efeitos da cocaina, também dilui-la.



28

O consumo concomitante de cafeina com drogas de abuso psicoestimulantes
como a cocaina pode provocar reacfes adversas agudas e graves, além de
consequéncias em longo prazo. Os mecanismos pelos quais a cafeina aumenta a
toxicidade de drogas psicoestimulantes incluem alteracdes na regulacdo da
temperatura corporal, cardiotoxicidade e reducdo do limiar convulsivo. A cafeina
também influencia os efeitos reforcadores das drogas psicoestimulantes
(VANATTOU-SAIFOUDINE; MCNAMARA; HARKIN, 2012). Além disso, a cafeina
pode potencializar o efeito isquémico da cocaina, o que pode agravar o quadro de
perfuracdo do septo nasal (SASTRY; LEE; HAR-EL, 1997).

Em pequenas quantidades h& poucas repercussdes para saude, porém doses
moderadas a elevadas podem causar consideravel dano. Deve-se atentar para o
fato de que a cafeina esta presente em fontes alimentares como café, refrigerantes e
chas, o que pode aumentar a quantidade total a que o individuo est4 exposto.
Dentre os efeitos adversos que esta substancia pode causar estdo os disturbios do
humor e do sono, ansiedade e dores de cabeca (SWEETMAN, 2009; COLE et al.,
2011; FDA, 2010).

A ingestéo prolongada de altas doses de cafeina pode produzir tolerancia e
dependéncia psicoldgica. Os sinais fisicos de abstinéncia, como dores de cabeca,
irritacdo, nervosismo, ansiedade e vertigens podem ocorrer mediante

descontinuacdo abrupta do uso (ASHP, 2013).

1.6.2 Lidocaina

A lidocaina, 2-(dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (Figura 5), € um pé
cristalino, branco a ligeiramente amarelado, com sabor levemente amargo e odor
caracteristico (OSOL, 1980; LEWIS, 1997).
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Figura 5: Lidocaina
Fonte: The Merck Index Online



29

Esta substancia é utilizada na prevencéo e tratamento de dor local. Ao entrar
nos canais de sodio dos nervos, € capaz de interromper a atividade neural e de
bloquear a conducdo do impulso nervoso, promovendo anestesia local. Também
atua como agente antiarritmico por deprimir levemente a fase inicial da
despolarizacdo e reduzir a duracdo do potencial de acdo (COX; DURIEUX;
MARCUS, 2003). A lidocaina intravenosa encontra-se na lista de medicamentos
potencialmente perigosos em hospitais (ISMP, 2015).

Esta substancia € adicionada a cocaina a fim de mimetizar sua propriedade
anestésica local e como possui maior efeito anestésico local que a cocaina, dé a
impressdo ao usuario de uma droga de melhor qualidade (COLE et al., 2011). Dinis-
Oliveira e colaboradores (2012) relatam que € necessaria cautela na realizacao de
tratamento dentario que necessite de anestesia local em usuarios de cocaina, pois
como mencionado anteriormente, tanto esta droga quanto a lidocaina que
potencialmente pode estar presente na sua composi¢cdo, atuam como anestésicos
locais.

Os efeitos adversos da lidocaina envolvem principalmente o sistema nervoso
central, sdo normalmente de curta duracdo e dose dependentes. As reacdes
adversas no SNC podem ser manifestadas por sonoléncia, tonturas, desorientacéo,
confusdo, vertigens, tremores, agitacdo, distarbios visuais, nauseas, vOmitos,
parestesia, entre outros (McEVOY, 2002). Os efeitos cardiovasculares envolvem
depressao miocardial, hipotensao, bradicardia e arritmias (SWEETMAN, 2009).

Embora sejam conhecidos os riscos do uso de cocaina para a sautde humana,
as consequéncias da combinacdo de lidocaina a cocaina ndo sao totalmente
exploradas na literatura. Estudos realizados com animais sugerem que a lidocaina
ao ser utilizada concomitantemente com a cocaina promova um aumento na
toxicidade desta substancia. Isso porque estes compostos interagem sinergicamente
aumentando a atividade convulsiva. A natureza desta resposta ocorre em parte por
uma depressao da transmisséo neuronal inibitéria (BARAT; ABDEL-RAHMAN, 1996;
DERLET; ALBERTSON; THARRATT, 1991).

1.6.3 Fenacetina

A fenacetina, N-(4-etoxifenil)etanamida (Figura 6), € um agente farmacolégico

que se apresenta na forma de po branco, é inodoro, ligeiramente amargo e possui
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propriedades analgésicas e antipiréticas (O’NEIL, 2013; SWEETMAN, 2009).
Suspeita-se que os motivos pelos quais seja adicionada como adulterante a cocaina
sejam por apresentar acdo analgésica e carateristicas fisicas semelhantes a essa
droga (COLE et al., 2010).

Este farmaco, cujo metabdlito ativo é o paracetamol (Figura 7), € proibido em
muitos paises devido a sua relagdo com insuficiéncia renal e ao ser classificado pela
International Agency for Research on Cancer (IARC) no grupo 2A, ou seja, como
provavelmente cancerigeno para os seres humanos (IARC, 1982; COLE et al.,
2011). Efeitos hematoldgicos, como a metemoglobinemia, anemia hemolitica e
sulfemoglobinemia também séo descritos (SWEETMAN, 2009). Conforme consulta a
base de dados de registros em vigilancia sanitaria, His-Prods através do portal |-

HELPS 3.0 (2015), no Brasil, ha peticdo de registro deste farmaco, porém ja

expirada.
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Figura 6: Fenacetina Figura 7: Paracetamol
Fonte: The Merck Index Online Fonte: The Merck Index Online

A fenacetina, assim como a cafeina, se volatiliza com o aumento da
temperatura, dessa forma pode ser absorvida por via pulmonar apds utilizacdo da
cocaina na forma de crack (SABOGAL-CARMONA; URREGO-NOVOA, 2012).
Algumas evidéncias sugerem que a via de administracdo nasal pode desempenhar
um papel importante no aumento da toxicidade da fenacetina. Isto pode ser
resultado de determinados metabdlitos toxicos que sdo formados por enzimas
presentes na mucosa nasal. Também pode haver uma possibilidade de interacao
direta da cocaina ou um de seus metabolitos com a fenacetina ou um dos seus
metabdlitos, porém mais estudos sdo necessarios para que isso seja confirmado
(PETERS et al., 1999; DING; KAMINSKY, 2003; GU et al., 2005).

Embora a venda de fenacetina tenha sido proibida em alguns paises, ha
evidéncias para acreditar que este farmaco ainda esteja amplamente disponivel
(McCTAVISH, 2004). Devido a sua toxicidade comprovada e presenca como

adulterante na cocaina, se recomenda que ao realizar exames clinicos de usuarios


http://en.wikipedia.org/wiki/International_Agency_for_Research_on_Cancer

31

desta droga de abuso sejam realizados testes hematolégicos e de funcéo renal
(SABOGAL-CARMONA; URREGO-NOVOA, 2012; BRUNT et al., 2009; FLORIANI et
al., 2014).

1.6.4 Hidroxizina

A hidroxizina, 2-[2-[4-[(4-clorofenil)-fenilmetil]piperazin-1-iljetoxi]etanol (Figura
8), € um po6 branco, inodoro e com sabor amargo (O’NEIL, 2013). Esta substancia é
um anti-histaminico de primeira geracdo derivado da piperazina com propriedade
levemente ansiolitica, sedativa e analgésica (SWEETMAN, 2009; SIMONS;
SIMONS; FIRTH, 1984). Também tem sido utilizada para o tratamento da agitacao
causada pela abstinéncia aguda de 4&lcool, reducdo da dose de analgésicos

opiaceos e para controle de nauseas e vomitos de vérias causas (ASHP, 2013).
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Figura 8: Hidroxizina
Fonte: The Merck Index Online

Dentre os efeitos colaterais mais frequentemente observados esta a sedacéo,
devido a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Outros efeitos
colaterais comuns incluem: sonoléncia, tontura, irritabilidade, alteracdes visuais,
nauseas e perda de apetite (GELLER et al.,, 2006). De maneira geral, em uma
sobredosagem de hidroxizina podem ser esperados sintomas que sdo extensdes
desses efeitos adversos. Sedacao excessiva tem sido o principal efeito relatado e
hipotensao, apesar de rara, também pode ocorrer (ASHP, 2013).

Brunt e colaboradores (2009) verificaram que a hidroxizina foi um dos
adulterantes que mais estava relacionado com relatos de reacfes adversas por
usuarios de cocaina. Possivelmente, efeitos imprevisiveis da aplicacdo nasal
poderiam estar relacionados com a ocorréncia de efeitos adversos. Nao se sabe por
gue a hidroxizina é usada como adulterante, mas é provavelmente utilizada nas
etapas finais do refinamento da cocaina (FUCCI, 2007; COLE et al., 2010). Outra
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explicacdo sugerida por Pawlik e colaboradores (2015) é de que a adicdo da
hidroxizina em preparacdes com cocaina deve-se ao seu efeito sedativo de longa
duracdo, que permite ao usuario ter a sensacdo de que pode dormir mesmo se

utilizar a cocaina.

1.6.5 Diltiazem

Diltiazem,cis- (+) - [2- (2 -dimetilaminoetil) -5- (4- metoxifenil)- 3 —oxo -6 —tia -
2-azabiciclo [5,4,0] undeca-7,9,11-trien-4-il] etanoato (Figura 9), € um agente
farmacolégico que se apresenta na forma de poé cristalino branco, inodoro e com
sabor amargo (O’'NEIL, 2013). Este farmaco é um bloqueador dos canais de célcio e
seu uso clinico se baseia nas suas propriedades antiarritmicas e anti-isquémicas
(APOSTOLAKOS; VARON, 1996).
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Figura 9: Diltiazem
Fonte: The Merck Index Online

A adicdo desta substancia a “cocaina de rua” pode ser uma tentativa de
alterar o perfil de risco da droga, procurando atenuar alguns dos efeitos cardiacos
negativos da cocaina (SCHINDLER et al.,, 1995). No entanto, os resultados do
estudo de Brunt e colaboradores (2009) ndo relatam efeitos protetores consistentes
sobre a cardiotoxicidade induzida pela cocaina. Na verdade, os dados mostram que
a maioria das reacfes adversas provocadas pela cocaina adulterada com diltiazem
foi cardiovascular.

O efeito cardiovascular adverso mais comumente observado com diltiazem
intravenoso € a hipotensdo sintomatica ou assintomatica, o que ocorreu em 3,2% e
4,3%, respectivamente, dos pacientes que receberam o medicamento em ensaios
clinicos. A hipotenséo ou hipotensédo postural também foi observada em cerca de

1% ou menos dos pacientes que receberam diltiazem via oral (McEVOY, 2002).
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Nausea ocorre em até 3% dos pacientes que receberam diltiazem. Anorexia,
vomitos, diarreia, dor abdominal, dispepsia, disgeusia, dentre outros ocorreram em
<2% dos pacientes que receberam a droga. A constipacdo ou boca seca tem sido
relatada em <2% dos pacientes que receberam o farmaco por via oral e em <1% dos
doentes tratados com a droga via intravenosa (McEVOY, 2002). E necessario
investigar se o uso de diltiazem por outras vias (nasal ou pulmonar), como ocorre
quando da sua utilizacdo como adulterante da cocaina, pode resultar em doses
sistémicas semelhantes as observadas com a via intravenosa ou oral (BRUNT et al.,
2009).

1.6.6 Levamisol

O levamisol, (6S)-6-fenil-2,3,5,6-tetrahidroimidazo[2,1-b][1,3]tiazol (Figura 10),
€ um farmaco que se apresenta na forma de pé cristalino branco (SIGMA ALDRICH,
2013). E um agente anti-helmintico desenvolvido nos anos 60, pertencente a classe
dos imidazotiazois. Além desta aplicacdo, também foi utilizado no tratamento de
varias doencas autoimunes e como adjuvante na terapia contra o cancer (AMERY;
BRUYNSEELS, 1992). Foi utilizado por muitos anos em humanos, mas atualmente
em muitos paises, tem somente aplicacdo veterinaria devido a ocorréncia de efeitos
adversos como agranulocitose, vasculopatia cutanea e leucoencefalopatia (COLE et
al., 2010; BUCHANAN; LAVONAS, 2012). Conforme consulta a base de dados de
registros em vigilancia sanitéria, His-Prods através do portal I-HELPS 3.0 (2015), no

Brasil, ha peticdo com registro valido do medicamento levamisol com nome

NT\;

Figura 10: Levamisol
Fonte: The Merck Index Online

comercial de Ascarizole® e Ascaridil®.

H

O levamisol ganhou o interesse da area forense apds o aumento da sua
utilizacdo como adulterante da cocaina. De fato, esta substancia € encontrada na
maioria das amostras apreendidas desta droga (LAPACHINSKE et al., 2015;
EVRARD; LEGLEYE; CADET-TAIROU, 2010; SCHNEIDER; MEYS, 2011) e tem
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ligacdo com o acometimento de sindrome autoimune, neutropenia/agranulocitose e
parpura retiforme com possivel necrose envolvendo orelhas, face e extremidades
nos usuarios de cocaina (JAMES et al., 2013; ULLRICH et al., 2011). Também
podem ocorrer pauci-imunoglomerulonefrite e hemorragia pulmonar (NOLAN; JEN,
2015).

A razdo pela qual o levamisol é utilizado como adulterante € incerta, mas
provavelmente deve-se ao fato de que apresenta propriedades quimicas e fisicas
semelhantes a da cocaina como cor e ponto de fusdo, o que torna praticamente
impossivel ao usuario a distincdo entre essas duas substancias (CHANG;
OSTERLOH; THOMAS, 2010). Além disso, este adulterante juntamente com seu
metabdlito aminorex, aumenta a neurotransmissdo de norepinefrina ao inibir sua
recaptacdo e aumenta a concentracdo de compostos opiaceos enddgenos
(HOFMAIER et al., 2014; HESS et al., 2013).

A Tabela 1 apresenta mais algumas propriedades fisico-quimicas importantes

dos principais adulterantes da cocaina.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos principais adulterantes da cocaina.

Massa Coeficiente de particéo
Adulterante molecular pKa X
(g/mol) (octanol/agua)
Cafeina 194,19 10,40 -0,07
Lidocaina 234,34 7,86 2,26 (pH 7,4)
Fenacetina 179,22 2,20 1,58
. . pKa; = 2,47 (amina);
Hidroxizina 374,90 bKa, = 6,95 (amina) 2,36
Diltiazem 414,53 8,06 2,70
Levamisol* 204,29 6,98 1,84

Fonte: HAZARDOUS SUBSTANCES DATA BANK (HSDB). *Dados obtidos através do
OPEN CHEMISTRY DATABASE (PubChem).

1.7 Analises Toxicolodgicas

Diante do risco toxicoldgico associado a adulteragcdo da “cocaina de rua”
(BERNARDO et al., 2003; VROEGOP et al.,, 2009), surge entdo o interesse no
desenvolvimento de métodos eficazes e rapidos para a determinacdo dos

adulterantes em amostras biolégicas dos usuarios de cocaina intoxicados que séo
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hospitalizados. 1sso pode contribuir para a adequacgao do tratamento dos pacientes e
com o direcionamento e evolugao clinica dos mesmos.

Nas analises toxicoldgicas sdo usadas amostras biologicas tradicionais (urina
e sangue) (ROLDAN, 2014; BECK; ERICSSON, 2014) e alternativas (cabelo, suor,
saliva, entre outras) (JOYA et al., 2012; GARCIA-SERRA et al., 2012). Como matriz
biolégica de escolha, a urina se apresenta adequada, pois é de facil obtencéo,
apresenta baixa viscosidade, facil manipulacdo quando comparada com o sangue,
coleta ndo invasiva, menor custo de analise e hdo possui risco ocupacional a saude
(TUOMI; JOHNSSON; REIJULA, 1999).

A urina é uma das matrizes biolégicas com menor nimero de interferentes
enddgenos, pois € constituida principalmente por agua e apresenta niveis
significantes de proteina e lipidios (que poderiam interferir no processo de extracao
e identificacdo de farmacos) somente durante estados patologicos. Além disso,
guando comparada ao sangue, frequentemente apresenta concentracées mais altas
de xenobibticos e/ou de seus produtos de biotransformacéo (BULCAO et al., 2012)

Para realizar com sucesso andlises de rotina de amostras bioldgicas contendo
inUmeros componentes, laboratérios de toxicologia analitica requerem métodos
analiticos simples e rapidos. Neste contexto, as técnicas de separacéo, tais como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a cromatografia gasosa (CG) e a
eletroforese capilar (EC) se mostram bastante adequadas (SIERADZKA; WITT,;
MILNEROWICZ, 2014; FELIU et al., 2015). Contudo, a analise de drogas em fluidos
biolégicos normalmente € complicada devido as baixas concentracfes do analito e
pela complexidade das matrizes biologicas, portanto, antes da analise deve-se
seguir uma etapa de enriquecimento e extracdo (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).

1.8 Preparo das amostras

Vérias técnicas sao utilizadas para realizar a etapa de preparo da amostra. A
extracdo liquido-liquido (Liquid-liquid extraction, LLE) € uma técnica tradicional
baseada na transferéncia do analito de uma fase aquosa para uma fase organica. A
eficiéncia depende da afinidade do soluto pelo solvente de extracdo, da razédo das
fases e do numero de extragdes. E uma técnica simples que pode utilizar um
namero grande de solventes puros e disponiveis comercialmente, os quais fornecem

uma ampla faixa de solubilidade e seletividade. Este tipo de extracdo, no entanto,
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apresenta uma série de desvantagens como 0 uso de uma grande quantidade de
amostra e de solventes orgéanicos toxicos, varias etapas que estdo associadas a
perda de analito, contaminacdo da amostra e geracdo de uma grande quantidade de
poluentes (XU; BASHEER; LEE, 2007; PENA-PEREIRA; LAVILLA; BENDICHO,
2009).

A tendéncia atual na preparacdo de amostras para analise de tracos esta
direcionada no desenvolvimento de sistemas de extracdo miniaturizados que sao
mais rapidos, mais simples, menos onerosos e mais ambientalmente favoraveis que
as técnicas tradicionais, como a LLE ou extracdo em fase sélida (Solid-Phase
Extraction, SPE) (VERA-AVILA et al., 2013). Esforcos tém sido realizados para a
miniaturizacdo da LLE, levando a técnicas como a microextracdo em gota suspensa
(Single Drop Microextraction, SDME) e microextragdo em fase liquida suportada com
fiora oca (Hollow Fiber - Liquid Phase Microextraction, HF-LPME). Mais
recentemente, a microextracdo liquido-liquido dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction, DLLME) (Figura 11), que foi desenvolvida por Rezaee e
colaboradores (2006), tem se mostrado uma técnica muito promissora para o0
preparo de amostras de matrizes biolégicas (SZULTKA et al., 2014).

Nesta técnica, uma mistura de pequenos volumes (microlitros) de dois
solventes organicos (solvente extrator e dispersor) é injetada em uma amostra
aguosa. O solvente extrator é imiscivel em agua e apresenta densidade maior que a
desta e o solvente dispersor é solluvel tanto na amostra quanto no solvente extrator.
Quando a mistura de solventes é rapidamente injetada, uma grande turbuléncia é
produzida, o que favorece a formacdo de microgotas de solvente extrator que sao
dispersas pelo solvente dispersor na amostra aquosa e 0s analitos sdo, entéo,
extraidos. Devido a grande superficie de contato formada entre o solvente extrator e
a fase aquosa, o estado de equilibrio é atingido rapidamente no processo de
transferéncia dos analitos entre as duas fases. A extracdo é realizada
independentemente do tempo e esta € uma das grandes vantagens desta técnica.
Em seguida, a mistura é centrifugada e o solvente extrator contendo os analitos de
interesse e sedimentado no fundo do tubo é recolhido e analisado (REZAEE;
YAMINI; FARAJY, 2010).
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Figura 11: Representagéo esquematica da microextragdo liquido-liquido dispersiva.
Fonte: CALDAS et al., 2011

Esta técnica apresenta outras vantagens como operacdo simples, custo
baixo, recuperacdo alta e grande poder de enriquecimento, porém criticas sao
direcionadas a esta técnica devido a dificuldade em coletar o extrato no fundo do
tubo e pelo uso de solventes toxicos como clorobenzeno, cloroférmio e
tetraclorometano, que apresentam incompatibilidade com alguns sistemas de analise
como com a cromatografia liquida em fase reversa (REZAEE et al., 2006; BERIJANI
et al., 2006). A fim de aprimorar esta técnica, foi introduzida a microextracéo liquido-
liguido dispersiva com solidificagdo da gota organica flutuante (Dispersive Liquid-
Liguid Microextraction based on Solidification of Floating Organic Drop, DLLME-SFO)
(Figura 12) (LEONG; HUANG, 2008).

Na DLLME-SFO, o solvente extrator, dispersado na fase aquosa pelo solvente
dispersor, apresenta baixa solubilidade em &gua, ponto de fusdo proximo a
temperatura ambiente e densidade menor que a da agua. Dessa forma, ao invés de
0 solvente extrator sedimentar no fundo do tubo cénico apés a centrifugacéo, este
pode ser facilmente coletado no topo da solucdo de andlise ao ser submetido a
solidificacdo a baixa temperatura. A grande superficie de contato entre o solvente
extrator e a fase aquosa produz uma transferéncia de massa téo rapida quanto a do
DLLME, porém com a utilizagdo de solventes extratores com menor toxicidade,
ambientalmente mais favoraveis e com compatibilidade com os sistemas de analise
utilizados (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).
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Figura 12: Representacdo esquematica da microextracdo liquido-liquido dispersiva com
solidificagdo da gota orgéanica flutuante.
Fonte: Adaptado de LEONG et al., 2014.
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Esta técnica € amplamente aplicada na extracao e enriquecimento de amostra
ambientais (PENG et al., 2015; LI et al.,, 2015; VERA-AVILA et al., 2013) e vem
sendo cada vez mais aplicada em preparo de amostras biolégicas (JIA et al., 2013;
AHMADI-JOUIBARI et al., 2014; TAHERI et al., 2015).

1.9 Anédlise cromatogréfica

Apbés a etapa de preparo da amostra, segue-se a sua analise, e nesse
sentido, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem se mostrado uma
técnica adequada, pois apresenta alta sensibilidade, reprodutibilidade e rapidez
(BAYNE; CARLIN, 2010; AEHLE; DRAGER, 2010). Esta técnica pode ser utilizada
para separar, identificar e quantificar componentes de uma mistura, como por
exemplo, de uma amostra biologica (MARKS; SMITH, 2014).

A cromatografia passou a ser uma das técnicas mais utilizadas para fins
qualitativos e quantitativos, com destaque em determinacfes ambientais, médicas e
nas industrias farmacéuticas. A CLAE esta fundamentada na migracao diferencial
dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes, entre
duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A fase movel € bombeada
a alta pressao através de uma coluna preenchida com a fase estacionaria composta
por particulas diminutas (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Os sistemas de detecgéo utilizados na CLAE s&o os mais diversos, sendo que
0s mais usados sao o arranjo de fotodiodos (DAD), UV-Visivel, fluorescéncia, indice

de refracdo, infravermelho, polarimetro e dicroismo circular, eletroquimicos,
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espalhamento de luz, ressonancia magnética nuclear e espectrébmetro de massas
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A eficdcia na separacdo dos compostos por esta técnica é determinada
através de varios parametros como:

-Fator de retencéao (k), que € dado como:

k=B 1)

tm
onde, tr corresponde ao tempo de retencdo do composto de interesse e tm ao
tempo morto (tempo que a fase mével leva para percorrer a coluna).

-Fator de separacédo (a), que é dado como:

=k
o=t @

onde, ki corresponde ao fator de retencdo do composto menos retido e k2 ao

fator de retencdo do composto mais retido na coluna.

-NUumero de pratos (N), que é dado como:

N= 16 (‘fv—’l)z 3)

onde, tr corresponde ao tempo de retencdo do composto de interesse e Wy, a
largura da base do pico .

-Resolucéo (Rs), que é dada como:

Rs = 2-R2_Ri (4)
Wp1 + Wpy

onde, tg, corresponde ao tempo de retencdo do composto mais retido e tgr; do
menos retido. Wy, € Wy, correspondem as larguras dos picos do composto menos
retido e do mais retido, respectivamente. Na Figura 13, pode-se observar alguns
destes parametros.
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Figura 13: Representacdo esquematica de um
cromatograma com alguns parametros
cromatograficos importantes identificados.

Fonte: Adaptado de PASCHOAL et al., 2008
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1.10 Validacdo de métodos bioanaliticos

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) (2013), validacéo de
meétodo bioanalitico inclui os procedimentos que demonstram que um determinado
meétodo utilizado para a quantificacdo de analitos em uma dada matriz biologica,
como sangue, plasma, soro ou urina, é confiavel e reprodutivel para o uso
pretendido. Os parametros fundamentais em uma validagdo incluem exatidao,

precisao, seletividade, sensibilidade, linearidade, recuperacéo e estabilidade.

1.10.1 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes (BRASIL, 2003). Algumas substancias que podem
ser interferentes incluem componentes enddégenos da matriz bioldgica, metabalitos,
produtos de decomposicdo, medicamentos utilizados concomitantemente e outros
xenobioticos (FDA, 2013).

1.10.2 Linearidade

E a capacidade do método analitico de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. Para isso é necessdria a realizacdo de uma curva analitica, a
qual representa a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentragao
conhecida do analito. A curva analitica deve incluir a analise da amostra branco
(matriz biologica isenta de padrdo do farmaco e do padrédo interno), de amostras
contendo padrdo do analito e padrao interno e a amostra zero (matriz biolégica mais
0 padrao interno) (BRASIL, 2003; FDA, 2013).

1.10.3 Limite Inferior de Quantificacao
E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada

com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas

(BRASIL, 2003). A resposta dos analitos no limite inferior de quantificacdo deve ser
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de pelo menos cinco vezes em comparagdo com a resposta da amostra branco
(FDA, 2013).

1.10.4 Exatidédo

A exatiddo de um método analitico representa o grau de concordancia entre
os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro (FDA, 2013; INMETRO, 2003). E importante
observar que um valor exato ou verdadeiro € o valor obtido por uma medicédo
perfeita e este valor € indeterminado por natureza (1ISO, 1993).

A exatiddo é normalmente expressa em funcdo da porcentagem do erro
relativo (ER) (QUATROCCHI; ANDRIZZI; LABA, 1992) obtido através da equacéo a
seqguir:

valor obtido—valor real

ER(% do erro) = .100 (5)

valor real

1.10.5 Precisdo

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condicbes definidas (INMETRO, 2003). A precisdo é subdivida em
precisdo intracorrida e intercorrida. A primeira € uma avaliagdo da precisao das
analises em um mesmo dia. A segunda é uma avaliacdo da precisdo das andlises
realizadas em dias diferentes e pode envolver diferentes analistas, equipamentos,
reagentes e laboratérios (FDA, 2013).

A precisdo é representada através da estimativa do desvio padrdo relativo
(DPR), também conhecida como coeficiente de variacdo (CV).

RSD (%)ou CV (%) = =.100 (6)

KRilw

onde, s é o desvio padréo absoluto e x é a média aritmética de um pequeno

namero de medi¢ges (média das determinacgdes).
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1.10.6 Recuperacéao

A recuperacdo (ou fator de recuperacao), R, representa a eficiéncia de
extracdo de um determinado método analitico. E definida como a proporcdo da
guantidade da substancia de interesse, adicionada na porcdo analitica do material
teste, que é extraida e passivel de ser quantificada e comparada aos resultados
analiticos de solugdes-padrdo ndo extraidas (BRASIL, 2003; THOMPSON et

al.,1999).
A recuperacao € calculada através da seguinte equacao:
R = ZX¥ v 100 (7)
CO XV()

onde, Cc e V. sao a concentracdo e o volume do extrato diluido,
respectivamente, e Cp e Vo sdo a concentragdo e o volume da amostra de urina,

respectivamente.

1.10.7 Estabilidade

Pardmetro que visa determinar se um analito mantém-se quimicamente
inalterado em uma dada matriz sob condi¢cbes especificas em determinados
intervalos de tempo (BRASIL, 2003). As condi¢cfes utilizadas em experimentos de
estabilidade devem refletir situacbes que podem ser encontradas durante o
manuseio e analise real da amostra. Estudos de estabilidade incluem estabilidade de

curta duracdo e apos ciclos de congelamento e descongelamento (FDA, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

A cocaina € um poderoso estimulante do sistema nervoso central que
apresenta uma grande capacidade de causar dependéncia (LASON, 2001). A esta
droga frequentemente sdo adicionados adulterantes (SCHIFANO; CORKERY,
2008). Os adulterantes sao substancias que possuem propriedades similares a
droga a qual séo adicionados a fim de mimetizar a sua agdo ou minimizar efeitos
adversos provocados por esta (SHESSER; JOTTE; OLSHAKER, 1991; BRUNT et al,
2009).

De acordo com a UNODC e outros estudos realizados recentemente, alguns
dos adulterantes mais comumente adicionados a cocaina sdo cafeina, fenacetina,
levamisol, lidocaina, diltiazem e hidroxizina (UNODC, 2011; BROSEUS et al., 2015;
BOTELHO et al., 2014; LAPACHINSKE et al., 2015). Quando ha na composi¢ao da
droga outros componentes farmacologicamente ativos, reacdes adversas e outros
severos agravos a saude podem ocorrer nos usuarios (BRUNT et al., 2009). Nesse
sentido, a cocaina € uma das drogas de abuso que mais levam a hospitalizacdo de
emergéncia no mundo ocidental. Em um hospital da Bélgica, a cocaina foi a
segunda substancia mais consumida entre o0s pacientes intoxicados por uso de
drogas ilicitas, respondendo por 41% dos casos (CALLE et al., 2006) e foi a droga
de abuso que mais gerou atendimentos em servigcos de emergéncia na Espanha ao
se analisar os anos de 2003 a 2012 (GALICIA; NOGUE; BURILLO-PUTZE, 2014).

De acordo com o Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (2012), a
prevaléncia do uso de cocaina pelo menos uma vez na vida pela populacdo adulta
brasileira é de 3,8%, representando cerca de cinco milhées de brasileiros. Nos 12
altimos meses anteriores a essa pesquisa, mais de dois milhdes de adultos
brasileiros (1,7%) relataram o uso desta droga. Em 2013, a UNODC retratou o Brasil
como uma das nacdes emergentes onde 0 consumo de cocaina estd aumentando
enguanto na maioria dos paises o consumo esta diminuindo.

Com o aumento do consumo desta droga provavelmente mais pessoas
procurardo os servicos de saude apresentando quadros de intoxicacdo e estes
estabelecimentos devem estar preparados para atendé-los. Varios destes casos
estédo relacionados a presenca de adulterantes, podendo ser confirmados por meio
de métodos laboratoriais (ULLRICH et al., 2011). Nesse sentido, ha um crescente

interesse no desenvolvimento de métodos laboratoriais simples, eficazes e rapidos
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para a determinacdo dos adulterantes da cocaina em amostras de pacientes com
intoxicagdes agudas que foram hospitalizados.

Dentre as diversas técnicas utilizadas para analise de compostos, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido considerada bastante confiavel
devido a sua alta sensibilidade, simplicidade e aplicabilidade (BAYNE; CARLIN,
2010). Além disso, a diminuicdo do seu custo operacional faz com que esta técnica
seja amplamente utilizada tanto em laboratérios de pesquisa como de analises
clinicas (ARAGAO et al., 2009).

Como a analise de compostos em matrizes biolégicas requer uma etapa
prévia de tratamento das amostras e visando acompanhar a tendéncia de utilizacdo
de guantidades reduzidas de solventes organicos, novas técnicas de microextracao
vém sendo desenvolvidas e utilizadas, como a microextracdo liquido-liquido
dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante (REZAEE; YAMINI; FARAJI,
2010; LEONG; HUANG, 2008).

Esta técnica de microextracdo apresenta varias vantagens em relacdo as
tradicionalmente empregadas no preparo das amostras, como: operacionalizacao
simples, rapidez, custo baixo, altos valores de recuperagédo e alto fator de
enriquecimento. Além disso, é favoravel ao meio ambiente por utilizar solventes
menos toxicos e em menor quantidade (LEONG; HUANG, 2008).

Assim sendo, é esperado que este estudo, que € o primeiro a combinar o0 uso
de DLLME-SFO e CLAE-DAD para a determinagcdo dos principais adulterantes da
cocaina (cafeina, levamisol, lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina) em urina
humana, contribua para a rapidez e precisdo do diagnéstico das intoxicacdes e para

o adequado planejamento das medidas terapéuticas de escolha.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Desenvolver um método analitico para determinagdo simultdnea dos principais
adulterantes da cocaina (cafeina, levamisol, lidocaina, fenacetina, diltiazem e

hidroxizina) em urina humana.

3.2 Objetivos Especificos

e Otimizar os parametros cromatograficos para as analises dos principais
adulterantes da cocaina por CLAE-DAD;

e Otimizar a metodologia de extracdo por DLLME-SFO;

e Validar a metodologia desenvolvida, avaliando os parametros de seletividade,
linearidade, limite de quantificacdo, recuperagdo, precisdo, exatiddo e
estabilidade;

e Aplicar a metodologia desenvolvida e validada em amostras de urina
coletadas de usuérios de cocaina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Padrdes, Solventes e Reagentes

Os padrdes analiticos da cafeina, lidocaina, fenacetina, diltiazem, hidroxizina
e do padrdo interno propranolol foram gentilmente cedidos pela Pharma Nostra
(Anapolis, Brasil). O levamisol foi obtido pela Fort Dodge Saude Animal LTDA
(Campinas, Brasil). O cloreto de sodio (99%) foi adquirido da Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA (Diadema, Brasil) e a acetona (99,5%), da Audaz Brasil (S&o
Paulo, Brasil). O 1-undecanol (99%), 1-dodecanol (98%), 2-dodecanol (99%), n-
decanol (99%), bromohexadecano (97%) e o &acido trifluoroacético (TFA) (99%)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). O metanol e a
acetonitrila (grau cromatografico) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). O
isopropanol e o etanol (grau cromatografico) foram obtidos da Mallinckrodt Baker Inc
(Phillipsburg, Estados Unidos).

As solugbes-tampédo foram utilizadas até trés dias apds o seu preparo a partir
da diluicdo de fosfato de sddio monobéasico (99%), dibasico (99%) ambos da Vetec
Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil) ou tribasico (98%) obtido da Isofar Industria e
Comeércio de Produtos Quimicos LTDA (Duque de Caxias, Brasil). A agua ultrapura
foi obtida pelo sistema de purificacdo Direct-Pure Adept da Rephile Bioscience Ltda
(Xangai, China).

4.2 Solucdes-padrao

As solucdes-estoque de cafeina, levamisol, lidocaina, fenacetina, diltiazem,
propranolol e hidroxizina foram preparadas separadamente em metanol na
concentracdo de 1 mg.mL™. A partir destas solucdes, solucées de trabalho foram
preparadas pela diluicho com metanol. As solu¢des-estoque foram armazenadas a
-20 °C e protegidas da incidéncia de luz, permanecendo estaveis por pelo menos
trés meses (de acordo com os resultados de experimentos realizados previamente).
Na validacdo do método, a solucdo do padrdo interno, propranolol, foi utilizada na

concentragdo de 50 pg.mL™.
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4.3 Obtencao das amostras de urina humana

As amostras de urina humana para o desenvolvimento do método proposto
foram coletadas de voluntarios sadios com idade entre 18-60 anos e armazenadas a
-20 °C. As amostras de urina fornecidas deveriam ser amostras brancas, ou seja,
ndo deveriam conter cocaina, seus metabdlitos nem os adulterantes que estédo
sendo analisados neste trabalho.

As amostras para a aplicacdo do método foram obtidas de usuarios de
cocaina atendidos no Centro de Atencdo Psicossocial-Alcool e Drogas (CAPS-AD)
Eulampio Cordeiro em Recife, Pernambuco ou de individuos que espontaneamente
declararam ter consumido esta droga e foram submetidas as mesmas condic¢des de
armazenamento.

Os participantes foram informados sobre o estudo e registraram seu
consentimento através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo A) e por meio de um formulario (Anexo B), foi verificado o perfil de cada
usuario quanto a utilizacdo de cocaina. Somente poderiam participar do estudo os
individuos que fizerem uso da droga até sete dias antes da coleta. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe, sob o CAAE n°
41943415.7.0000.5546 (Anexo C) e também foi aprovado pelo Comité de Saude

Mental do municipio de Recife-PE (Anexo D).

4.4 Instrumentacgao

As solucdes-tampéo utilizadas tiveram seus valores de pH confirmados
empregando um pHmetro digital de bancada ION pHB 500 da lonLab Produtos
Laboratoriais (Curitiba, Brasil) e na etapa de extracdo foram utilizados um agitador
de tubos Vortex Mixer XH-C da Shinova Medical Co., Ltda (Xangai, China), uma
centrifuga SL-16RAV da Spinlab (Taiwan, Republica da China), uma balanca
analitica de precisdo, com quatro casas decimais M214A da BEL Enginnering
(Monza, Italia) e uma microsseringa com capacidade para 100 uyL da Agilent

Technologies (Santa Clara, Estados Unidos).
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As andlises foram realizadas em um sistema HPLC da Shimadzu Corp.
(Quioto, Japao) equipado com desgaseificador modelo DGU-20A3, duas bombas de
alta pressdo modelo LC-20AD, injetor automatico modelo SIL-20ACHT, controlador
modelo CBM-20A e um detector de arranjo de fotodiodos modelo SPD-M20A. A
coluna cromatogréfica utilizada foi a Agilent Zorbax Extended C-18 (250 mm x 4,6
mm; 5 um; 80 A) protegida por uma coluna de guarda (12,5 mm x 4,6 mm; 5 um) da
Phenomenex (Torrance, Estados Unidos). A aquisicdo, a integracdo e o
processamento dos dados foram realizados utilizando o programa LabSolutions
versao 5.54.

4.5 Condi¢Bes cromatograficas de andlise

Para obter a resolugdo simultdnea dos adulterantes cafeina, levamisol,
lidocaina, fenacetina, diltiazem, hidroxizina e do padrao interno, propranolol, a taxa
de fluxo foi mantida a 1 mL.min™ & temperatura 25 + 2°C, o volume de injec&o foi de
20 uL e o comprimento de onda selecionado foi de 235 nm. A fase mével utilizada foi
uma mistura de acetonitrila—TFA 0,026% (v/v) (pH=2,5) em modo de eluicdo
gradiente (0-9,3 min, 19:81 para 46:54; 9,3-15 min, 46:54; 15-17min, 46:54 para
19:81; 17-25min: 19:81).

4.6 Procedimento de extracdo por DLLME-SFO

Amostras de 4 mL de urina foram transferidas para um tubo de ensaio de
fundo coénico e alcalinizadas com 2 mL de tamp&o fosfato de sédio 0,5 mol.L™
(pH=10). Cloreto de sédio (20 %m/v) e o padréao interno propranolol (50 pyL de
solucdo-padrao a 50 pg.mL™) foram adicionados e as solu¢des resultantes foram
homogeneizadas no vortex e submetidas a extragdo por DLLME-SFO.

As misturas de solvente dispersor (150 pL de acetonitrila) e solvente extrator
(30 pL de 1-dodecanol) foram rapidamente injetadas com uma seringa na solucao de
6 mL de urina diluida. Em seguida, as amostras foram submetidas a agitacdo por
vortex por 10 s e centrifugadas a 4000 rpm durante 15 minutos. Os tubos foram
transferidos para o banho de gelo por 10 minutos e a fase organica flutuante foi
retirada com o auxilio da espéatula e depositada em um microtubo Eppendorf com

capacidade para 1,5 mL.
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O material coletado foi submetido & nova centrifugagédo por 5 minutos a 4000
rpm e, logo apoés, o solvente extrator descongelado e menos denso que a solugéo
aguosa foi retirado com o auxilio de uma microsseringa no topo da solucédo de
analise. Em sequéncia, o produto final da extracao foi diluido com metanol utilizando

o fator de diluicdo (Secdo 4.7) e submetido a andlise utilizando as condi¢des

cromatograficas otimizadas.

4.7 Fator de diluicao

O fator de diluicdo (FD) corresponde a relacdo entre o volume da solucao

depois de diluida e o volume da solucéo antes de ser diluida e é dada por:

volume total da solugao

FD =

(8)

volume da solugdo antes da diluicao

Considerando que a coleta da fase organica flutuante € um processo manual
(sujeito a variacfes) e que a concentracdo dos compostos de interesse nos produtos
finais da extracao relaciona a massa (ug) desses compostos e o volume (L) dessa
solucdo extraida, este calculo foi efetuado para que houvesse uma adequada
harmonizacdo do volume dos produtos finais da extragdo das amostras contendo os
analitos de interesse, garantindo precisdo nos resultados. Além disso, o FD foi
empregado a fim de obter um volume final apropriado de solucdo extraida para ser
analisado no sistema de auto injecdo do CLAE, que exige um volume minimo de
aproximadamente 50 pL para seu adequado funcionamento. A etapa de diluicdo com
metanol também foi introduzida para diminuir a viscosidade dos solventes extratores
testados (viscosidade varia de 13,8 a 18,8 mPa.s a 20°C) (HSDB, 2015), a qual
poderia interferir significativamente na qualidade das analises cromatograficas. Vale
mencionar que na separacdo cromatografica por CLAE 0s compostos migram
através do sistema cromatografico em bandas estreitas em funcdo da sua afinidade
entre a fase moével e a fase estacionaria e que quanto maior a viscosidade mais
larga serd a banda contendo os analitos de interesse e pior sera a resolucédo dos
picos cromatograficos (PENG et al., 2015; CHUI; ZUCCHINI; LICHTIG, 2001,
CASTELLS; CASTELLS, 1998).
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4.8 Planejamento Fatorial Completo e Anélise de Componentes Principais

A influéncia que os fatores volume do solvente extrator e dispersor, pH da
solucdo-tampédo e adicdo de sal desempenham na area dos picos cromatograficos
dos analitos de interesse foi verificada por meio do planejamento fatorial 2* completo
constituido de 16 experimentos mais um ponto intermediario em triplicata, o que
confere um total de 19 experimentos. Na Tabela 2, os valores dos niveis de cada
fator sdo apresentados, os quais foram estabelecidos em experimentos prévios e
levando em conta as limitacdes do sistema experimental. Os experimentos foram
efetuados de maneira randémica e a analise estatistica dos resultados foi realizada
utilizando o programa STATISTICA versao 10.0 (STATSOFT, 2010).

Tabela 2: Planejamento fatorial 2* completo com ponto central para otimizac&o dos parametros da
microextracao liquido-liquido dispersiva com solidificagédo da gota orgéanica flutuante.

Variaveis Niveis
Inferior (-1) Intermediario (0) Superior (+1)
Volume do solvente extrator (uL) 30 60 100
Volume do solvente dispersor (uL) 150 500" 1000
Adicao de sal (NaCl, % m/v) 0 10 20
pH da solucdo- tampéo 8 10 12

"Em unidades codificadas, 60 uL e 500 pL correspondem a -0,14 e -0,17, respectivamente.

Para avaliar simultaneamente o desempenho das condi¢cdes experimentais, a
andlise de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA) foi
desenvolvida utilizando como variaveis as areas dos picos de cada analito. PCA é
uma ferramenta bastante conhecida destinada a andlise exploratéria de dados
multivariados, que permite a visualizacdo de conjuntos de dados multidimensionais
em representacdes graficas de duas ou trés dimensdes. E o método mais utilizado
para compactacdo de dados em quimiometria, inclusive na analise de dados de
otimizacdo de técnicas de microextracdio como a DLLME-SFO (MOGHADAM;
SHABANI; DADFARNIA, 2011; SAEIDI et al., 2015).

A ideia por tras do PCA é encontrar novos eixos, chamados componentes
principais (principal components, PC) que maximizam a variabilidade contida neles.
Estes eixos sdo combinacdes lineares das variaveis originais. Os loadings sdo os
cossenos dos angulos entre cada componente e as variaveis originais e reflete o
quanto as variaveis originais contribuem para os PCs. A proje¢do ortogonal sobre
um resultado especifico de PC consiste em um score para cada objeto (BRO;

SMILDE, 2014). O conjunto de dados foi centrado na média e redimensionado
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através do desvio padrdo de cada varidvel antes do PCA. Para esta andlise, foi
utilizado o The Unscrambler verséo 9.7 (CAMO Software, 2007).

4.9 Validacéao do Método

O método desenvolvido foi validado de acordo com as recomendacdes gerais
para validacdo de métodos bioanaliticos indicadas pela Food and Drug
Administration (FDA, 2013) e pelos critérios descritos na Resolucdo — RE n° 899, de
29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

4.9.1. Seletividade

A capacidade de mensurar os analitos na presenca de potenciais interferentes
foi assegurada por meio da analise de amostras de urina branca provenientes de
seis voluntarios diferentes, enriqguecidas com os analitos no limite inferior de
quantificacdo (LIQ) em triplicata. Da mesma forma, um extrato de urina livre de
drogas foi analisado para comprovar a auséncia de interferentes.

Outro experimento realizado foi a analise de amostra de agua ultrapura
fortificada com os adulterantes (1875 ng.mL™) e extraida (n=2) para verificar a

interferéncia dos reagentes e solventes utilizados no processo de extracao.
4.9.2 Linearidade

A fim de estabelecer a linearidade do método, curvas analiticas foram
preparadas usando seis pontos em duplicata de amostras de urina branca
enriqguecidas com concentracdo final de 312,5; 625; 937,5; 1250; 1875; 3125
ng.mL™! para cafeina e levamisol e 187,5; 312,5; 625; 937,5; 1250; 1875 ng.mL™*
para lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina.

Os graficos das curvas analiticas apresentam as areas dos picos dos
adulterantes sobre a area do pico do padrdo interno versus suas respectivas
concentragdes. Curvas de calibragdo com coeficiente de variagdo menor que 15%
foram aceitos. A andlise estatistica dos dados foi obtida pelo método de regresséo
linear dos minimos quadrados e expressa pela seguinte equacao de primeira ordem:

y =ax + b (9)
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onde, (a) corresponde ao coeficiente angular, dado pela inclinacéo da reta e
(b) corresponde ao coeficiente linear, dado pelo ponto de intersecdo da reta com o
eixo das ordenadas. A faixa linear foi calculada utilizando o coeficiente de correlacéo
(r). Curvas de calibracdo com o coeficiente de correlagéo igual ou maior que 0,99

foram consideradas lineares.
4.9.3 Limite inferior de quantificacéo

O limite inferior de quantificacdo foi estabelecido através da analise de
amostras de urina branca enriquecidas com concentracéo final de 312,5 ng.mL™
para cafeina e levamisol e 187,5 ng.mL™* para lidocaina, fenacetina, diltiazem e
hidroxizina (n=5) em relacdo as curvas de calibracdo analisadas nas mesmas
condicbes cromatograficas e de microextracdo em duplicata para cada
concentracdo. A precisdo ndo deve apresentar coeficiente de variacdo superior a
20% e a exatidao deve ter erro relativo dentro de 20% (FDA, 2013; BRASIL, 2003).

4.9.4 Recuperacao

A recuperacdo € definida como a porcentagem da quantidade de analito
presente na amostra que foi extraida para a gota flutuante (REZAEE et al., 2010;
VERA-AVILA et al., 2013). Foi mensurada através da extracdo de amostras de urina
branca enriquecidas com concentracdo final de 375; 1031 e 2500 ng.mL™ para
cafeina e levamisol e 375; 1031 e 1500 ng.mL™ para lidocaina, fenacetina, diltiazem
e hidroxizina (n=3 para cada concentracdo) e analisadas frente as curvas analiticas
de solucdes-padrdo ndo extraidas (n=2). A recuperacao foi calculada através da

equacdao descrita na Secao 1.10.6.
4.9.5 Precisao e exatidao

A precisao e a exatiddo do método foram avaliadas em dois niveis: precisao
e exatidao intracorrida e precisdo e exatidao intercorrida. A precisdo foi expressa
como coeficiente de variacdo e desvios menores que 15% indicam que o método &
preciso. A exatidao foi expressa em funcdo da porcentagem do erro relativo e

resultados menores que 15% indicam que o método é exato (FDA, 2013).
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4.9.5.1 Precisao e exatidao intracorrida

A precisdo e a exatiddo intracorrida foram avaliadas através da analise de
amostras de urina branca enriquecidas com concentracao final de 375; 1031 e 2500
ng.mL? para cafeina e levamisol e 375; 1031 e 1500 ng.mL™ para lidocaina,
fenacetina, diltiazem e hidroxizina (n = 5 para cada concentracdo) e analisadas
frente a curvas analiticas preparadas em duplicata para cada concentracdo no

mesmo dia.
4.9.5.2 Precisao e exatidao intercorrida

A precisdo e exatiddo intercorrida foi avaliada durante trés dias através da
andlise de amostras de urina enriquecidas com concentracdo final de 375; 1031 e
2500 ng.mL™ para cafeina e levamisol e 375; 1031 e 1500 ng.mL™* para lidocaina,
fenacetina, diltiazem e hidroxizina (n = 5 para cada concentracdo) e analisadas

frente a curvas analiticas preparadas em duplicata para cada concentracgao.
4.9.6 Estabilidade
4.9.6.1 Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento

Amostras de urina branca enriquecidas com concentracgao final de 375 e 2500
ng.mL™ para cafeina e levamisol e 375 e 1500 ng.mL™ para lidocaina, fenacetina,
diltiazem e hidroxizina (n=3 para cada concentragéo) foram submetidas a trés ciclos
de 24h de congelamento-descongelamento (-20°C; 25°C). ApGs esse periodo as
amostras foram extraidas e analisadas. As areas de pico obtidas foram comparadas
com as obtidas por amostras recém-preparadas nas mesmas concentragfes (n = 3
para cada concentracao). O teste t de Student foi aplicado e os dados com p < 0,05

foram considerados significativos.
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4.9.6.2 Estabilidade de curta duracéo

Amostras de urina enriquecidas com concentracdo final de 375 e 2500
ng.mL™ para cafeina e levamisol e 375 e 1500 ng.mL™ para lidocaina, fenacetina,
diltiazem e hidroxizina foram mantidas a temperatura ambiente (25°C) por 24h. Apos
esse periodo, as amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo e
analise. As areas de pico obtidas foram comparadas com as obtidas por amostras
recém-preparadas nas mesmas concentracbes (n = 3 para cada concentracdo). O
teste t de Student foi aplicado e os dados com p < 0,05 foram considerados

significativos.

4.10 Aplicagdo do método validado

Amostras de urina de usuéarios de cocaina (50 mL) foram coletadas e
analisadas em duplicata de acordo com o método desenvolvido e validado. A
populacao foi estabelecida por amostragem por conveniéncia. Os resultados foram
comparados a curvas de calibracdo com seis concentracbes em duplicata,
preparadas diariamente.

Os picos cromatograficos foram confirmados como sendo dos adulterantes da
cocaina ap0s comparacdo com 0s picos cromatograficos das solucdes-padrées dos

respectivos adulterantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1Desenvolvimento do Método Cromatografico

Em trabalho anteriormente realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foi
estabelecida como condicdo Otima para a separacdo dos adulterantes cafeina,
lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina, a fase moével composta por metanol:
TFA 0,15% em modo gradiente (0-21 min- 20:80 - 80:20; 21-23 min- 80:20 — 20:80;
23-25 min- 20:80), no fluxo de 1 mL.min®, a 25 + 2°C com observacdo no
comprimento de onda de 235 nm e utilizando uma coluna Agilent Zorbax Extended
C-18 (250 x 4,6 mm; 5 um; 80 A) (CONCEICAO, 2014). No atual trabalho, o
levamisol foi incluido na lista de compostos a serem analisados simultaneamente,
pois se trata de uma substancia que vem sendo bastante encontrada em casos de
intoxicacdo aguda por cocaina adulterada em todo o mundo (ROLDAN, 2014,
SOQUIED et al., 2014; NOLAN; JEN, 2015).

Os experimentos iniciais na referida condicdo cromatografica mostraram uma
coeluicdo parcial entre a cafeina e o levamisol (Figura 14) que inviabilizou sua
utilizacdo no presente trabalho. Com a diminuicdo da concentracdo do aditivo TFA
para 0,05%, foi observada uma melhora na eficiéncia da separacdo dos picos
cromatograficos, com aumento no fator de separacéo entre a cafeina e o levamisol
sem prejudicar a separacdo dos outros picos, porém o pico do levamisol e da
lidocaina apresentaram assimetrias importantes (Figura 15), que podem estar
relacionadas com a estabilidade dos compostos em pH menos acido (CHIADMI et
al., 2005; FLORIANI et al., 2014).
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Figura 14: Cromatograma do levamisol (1) e da cafeina (2) coeluindo
parcialmente ao utilizar como fase mével o metanol: TFA 0,15% com
fluxo constante de 1 mL.min™ e deteccdo a 235 nm em modo gradiente
(0-21 min- 20:80 - 80:20; 21-23 min- 80:20 — 20:80; 23-25 min- 20:80).
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Figura 15: Cromatograma do levamisol (1), cafeina (2) e lidocaina (3) ao
utilizar como fase mével metanol: TFA 0,05% com fluxo constante de 1
mL. min™ e deteccdo a 235 nm em modo gradiente (0-21 min- 20:80 -
80:20; 21-23 min- 80:20 — 20:80; 23-25 min- 20:80).

O TFA é um aditivo amplamente utilizado na eluicdo em modo isocratico e
gradiente e atua como agente de pareamento idnico, ou seja, torna moléculas acidas
ou béasicas mais hidrofébicas ao neutralizar suas cargas, melhorando a resolucdo
cromatografica. Na concentracdo de 0,15%, o anion trifluoracetato pode estar
interagindo com os grupos amina dos adulterantes cafeina e levamisol carregados

positivamente. Ao reduzir a concentragdo do TFA, o levamisol que possui menos
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grupamentos amina provavelmente interage menos com o TFA, tornando-se mais
hidrofilico e, consequentemente, interage menos com a fase estacionéaria da coluna
do que a cafeina, diminuindo o tempo de retencdo e favorecendo a sua separacéo
em relacdo a cafeina (CAI; L1,1999).

Uma vez que a modificacdo na concentragdo de TFA também resultou na
diminuicdo de numero de pratos e assimetria dos picos cromatogréficos, foi proposta
a substituicdo do modificador organico metanol pela acetonitrila, considerando as
diferentes propriedades fisico-quimicas entre os modificadores (incluindo a
polaridade) que poderiam diminuir o tempo de interacdo da lidocaina e levamisol
com a fase estacionaria e aumentar a solubilidade na fase movel e,
consequentemente, melhorar o perfil cromatografico desses compostos e separar 0
levamisol da cafeina. Assim, a acetonitrila foi testada nas mesmas condicfes
utilizadas por Concei¢éo (2014) (incluindo TFA 0,15%) e como resultado, 0os picos
cromatograficos do levamisol e da lidocaina apresentaram-se simétricos e
separados da cafeina, porém os picos do propranolol, diltiazem e hidroxizina
apresentaram assimetria (Figura 16). Ao diminuir a concentracéo do TFA para 0,10%
e mantendo a acetonitrila como modificador organico, o pico cromatografico do
diltiazem manteve-se assimétrico e ao diminuir ainda mais a porcentagem de TFA
(0,05%) houve coeluicdo do propranolol com a fenacetina com melhora do formato
do pico do diltiazem, provavelmente devido a sua instabilidade nos meios anteriores,
mais acidos (CHATPALLIWAR; PORWAL; UPMANYU, 2012). E provavel que o
propranolol tenha interagido menos com a fase estacionaria nessa condicédo
cromatografica ao se tornar mais polar devido a diminuicdo da sua interacdo com o
TFA, o que reduziu o tempo de retencdo do composto em relacdo a fenacetina, que
teve pouca ou nenhuma influéncia significante no seu tempo de retencdo com a

reducgéo da porcentagem do aditivo (Figura 17).
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Figura 16: Cromatograma dos adulterantes e do padrdo interno ao
utilizar acetonitrila: TFA 0,15% como fase mével com fluxo constante de
1 mL.min" e deteccdo a 235 nm em modo gradiente (0-21 min- 20:80 -
80:20; 21-23 min- 80:20 — 20:80; 23-25 min- 20:80). Os picos do
propranolol (1), diltiazem (2) e hidroxizina (3) apresentaram assimetria.
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Figura 17: Cromatograma dos adulterantes e do padréo interno ao
utilizar acetonitrila: TFA 0,05% como fase mével em modo gradiente (O-
21 min- 20:80 - 80:20; 21-23 min- 80:20 — 20:80; 23-25 min- 20:80). O
pico do propranolol (1) e da fenacetina (2) coeluiram.

Na tentativa de melhorar a separacao do propranolol e da fenacetina, sem
prejudicar a simetria do pico cromatografico do diltiazem, a concentracdo de TFA foi
diminuida para 0,03%, porém essa mudanca nao foi suficiente para gerar um fator

de separacdo adequado entre estes compostos. Na concentracdo de 0,02%, os
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picos cromatogréaficos da cafeina e do levamisol coeluiram novamente. Varios testes
foram feitos no intervalo de 0,02 a 0,03% de TFA. Na concentracdo de TFA de
0,026%, os picos cromatograficos do propranolol e da fenacetina ainda coeluiam,
porém apos realizar modificacfes no gradiente da fase movel, mantendo constante a
proporcdo de acetonitrila: TFA 0,026% no periodo de tempo em que 0S quatro
altimos picos cromatogréficos eluiam, foi possivel obter a separacdo dos compostos
de interesse, como observado na Figura 18.

Como o modo de eluicdo utilizado foi gradiente, ao final da analise foi
necessario garantir que a coluna cromatografica tivesse sido lavada com volume
suficiente da fase moével compativel com a do inicio da corrida para que né&o
houvesse interferéncia da composicdo de fase moével do final da anélise
cromatografica nas analises subsequentes, permitindo o re-equilibrio da coluna
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). Como também houve diminuicdo do tempo
de retencdo dos picos devido a utilizacdo de um solvente organico de maior forca
eluotrépica (acetonitrila), o gradiente foi alterado para 0-9,3 min- 19:81; 9,3-15 min-
46:54; 15-17 min- 46:54; 17-25 min- 19:81. A Tabela 3 resume a condicéo

cromatografica otimizada para a separacao dos compostos.
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Figura 18: Cromatograma da (1)Cafeina; (2)Levamisol; (3)Lidocaina;
(4)Propranolol; (5)Fenacetina; (6)Diltiazem; (7)Hidroxizina obtido
através1 da condicéo otimizada descrita na Tabela 3. Concentra¢cdo=100
pMg.mL
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Tabela 3: Condi¢cdes cromatograficas otimizadas para a separacdo dos principais adulterantes
da cocaina e do padréo interno propranolol.

Parametros Condicdes Otimizadas
Coluna Analitica Agilent Zorbax Extended C-18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um; 80 A)
Fase movel Acetonitrila: TFA 0,026 %
Vazao da fase mével 1 mL.min™
Gradiente 0-9,3 min-19:81 a 46:54; 9,3-15 mi_n-46:54; 15-17 min-46:54 a 19:81;
17-25 min-19:81
Volume de injecao 20 uL
Temperatura 25 (£2)°C
Comprimento de onda 235 nm
Tempo de Analise 25 min

A Tabela 4 mostra os parametros cromatogréaficos obtidos a partir da condi¢éo
otimizada. Uma resolucéo entre picos cromatogréaficos de 1,0 significa somente 2,3%
de sobreposicdo, para resolucdo igual a 1,5 somente 0,1% e nenhuma
sobreposicao a partir de resolucéo superior a 1,8 (CASS; DEGANI, 2001; FERRAZ,
2001). Dessa forma, foi possivel identificar e quantificar todos os compostos de
interesse com minima ou nenhuma coeluicdo e adequadas separacdes de linha de
base.

O numero de pratos tedricos € uma medida indireta da largura do pico a um
dado tempo de retencdo. Colunas com um numero alto de pratos tedricos sao
consideradas mais eficientes e apresentardo picos mais estreitos. De acordo com a
FDA (1997), o numero de pratos teéricos deve ser superior a 2000 e isto foi
alcancado na otimizagao.

O fator de retencédo descreve a taxa de migracdo de um analito em uma
coluna. Seu valor deve estar entre 0,5 e 20, pois em valores muito baixos, a eluicédo
€ tao rapida que se torna muito dificil determinar com exatiddo o tempo de retencéo
e em valores muito altos, a eluicdo demora muito tempo (POOLE, 2003) e, de
acordo com os resultados, foi possivel obter valores adequados. A seletividade
reflete a capacidade do método cromatografico em separar dois compostos entre si.
De maneira geral, valores acima de 1,1 demonstram uma separacdo satisfatéria
entre os analitos (KROMIDAS, 2008) e os resultados obtidos neste trabalho foram

acima ou ficaram proximos desse valor.
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Tabela 4. Parametros cromatograficos dos analitos obtidos através das condi¢cdes otimizadas.

. Tempo 96 Fator Qe Resolucéo Fator de NUumero de pratos
Analitos Retencao retencéo =
(Rs) separacdo (a) (N)
(tr) (k)
Cafeina 3,770 0,68 2094,86
1,37 1,30
Levamisol 4,228 0,88 2626,41
4,83 1,92
Lidocaina 6,062 1,70 3179,91
10,50 2,08
Propranolol 10,208 3,55 12864,6
1,15 1,05
Fenacetina 10,642 3,74 11913,44
1,86 1,08
Diltiazem 11,320 4,05 17735,97
3,01 1,11
Hidroxizina 12,297 4,48 25176,48

5.2 Otimizacdo dos Parametros de Extracdo por DLLME-SFO

A eficiéncia do processo de extracdo por DLLME-SFO é influenciada
principalmente pelos fatores: tipo e volume dos solventes extrator e dispersor, adicdo
de sal e pH da solucdo-tampdo (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). No presente
trabalho, o tipo do solvente extrator e dispersor foi avaliado através do método
unifatorial classico com as andlises realizadas em triplicata e com a aplicacdo do
teste estatistico ANOVA com poés-teste de Tukey (p < 0,05). Os demais parametros
foram avaliados pelo planejamento fatorial completo.

Para a otimizacdo, foram utilizadas amostras de 4 mL de urina branca
enriquecidas com 50 pL das solucdes-padréo dos adulterantes a 100 ug.mL™ e 50
uL de propranolol a 50 pg.mL™* em um tubo de ensaio de fundo cénico, resultando

em concentracdes de 1250 e 625 ng.mL ™, respectivamente.

5.2.1 Selecao do Solvente Extrator

A selecdo do solvente extrator é de grande importancia para a extracao dos
analitos por DLLME-SFO. Para a escolha do solvente extrator mais apropriado,
alguns requisitos devem ser atendidos. Este deve ter baixa solubilidade em agua,
ponto de fusdo proximo a temperatura ambiente e densidade menor que a da agua.
Além disso, o solvente que tenha baixa toxicidade, alta afinidade pelos analitos em

questdo, baixo custo e adequado comportamento cromatografico é preferido
(KOCUROVA et al., 2012; LEONG et al., 2008). A Tabela 5 descreve algumas
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caracteristicas fisicas dos solventes que foram selecionados para avaliagdo com
base em outros trabalhos da literatura que otimizaram a DLLME-SFO (JIA et al.,
2013; SUH et al., 2013).

Tabela 5: Propriedades fisicas dos solventes extratores testados na otimizagdo da microextragédo
liquido-liquido dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante.

Solvente Extrator Ponto de Fuséao Densidade ) Solubilidade em
(°C) (g.mL'l) Agua (mg L'l, 25°C)
1-dodecanol 24 0,83 4
2-dodecanol 17-18% 0,80% Insoluvel*
1-undecanol 19 0,83 19
1- bromohexadecano 16-18° 0,99° Insolavel*
1-decanol 6,4 0,83 37

Fonte: HAZARDOUS SUBSTANCES DATA BANK (HSDB). *Dados experimentais ndo disponiveis.
2STEPHENSON; STUART, 1986. "SIGMA-ALDRICH, 2011.

Os analitos presentes nas amostras de urina branca enriquecidas foram
extraidos sem adicdo de sal, utilizando tamp&o fosfato de sédio 0,5 mol.L™* pH=9 e
uma mistura de 300 uL de isopropanol, como solvente dispersor e 50 uL de cada
solvente extrator a ser testado (bromohexadecano, 1-dodecanol, 2-dodecanol, n-
decanol e 1-undecanol, separadamente), a fim de selecionar o mais adequado.

Apesar de ter sido citado em outros trabalhos da literatura, o solvente 1-
decanol foi descartado deste estudo porque foi necessario um tempo de
congelamento muito mais longo no banho de gelo devido ao seu comparativamente
baixo ponto de fusdo. Além disso, este solvente descongelou rapidamente, o que
dificultou a transferéncia da gota solidificada para o microtubo Eppendorf. Isso
também foi observado no estudo realizado por Jia e colaboradores em 2013. O 1-
bromohexadecano também foi excluido, pois sua densidade proxima da densidade
da agua nado permitiu uma boa separacao de fases no microtubo Eppendorf, o que
impossibilitou uma coleta apropriada do extrato.

Dos solventes avaliados, o 1-undecanol apresentou melhor desempenho
conforme demonstrado na Tabela 6 e nas Figuras 19, 20 e 21 e o0 1-dodecanol e 0 2-
dodecanol apresentaram comportamento semelhante, sem diferenca significativa. O
solvente escolhido para os experimentos posteriores foi o 1-dodecanol, pois 0 custo
do 1-undecanol é cerca de sete vezes maior (SIGMA-ALDRICH, 2015a; SIGMA-
ALDRICH, 2015b). Aléem disso, esse solvente favoreceu a extracdo dos analitos que
apresentavam menor sensibilidade (cafeina e levamisol). O fator de diluigéo utilizado

neste estudo foi 3,57.
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Figura 19: Efeito dos diferentes tipos de solvente extrator na &rea do pico cromatografico
da cafeina. Condicdo de extracdo: 50 pL de cada solvente extrator; 300 pL de
isopropranol; pH do tampdo = 9; sem adicdo de sal. As condi¢Bes cromatograficas sao
apresentadas na Tabela 3. 1: 1-dodecanol; 2: 2-dodecanol; 3: 1-undecanol.
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Figura 20: Efeito dos diferentes tipos de solvente extrator na area dos picos cromatogréaficos
do levamisol e da lidocaina. Condi¢éo de extragdo: 50 pL de cada solvente extrator; 300 uL de
isopropranol; pH do tampdo = 9; sem adicdo de sal. As condicBes cromatograficas sao
apresentadas na Tabela 3. 1: 1-dodecanol; 2: 2-dodecanol; 3: 1-undecanol.
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Figura 21: Efeito dos diferentes tipos de solvente extrator na area dos picos cromatograficos
da fenacetina, do diltiazem, da hidroxizina e do propranolol. Condi¢ao de extragdo: 50 uL de
cada solvente extrator; 300 pyL de isopropranol; pH do tampdo = 9; sem adi¢cdo de sal. As
condi¢bes cromatograficas sao apresentadas na Tabela 3. 1: 1-dodecanol; 2: 2-dodecanol; 3:
1-undecanol.
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Tabela 6: Resultados do teste ANOVA e teste de Tukey para comparacao entre os
solventes extratores.

Analitos de ANOVA Teste de Tukey (p)
interesse (p) 1*2 1*3 2%3
Cafeina 0,0050 0,0628 0,1015 0,0042
Levamisol 0,0029 0,6679 0,0199 0,0031
Lidocaina 0,0091 0,3522 0,0108 0,0333
Propranolol 0,0082 0,3987 0,0102 0,0280
Fenacetina 1,64.10° 0,2009 0,0002 0,0002
Diltiazem 6,01.10° 0,0675 0,0006 0,0044
Hidroxizina 0,0020 0,1993 0,0019 0,0115

1. 1-dodecanol; 2: 2-dodecanol; 3: 1l-undecanol. Em negrito, os resultados
estatisticamente significativos (p<0,05).

5.2.2 Selecao do Solvente Dispersor

Semelhante a DLLME convencional, a escolha do solvente dispersor € um
fator considerado muito importante na extracdo por DLLME-SFO. Para que um
solvente organico seja considerado um solvente dispersor adequado, ele deve ser
miscivel tanto em agua quanto no solvente extrator e formar uma solucéo turva ao
ser injetado com o solvente extrator na amostra. Este solvente permite o aumento da
superficie de contato entre o solvente extrator e a amostra causando uma
subsequente intensificacdo na eficiéncia do processo de extracdo (LEONG et al.,
2014).

Os analitos presentes nas amostras de urina branca enriguecidas foram
extraidos sem adicéo de sal, utilizando tampao fosfato de sédio 0,5 mol.L™ pH=9 e
uma mistura de 50 pL de 1-dodecanol e 300 uL de cada solvente dispersor a ser
testado (etanol, metanol, acetonitrila, acetona e isopropanol, separadamente), a fim
de selecionar o mais adequado.

De acordo com os resultados obtidos e demonstrados nas Figuras 22, 23 e 24
e na Tabela 7, para trés analitos (levamisol, lidocaina e diltiazem) ndo houve
diferenca significativa entre os solventes testados e para o propranolol o metanol foi
0 solvente que tornou possivel a obtencdo de maior area do pico cromatografico.
Contudo, para cafeina, fenacetina, e hidroxizina, acetonitrila possibilitou a obtencao
de areas maiores para os picos cromatograficos. Dessa forma, a acetonitrila foi mais
adequada para a maioria dos analitos, sendo selecionada como solvente dispersor
para os experimentos posteriores. Isto pode ser explicado devido ao efeito sinérgico

da compatibilidade da acetonitrila com a solucdo aquosa e a baixa taxa de
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distribuicdo dos referidos analitos para a solugdo de acetonitrila e fase aquosa
(SANAGI et al., 2013). O fator de diluicao utilizado neste experimento foi 2,63.
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Figura 22: Efeito dos diferentes tipos de solvente dispersor na area do pico cromatografico da
cafeina. Condicéo de extragao: 50 yL de 1-dodecanol; 300 pyL de cada solvente dispersor; pH
do tampéo = 9; sem adi¢do de sal. As condi¢cdes cromatograficas sdo apresentadas na Tabela
3.1: Acetonitrila; 2: Acetona; 3: Metanol; 4: Etanol; 5: Isopropanol.
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Figura 23: Efeito dos diferentes tipos de solvente dispersor na area dos picos cromatogréaficos
do levamisol e da lidocaina. Condigdo de extracdo: 50 yL de 1-dodecanol; 300 uL de cada
solvente dispersor; pH do tampéo = 9; sem adicdo de sal. As condigbes cromatograficas sdo
apresentadas na Tabela 3.1: Acetonitrila; 2: Acetona; 3: Metanol; 4: Etanol; 5: Isopropanol.
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Figura 24: Efeito dos diferentes tipos de solvente dispersor na area dos picos cromatograficos da
fenacetina, do diltiazem, da hidroxizina e do propranolol. Condicdo de extragdo: 50 pyL de 1-
dodecanol; 300 uL de cada solvente dispersor; pH do tampéao = 9; sem adigédo de sal. As condigbes
cromatogréficas sdo apresentadas na Tabela 3. 1: Acetonitrila; 2: Acetona; 3: Metanol; 4: Etanol; 5:
Isopropanol.



Tabela 7: Resultados do teste ANOVA e teste de Tukey para comparacado entre os solventes dispersores.

Analitos de ANOVA Teste de Tukey (p)
Interesse (P) 1%2 1*3 1%4 1*5 2*3 2%4 2*5 3%4 35 4%5
Cafeina 0,0035 04175  0,0085  0,0158 0,0135 0,0948  0,1851 0,1568 0,9857 0,0952  0,9999
Levamisol 0,1049 05096  0,9603  0,7398 0,2947 02442  0,9909 0,9850 0,4052 0,1312  0,8753
Lidocaina 02229  0,2555 09715  0,4237 0,3621 04984  0,9906 0,9979 0,7304 0,6545  0,9999
Propranolol 0,0011  0,5309 0,0024  0,5724 0,9999 0,0007  0,0849 10,4589 0,0112 0,0028  0,6497
Fenacetina 0,0041 00042 00061  0,0123 0,0229 0,9897  0,7344 0,4177 09247 0,6354  0,9632
Diltiazem 0,938  0,1845 09761  0,5974 0,7117 00814 08591 0,7608 0,3162 0,4060  0,9995

Hidroxizina 1,06 10°  0,0002 0,0038 0,0003 0,0002 0,0010 0,0432 10,1879 0,0932 0,0212 0,8408

1: Acetonitrila; 2: Acetona; 3: Metanol; 4: Etanol; 5: Isopropanol. Em negrito, os resultados estatisticamente significativos (p<0,05).



67

5.2.3 Planejamento Fatorial Completo e Anéalise de Componentes Principais

Procedimentos envolvendo a otimizagdo multivariada, como o planejamento
fatorial completo, vém sendo largamente utilizados no desenvolvimento de métodos
analiticos (FERNANDEZ et al., 2014; TAHERI et al., 2015) por serem mais
econdmicos e efetivos. Eles permitem a avaliagdo dos efeitos de interacdo e a
otimizagdo de mais de uma variavel simultaneamente. Isso é alcancado com um
menor nimero de ensaios, menor custo operacional e menor tempo gasto para obter
as condicdes oOtimas do método de extracdo (STALIKAS et al.,, 2009). Neste
trabalho, foram necesséarios 19 experimentos, que foram realizados aleatoriamente
em um dia. Caso fosse realizado o planejamento univariado, seriam 60
experimentos distribuidos em quatro dias e com resultados sem informacdes sobre
as interacdes dos fatores.

O Quadro 1 descreve a matriz com os parametros reais e codificados e as
respostas para todos os analitos. O fator de diluicdo utilizado foi 5. A Tabela 8
mostra os efeitos dos parametros isoladamente e de suas interacdes. Valores
positivos indicam que a resposta aumentara quando uma variavel passa do nivel
inferior para o nivel superior e valores negativos, o inverso. Para as interacdes,
valores positivos indicam que a resposta aumentara se as duas variaveis forem em
direcdo ao mesmo nivel e valores negativos indicam um aumento na resposta se as
variaveis forem em direcdes contrarias.

As replicatas no ponto central foram utilizadas para estimar o erro puro, 0 erro
padrdo dos efeitos, a variancia experimental e a curvatura entre os niveis escolhidos
para cada uma das variaveis, 0os quais podem ser visualizados na Tabela 8. De
acordo com os resultados, houve curvatura significativa para todos os analitos,

exceto cafeina e fenacetina.



Quadro 1: Matriz com valores reais e codificados e respostas para todos os analitos.
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Experimento

Variaveis codificadas

Variaveis reais

Area dos picos cromatograficos

Ve vd Ad | pH Ve vd Ad pH CAF LEVA LIDO FENA DILTI HIDROX | PROPRA

1 + + - - 100 1000 0 8 2287 13818 29611 196876 212929 255544 45767

2 + + + + 100 1000 20 12 6714 12259 10831 108575 46760 66208 73350

3 + - - + 100 150 0 12 1727 31761 45657 209438 2608 315985 288571
4 + + - + 100 1000 0 12 1586 16359 26299 103134 1158 154999 141455
5 -0,14 | -0,17 0 0 60 500 10 10 3492 21862 48721 458981 438882 382342 148022
6 -0,14 | -0,17 0 0 60 500 10 10 2883 20958 49643 401240 450270 382363 151908
I - + + - 30 1000 20 8 4332 5638 32584 649835 333661 503153 124976
8 + + + 100 1000 20 8 7884 6680 19137 165283 75212 75191 54473

9 -0,14 | -0,17 0 0 60 500 10 10 2764 18987 44446 387648 423262 376125 153840
10 + - + 100 150 20 8 4411 5429 23147 632782 355664 347942 214175
11 - + - - 30 1000 0 8 3424 19833 54777 265582 343437 547588 56814

12 - + + 30 150 20 12 4329 245917 494545 1137300 32251 1422589 1809464
13 - + + + 30 1000 20 12 4839 83753 132790 544830 29867 730838 637273
14 + - - - 100 150 0 8 3007 16359 34775 352091 308359 408682 68286

15 + - + + 100 150 20 12 4291 57772 62760 616554 16277 322304 295889
16 - - - + 30 150 0 12 2192 43724 74197 265099 550 669671 560450
17 - + - 30 150 20 8 3598 5135 28126 1072738 446319 670386 297209
18 - - - 30 150 0 8 2052 11318 30336 311232 401252 671907 140978
19 - + - + 30 1000 0 12 2287 20365 48434 104966 818 447711 382223

Ve: Volume do solvente extrator (uL); Vd: Volume do solvente dispersor (uL); Ad: Adicdo de sal (%m/v); CAF: Cafeina; LEVA: Levamisol; LIDO: Lidocaina;
FENA: Fenacetina; DILTI: Diltiazem; HIDROX: Hidroxizina; PROPRA: Propranolol. Em negrito, as maiores respostas obtidas.



Tabela 8: Efeitos dos pardmetros e suas intera¢des na area dos picos de cada analito.

Fatores

Média
Curvatura

(1)Ve
(2)vd
(3)pH
(4)Ad
1*2
1*3
1* 4
2*3
2% 4
3*4
1*2*3
1*2*4
1*3*4
2*3*4

Erro padrdo dos

efeitos

Efeito na area dos analitos

Cafeina Levamisol Lidocaina Fenacetina Diltiazem Hidroxizina Propranolol
3685,00 37257,50 71750,38 421019,69 162945,13 475668,63 324460
-1277,33 -33310,33 -48294,08 -10126,71 549052,42 -190783,92 -346406
606,75 -34405,75 -80446,50 -245856,13 -71148,50 -464623,50 -353428
968,25 -29838,75 -54885,00 -307269,12 -64929,75 -256029,25 -269836
-378,75 53462,50 80377,50 -69565,37 -293318,00 81239,00 398250
2729,50 31130,75 57479,25 389934,88 8112,50 83315,50 227783
290,50 14287,50 34769,75 -1980,12 -21782,50 45286,50 131867
-439,00 -34496,25 -70658,25 -7767,37 71977,75 -138204,75 -294109
943,75 -30170,00 -62596,00 -224521,12 -15897,75 -164206,75 -204331
-246,50 -31770,75 -59816,25 -34452,37 71659,00 -76669,00 -160182
816,75 -21642,00 -48424,00 -190443,62 -26323,00 -90928,50 -161830
365,75 40742,25 69105,50 41220,62 21892,75 155077,75 133036
128,75 16864,50 44288,00 36560,12 29569,75 78870,75 113323
872,50 15062,25 40569,75 11953,87 -11949,25 37247,75 108678
-193,00 -30747,50 -63171,25 -355,87 15528,00 -115422,50 -186882
-72,00 -20587,00 -43716,75 -18059,38 33643,25 -50296,75 -105517
195,26 735,06 1386,46 18937,58 6779,57 1797,73 1481,59

Ve: Volume do solvente extrator (uL); Vd: Volume do solvente dispersor (uL); Ad: Adicdo de sal (Yom/v). Em negrito, os efeitos significativos (no intervalo
de confianga de 95%).
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Conforme os resultados, para os analitos, exceto a cafeina e o diltiazem,
guanto menor o volume dos solventes extrator e dispersor e maior o valor do pH e
da adicdo de sal, maior serda a area do pico cromatografico. Isso pode ser
visualizado no Quadro 1, o qual mostra a condicdo 12 como a melhor para todos os
analitos, exceto a cafeina e o diltiazem, para os quais a condicdo 8 e 5 séo
melhores, respectivamente.

De acordo com a Tabela 8, efeitos significativos de interacfes de segunda e
até terceira ordem (interacfes entre dois e trés fatores, respectivamente) foram
visualizados para a maioria dos analitos, mostrando um comportamento complexo
entre as variaveis estudadas e as respectivas respostas. Nesse sentido, esses
resultados podem ser melhor observados nas Figuras 25 e 26 que expressam a
analise de componentes principais usando como variaveis as respostas analisadas.
A primeira PC, que representa 60% da variabilidade dos dados, € uma combinag&o
de todas as respostas, exceto cafeina e diltiazem. Ha, portanto, uma correlacdo
positiva entre estas respostas. A segunda PC é praticamente composta pela
resposta da cafeina (loading positivo) e do diltiazem (loading negativo). No grafico
dos escores (Figura 26), observa-se claramente que a melhor condicdo para todos
os analitos (exceto cafeina e diltiazem) é a 12. Para a cafeina, as melhores
condic¢des correspondem aos experimentos 8 e 2 (maior volume de solvente extrator
e dispersor). O experimento 12, para este analito, € uma condicao intermediaria.
Para o diltiazem, as melhores condi¢cdes sdo aquelas em que o pH utilizado

corresponde ao nivel inferior ou intermediario (condi¢bes 5,6,7,9,10,11,14,17 e 18).

PC2 Loadings

-0.2 .

-0.6 .

-0.8 *5 : PC1
02 -01 0 01 02 03 04 05 06

Figura 25: Grafico dos loadings das duas componentes principais para os analitos observados.
1: Cafeina; 2: Levamisol; 3: Lidocaina; 4: Fenacetina; 5: Diltiazem; 6: Hidroxizina; 7: Propranolol.
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Figura 26: Disperséo dos 19 tratamentos em fung&o dos escores dos componentes principais.

Ao analisar somente os efeitos principais, o volume do solvente dispersor
demonstrou ter efeito negativo sobre a area da maioria dos analitos. Isso porque
com grandes volumes desse solvente, a solubilidade dos analitos na fase aquosa
aumenta e frequentemente a transferéncia dos analitos para a fase organica diminui
(LIANG; SANG, 2008), portanto, o0 menor volume de solvente dispersor testado (150
pL) foi selecionado. O volume do solvente extrator também contribuiu de maneira
negativa sobre a area dos picos da maioria dos adulterantes. Isto ocorreu porque,
devido ao efeito de diluicdo, um aumento no seu volume resulta na diminuicdo da
concentracdo dos analitos no extrato, portanto a area dos picos também sera menor
(AL-SAIDI; EMARA, 2014). Por este motivo, o menor volume de solvente extrator
testado (30 uL) foi escolhido. A utilizacdo de baixos volumes dos solventes extrator e
dispersor € benéfica do ponto de vista ambiental, pois ha reducdo do volume de
descarte. Esta nova abordagem “verde” é muitas vezes descrita na literatura como
os trés Rs, que significam: replace, reduce e recycle (substituicdo de solventes
toxicos por solventes menos prejudiciais ao meio ambiente; reducdo do consumo de
solvente e da producao de residuos e reciclagem de solvente) (WELCH et al., 2010;
SPIETELUN et al., 2014).

A escolha do pH da solucdo- tampéao utilizada € muito importante, pois este
parametro propicia a manutencdo dos analitos nos seus estados nédo ionizados, o
que facilita a particdo para as gotas do solvente extrator. Além disso, auxilia na

precipitacdo e eliminacdo de interferentes da urina, como &cido Urico e ureia,
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contudo € necessario ter cautela, ja que meios com pH extremos podem causar a
degradac&o dos compostos de interesse (MAHAM et al., 2013; CABUK; KOKTURK,
2013). O pH da solucdo-tampéo teve uma influéncia importante no aumento da
resposta da maioria dos analitos, sendo extraidos de forma mais eficiente no nivel
superior (pH=12), porém para o diltiazem a area do pico teve uma drastica reducao,
provavelmente devido a sua degradacdo em meios muito basicos (SADEGHI et al.,
2013). Dessa forma, optou-se por ajustar o pH da amostra aquosa utilizando a
solucédo-tampéo com pH intermediario (pH=10).

Por sua vez, a forca ibnica na amostra aquosa, que foi manipulada através da
adicdo de diferentes porcentagens de NacCl, também foi investigada. A adi¢do de sal
tem sido largamente utilizada em LLE (TANG; WENG, 2013), mas alguns resultados
contraditorios tém sido relatados em microextracbes em fase liquida, como a
DLLME-SFO (SHAMSIPUR et al., 2014; MIRZAEI et al., 2011; SUH et al., 2013). Por
um lado, a adicao de sal pode aumentar a extracdo de analitos, pois devido ao efeito
salting-out, o sal adicionado facilita a transferéncia dos analitos para a fase organica
ao diminuir a solubilidade deles na fase aquosa, pois a forca idnica da solucéo
aumenta (MIRZAEI et al., 2011). Por outro lado, a adicdo de sal também pode
aumentar a viscosidade da amostra aquosa, restringindo a transferéncia do analito
para o solvente extrator (SUH et al., 2013). No presente estudo, a adicdo de sal
mostrou ter grande importancia na extracdo dos analitos, sendo observado aumento
da area dos picos de todos os analitos, portanto a maior quantidade de sal
adicionada (20 % m/v) foi selecionada.

A Tabela 9 mostra as condi¢des otimizadas para a extracdo dos analitos e a
Figura 27 mostra o cromatograma obtido a partir da analise cromatogréafica dos
adulterantes da cocaina e do padrdo interno empregando as condicbes de

microextracao otimizadas e as condi¢cfes cromatogréaficas descritas na Tabela 3.

Tabela 9: Condicdes otimizadas para a extracdo dos analitos por DLLME-SFO.

Parametros Condi¢des Otimizadas
Tipo de solvente extrator 1-dodecanol
Tipo de solvente dispersor Acetonitrila
Volume do solvente extrator (uL) 30
Volume do solvente dispersor (uL) 150
pH da solucdo-tampéo 10

Adicao de sal (NaCl % m/v) 20
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Figura 27: Cromatograma obtido a partir da analise dos adulterantes da
cocaina (1875 ng.mL™) e do padrdo interno (625 ng.mL") através da
microextra¢éo por DLLME-SFO sob as condigbes especificadas na Tabela 9
e da andlise cromatogréfica sob as condi¢des especificadas na Tabela 3. 1:
Cafeina; 2: Levamisol; 3: Lidocaina; 4: Propranolol; 5: Fenacetina; 6:
Diltiazem; 7: Hidroxizina.

5.3 Validacéao

Para assegurar que um novo método analitico forneca informacdes confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra e que possui desempenho compativel com o que a
aplicacdo demanda, o processo de validacdo deve ser executado (RIBANI et al.,
2004; FDA, 2013). Existem varios guias para o procedimento de validacdo de
métodos analiticos publicados por 6rgdos nacionais e internacionais. Neste trabalho,
optou-se por utilizar a Resolugcdo da ANVISA RE n°® 899, de 29 de maio de 2003 e o
Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation do FDA publicado em 2013.
Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacdo de métodos de
separacao sao seletividade, linearidade, preciséo, exatidao, limite de quantificacdo e
recuperacdo (BRASIL, 2003; FDA, 2013).

A robustez também é um parametro geralmente estudado na etapa de
validacédo e descreve a capacidade do método em resistir a variacbes das condicdes
analiticas, como pH e composicdo da fase movel (BRASIL, 2003). No presente
trabalho, como a otimizacdo do método envolve variacdes de diversas condic¢des,
assume-se que a robustez ja foi avaliada, pois dados sobre a influéncia dessas

modificacdes sobre o método sdo fornecidas.
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5.3.1 Seletividade

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validagcdo de um
método analitico e se esta nao for assegurada, outros parametros como a
linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidos. Dentre as
varias maneiras em que a seletividade pode ser avaliada, esta a comparacdo da
matriz isenta do analito de interesse com a matriz fortificada com o analito. Dessa
maneira, nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de retencdo do analito de
interesse (INMETRO, 2010; FDA, 2013; RIBANI et al., 2004).

As Figuras 28 e 29 mostram que o método desenvolvido obteve boa
seletividade ao ser realizada a comparagédo de uma amostra do pool de urina branca
com uma amostra fortificada com os analitos no limite inferior de quantificacéo.
Observa-se que ndo ha, no tempo de retencdo dos analitos, a presenca de
interferentes, os quais poderiam prejudicar a adequada identificagdo e quantificacdo
dos compostos. Da mesma maneira, as Figuras 30 (pag. 75) e 33 a e b (pag. 86)
ratificam a boa seletividade observada anteriormente ao ndo ser constatada
interferéncia dos solventes e reagentes utilizados no processo de extracdo na
andlise de amostra de agua ultrapura fortificada, nem interferéncia dos metabdlitos
dos adulterantes, da cocaina ou de outras substancias que possam estar presentes

em amostras de urina de usuarios de cocaina, respectivamente.
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Figura 28: Cromatograma obtido a partir da andlise de uma
amostra do pool de urina branca através da microextra¢do por
DLLME-SFO sob as condi¢des especificadas na Tabela 9 e da
andlise cromatografica sob as condicbes especificadas na
Tabela 3.
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Figura 29: Cromatograma obtido a partir da anélise de uma amostra do
pool de urina branca fortificada com os adulterantes da cocaina no limite
inferior de quantificacéo e o padrdo interno através da microextragédo por
DLLME-SFO sob as condi¢des especificadas na Tabela 9 e da andlise
cromatografica sob as condi¢Bes especificadas na Tabela 3. 1: Cafeina;

2: Levamisol; 3:

Lidocaina; 4: Propranolol; 5: Fenacetina; 6: Diltiazem; 7:

Hidroxizina.
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Figura 30: Cromatograma obtido a partir da analise de uma amostra de
agua pura fortificada com os adulterantes da cocaina (1875 ng.mL™) e o
padrdo interno (937,5 ng.mL™) através da microextracdo por DLLME-
SFO sob as condicdes especificadas na Tabela 9 e da andlise
cromatografica sob as condi¢bes especificadas na Tabela 3. 1: Cafeina;

2: Levamisol; 3:
Hidroxizina

Lidocaina; 4: Propranolol; 5: Fenacetina; 6: Diltiazem; 7:
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5.3.2. Limite Inferior de Quantificacdo

A determinacéo do LIQ representa um compromisso entre a concentracéo, a
precisdo e a exatiddo exigidas. O método mais utilizado é o da relacdo sinal-ruido
para técnicas analiticas em geral, porém em técnicas analiticas de separagcdo, como
as cromatograficas, a medicdo do ruido é muitas vezes subjetiva, jA que a curva
analitica é construida com a area e ndo somente o sinal do detector. Além disso, o
limite de quantificacdo pode ser afetado pelas condicbes cromatograficas devendo
ser levado em consideragao tanto o tipo quanto o tempo de uso da coluna (RIBANI
et al., 2004).

De acordo o FDA (2013), o menor ponto da curva pode ser o limite inferior de
guantificacdo se o pico correspondente ao analito for identificavel e reprodutivel e se
a concentracdo calculada a partir da resposta tiver precisdo (expressa como
coeficiente de variagdo) que néo exceda 20% e exatiddo (expressa como erro
relativo) que ndo exceda 20%.

A Tabela 10 demonstra que foi possivel determinar a lidocaina, fenacetina,
diltiazem e hidroxizina na concentracéo de 187,5 ng.mL™ e a cafeina e o levamisol

na concentracdo de 312,5 ng.mL™ com precisdo e exatiddo aceitaveis.

Tabela 10: Precisdo e exatiddo da andlise dos adulterantes da cocaina no limite inferior de
guantificacdo, equacéo da reta e coeficiente de correlagdo das respectivas curvas analiticas.

Adulterantes Co(nn(;e.nmtlr_r’fllfiao deroaerfi:glggtﬁ) %) Erro (rozl)atlvo Equacéo da reta r
Cafeina 346,04 10,74 10,73 y = 6.10™°x + 0,0008 0,9931
Levamisol 284,42 9,35 -8,98 y =7.10°x — 0,0073 0,9925
Lidocaina 158,6 10,49 -15,41 y = 0,0003x — 0,0251 0,9912
Fenacetina 201,89 14,69 7,68 y =0,0014x + 0,0433 0,9956
Diltiazem 187,28 6,79 -0,12 y =0,0019x + 0,0213 0,9923
Hidroxizina 212,13 10,65 13,14 y =0,0014x + 0,0248 0,9907

Resultados obtidos através da microextragcdo por DLLME-SFO sob as condi¢cbes especificadas na
Tabela 9 e da analise cromatogréafica sob as condices especificadas na Tabela 3.

5.3.3 Linearidade

A linearidade fornece a relacdo de proporcionalidade entre a resposta do

instrumento e a concentracdo do analito. Esta resposta deve ser reprodutivel e
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obtida a partir da curva analitica. A curva analitica deve ser preparada na mesma
matriz biolégica que a amostra através da fortificagdo da matriz com concentragdes
conhecidas do analito (FDA, 2013).

A relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo do analito é expressa
como uma equacdo de reta e, além dos coeficientes de regressao a e b, também é
possivel calcular o coeficiente de correlacdo. Este parametro descreve uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes
de regresséao estimados (FDA, 2013; BRASIL, 2003; INMETRO, 2010).

Como a resposta do detector varia dependendo do analito, dois intervalos de
concentracado foram utilizados (312,5 — 3125 ng.mL™* para cafeina e levamisol; 187,5
— 1875 ng.mL™! para lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina). A partir da
analise estatistica de regresséo linear dos minimos quadrados verificou-se que o
meétodo desenvolvido foi linear no intervalo proposto, apresentando coeficientes de
correlacdo r >0,9907 para todos os analitos. Os resultados estéo descritos na Tabela
10 e nas Figuras 31 e 32.
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Figura 31: Curva analitica da cafeina e do levamisol no intervalo de concentragdo 312,5 — 3125
ng.mL™" obtida através da microextracdo por DLLME-SFO sob as condi¢des especificadas na

Tabela 9 e da analise cromatogréafica sob as condicdes especificadas na Tabela 3.
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Figura 32: Curva analitica da lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina no intervalo de
concentracdo 187,5 — 1875 ng.mL™' obtida através da microextracdo por DLLME-SFO sob as
condicdes especificadas na Tabela 9 e da andlise cromatogréfica sob as condi¢cdes especificadas
na Tabela 3.

5.3.4 Recuperacao

Este parametro é primordial para a avaliagdo da eficiéncia do método
desenvolvido (FDA, 2013). E importante frisar que dificilmente um método recupera
100% dos analitos presentes na matriz bioldgica, pois sdo muitas vezes inerentes ao
processo de preparo de amostra a coprecipitacdo, a perda de volume do extrato
devido ao processo manual de coleta da gota, entre outras limitacdes (PENG;
CHIOU, 1990).

Os resultados indicam que ha perda de analitos durante o processo de
extracdo e estdo de acordo com o estudo realizado por Vera-Avila e colaboradores
(2013). Neste estudo, poluentes com coeficientes de particdo (log P) bastante
variados (0-7) foram extraidos de amostras de agua utilizando a DLLME-SFO e o 1-
dodecanol como solvente extrator e os resultados mostraram que a recuperacao dos
analitos esta fortemente associada aos seus respectivos log P (lipofilicidade). Para
poluentes com log P entre 3-7, a recuperacao foi > 70% e para poluentes com 1,4 <
log P < 2,8 a porcentagem de recuperacéo esteve compreendida entre 13 e 62%,
ambos os resultados com valores de precisdo aceitaveis. Contudo, para poluentes
com log P < 1 a recuperacéo foi proxima de zero. Os analitos extraidos no presente
estudo possuem log P entre -0,07 e 2,7 e os valores meédios de recuperacéo

variaram de 6,0 a 42,6%, que foram semelhantes aos observados no estudo de
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Vera-Avila e colaboradores (2013) ou até ligeiramente inferiores, pois a urina é uma
matriz mais complexa que a agua.

Embora os resultados de recuperacdo ndo tenham sido elevados, a FDA
(2013) informa que a recuperacdo nao precisa necessariamente ser 100%, mas a
extensdo da recuperacdo do analito e do padrdo interno deve ser consistente,
precisa e reprodutivel e isso pode ser verificado na Tabela 11.

Tabela 11: Recuperacéo dos adulterantes da cocaina empregando a microextracdo por DLLME-SFO.

Recuperacao (%) (n=3)/ %CV

Analitos
Baixa* Média* Alta*

Cafeina 11,95/13,54 4,46/13,56 1,60/12,29
Levamisol 11,40/2,24 7,10/13,46 6,52/10,82
Lidocaina 19,06/11,01 11,96/10,17 20,26/9,62
Fenacetina 22,04/2,38 16,89/12,99 14,27/14,49
Diltiazem 34,40/7,68 25,23/13,58 26,65/12,41
Hidroxizina 48,16/7,56 42,25/10,90 37,36/10,34

* Concentracdo baixa € equivalente a 375 ng.mL™; Concentracao média é equivalente a 1031 ng.mL’
L Concentracgdo alta é equivalente a 1500 ng.mL'1 para lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina;
e 2500 ng.mL'1 para cafeina e levamisol. Resultados obtidos através da microextracdo por DLLME-
SFO sob as condicdes especificadas na Tabela 9 e da andlise cromatografica sob as condi¢des
especificadas na Tabela 3.

5.3.5 Precisdo e Exatidao

A precisdo e a exatiddao sdo parametros muito importantes na avaliagdo do
desempenho de um método analitico, pois determinam a extensdo do erro nas
analises realizadas (PENG; CHIOU, 1990). Para os testes de precisdo e exatidao,
foram utilizadas trés concentracdes: uma concentracdo baixa, uma intermediaria e
uma alta em quintuplicata, a fim de avaliar a faixa linear da curva analitica e utiliza-la
com confiabilidade para a quantificacédo das amostras.

A FDA e a ANVISA subdividem o parametro precisdo em intra e intercorrida.
A precisao intracorrida representa a concordancia entre os resultados de medi¢cdes
sucessivas de um mesmo meétodo, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de
medicdo. A precisao intercorrida indica o efeito das variagbes dentro do laboratério
devido a eventos como dias ou analistas diferentes. A precisdo intermediaria é
reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um
anico laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada (FDA, 2013;
BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).
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A exatiddo consiste na proximidade dos resultados obtidos pelo método em
avaliacdo em relagéo a um valor considerado verdadeiro. Uma das maneiras em que
este parametro pode ser avaliado é pelo célculo do ER (INMETRO, 2010; SNYDER,;
KIRKLAND; DOLAN, 2010). Na Tabela 12, sdo mostrados os valores do CV e do ER
calculados nos testes de precisdo e exatidao, respectivamente. Os valores estéo
abaixo do méximo estabelecido (<15%) pela ANVISA e FDA (BRASIL, 2003; FDA,

2013), o que permite concluir que o método foi suficientemente preciso e exato.
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Tabela 12: Preciséo e exatiddo intra e intercorrida das analises dos adulterantes da cocaina em urina empregando a microextragdo por DLLME-SFO.

Exatiddo (%ER) (n=5) Precisdo (%CV) (n=5)

Analitos Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida
Baixa* Média* Alta* Baixa* Média* Alta* Baixa* Média* Alta* Baixa* Média* Alta*
Cafeina 5,83 -0,59 6,05 4,45 -0,65 4,45 10,18 6,02 6,90 10,55 9,53 8,42
Levamisol 6,82 9,50 14,17 3,96 7,94 5,45 7,53 1,81 11,00 9,45 9,58 8,86
Lidocaina 8,16 2,08 7,21 2,40 -3,94 7,05 5,33 9,56 9,37 8,06 11,51 6,68
Fenacetina -11,98 -7,62 10,31 -2,11 2,31 7,63 14,40 11,85 6,97 11,30 11,23 6,63
Diltiazem 13,30 8,10 14,62 8,85 10,03 9,84 6,80 7,16 9,08 7,43 5,97 3,50
Hidroxizina 9,86 11,05 12,48 1,18 4,67 7,07 7,66 4,59 7,58 9,66 5,98 6,20

* Concentracdo baixa é equivalente a 375 ng.mL™; Concentracao média é equivalente a 1031 ng.mL™"; Concentracgdo alta é equivalente a 1500 ng.mL™
para lidocaina, fenacetina, diltiazem e hidroxizina; e 2500 ng.mL'l para cafeina e levamisol. Resultados obtidos através da microextragcdo por DLLME-
SFO sob as condic¢des especificadas na Tabela 9 e da analise cromatogréfica sob as condi¢des especificadas na Tabela 3.
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5.3.6 Estabilidade

A estabilidade das amostras foi avaliada para verificar o comportamento dos
analitos mediante as condi¢cdes normais de trabalho, pois para gerar resultados
confiaveis e reprodutiveis, as amostras devem estar estaveis até o final da sua
andlise. A estabilidade dos compostos em liquidos biologicos depende de varios
fatores como: tipo de matriz biolégica, material e modo de acondicionamento
utilizado e as propriedades quimicas do analito. Dessa maneira, as condicfes de
realizacdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais condi¢cbes de
manuseio e analise das amostras (FDA, 2013; BRASIL, 2003).

Mediante as condi¢cdes utilizadas, ndo houve ocorréncia de degradacao
significativa para todos os compostos, conforme dados da Tabela 13. Mesmo assim,
adotou-se a precaucdo de manter as amostras de urina armazenadas o menor
tempo possivel, pois tempos longos de estocagem aumentam a probabilidade de
degradacdo dos compostos de interesse, com subsequente formacao de metabdlitos
e outros subprodutos nas analises seguintes (RIBANI et al., 2004). Outras medidas
implementadas consistem em descongelar as amostras uma Unica vez, minutos
antes do seu processamento e deixa-las sem refrigeracdo somente o tempo

necessario.

Tabela 13: Estabilidade dos adulterantes da cocaina na urina apds ciclos de congelamento e
descongelamento e apés 24h em temperatura ambiente.

p

Adulterantes  Concentracéo (ng.mL’l) Estabilidade de Estabilidade ap6s ciclos de
curta duragdo* congelamento-
descongelamento**

Cafef 375 0,2037 0,0517

aleina 2500 0,7446 0,3323

. 375 0,8085 0,3718
Levamisol

2500 0,5965 0,3082

. . 375 0,3390 0,5739
Lidocaina

1500 0,1545 0,9059

E i 375 0,2944 0,3882

enacetina 1500 0,8803 0,6329

- 375 0,0882 0,0579
Diltiazem

1500 0,0987 0,0551

. . 375 0,3172 0,0642
Hidroxizina

1500 0,1426 0,4252

* Amostras mantidas a temperatura ambiente (25°C) por 24h;**Amostras submetidas a trés ciclos de
24h de congelamento-descongelamento (-20°C; 25°C). Resultados obtidos através da microextragéo
por DLLME-SFO sob as condi¢Ges especificadas na Tabela 9 e da analise cromatografica sob as
condicdes especificadas na Tabela 3.
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5.4 Aplicagao

Para avaliar a viabilidade do método proposto para a analise simultanea dos
principais adulterantes da cocaina em urina humana, o método desenvolvido e
validado foi utilizado para a andalise de amostras de urina de cinco usuarios de
“cocaina de rua” (n=2 para cada amostra). Os resultados sdo mostrados na Tabela
14 e o cromatograma da amostra de urina do usuario 4 € apresentado na Figura 33
aeb.

Os cinco usuarios que participaram desta pesquisa apresentavam-se na faixa
etéria de 20-52 anos, com 2 a 14 anos de consumo de cocaina. Os usuarios 1, 2 e 3
eram assistidos pelo CAPS-AD Eulampio Cordeiro e eram provenientes de bairros
inseridos na Regido Politico-Administrativa (RPA) IV de Recife (Torrbes, Varzea e
Cordeiro). O usuério 3 ainda nédo era abstinente e os usuarios 1 e 2 forneceram
amostra de urina ap0s relatar recaida no tratamento, estando antes entre 12 a 18
meses em abstinéncia. Participaram também dois usuarios que ndo eram assistidos
pelo CAPS-AD (4 e 5), estes ndo estavam em abstinéncia e eram provenientes da
RPA V de Recife (Coqueiral) e de Olinda. Os usuarios 1, 2 e 5 relataram ja ter
apresentado em algum momento algum sintoma de intoxicacdo por cocaina, mas
nao foram hospitalizados.

Em todas as amostras pelo menos um dos adulterantes foi identificado. Isso
revela certo grau de refinamento que é encontrado em drogas apreendidas em
estados do Brasil mais distantes das fronteiras com os principais produtores de
cocaina (Coldmbia, Peru e Bolivia) como, por exemplo, Pernambuco (GOULART-
JUNIOR et al., 2012).

Os adulterantes encontrados em maior concentracdo foram a cafeina e a
fenacetina e os mais frequentemente encontrados foram a cafeina, o diltiazem e a
hidroxizina. Apesar de que nas amostras analisadas no presente estudo, a cafeina
tenha sido identificada também devido ao consumo de bebidas e medicamentos
contendo este farmaco, 0 consumo por outros meios ndo invalida sua determinacéo
como adulterante, pois varios trabalhos mostram a cafeina como sendo o
adulterante mais frequentemente utilizado e fazendo parte de grande quantidade na
amostra (BERNARDO et al., 2003; FLORIANI et al., 2014; MAGALHAES et al.,
2013). No estudo realizado por Magalhdes e colaboradores (2013), a cafeina esteve

presente em 76% das amostras de cocaina em concentragdes variando de 5,5 a
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645,3 mg.g~*. No estudo realizado por Floriani e colaboradores (2014), em amostras
de cocaina apreendidas no estado do Parana, 37,4% das amostras continham
cafeina cuja composicao na droga chegou até 87,8%.

A fenacetina também € um adulterante frequentemente identificado na
“cocaina de rua” ndo s6 no Brasil como também na Europa (BROSEUS et al., 2015;
SCHNEIDER; MEYS, 2011; MALDANER et al., 2015). Conforme estudo realizado
por Maldaner e colaboradores em 2015, a fenacetina foi o adulterante encontrado
em maior quantidade na composicdo da base livre da cocaina (24%) o que
corrobora com os dados apresentados na Tabela 14.

O diltiazem e a hidroxizina foram identificados em quatro das cinco amostras,
assim como a cafeina. Nos trabalhos sobre a composicdo das amostras de cocaina
apreendidas, observa-se que a hidroxizina e o diltiazem aparecem em menor
frequéncia e a lidocaina e levamisol aparecem sendo identificados em grande
namero de amostras e em elevadas concentracdes, o que ndo foi observado no
presente trabalho. Isso sugere que a cocaina utilizada pelos usuarios pode advir de
fornecedores da mesma localidade, pois a facilidade de se obter os adulterantes e a
sua utilizacdo é caracteristica de cada regido (BOTELHO et al., 2014; FLORIANI et
al., 2014; MALDANER et al., 2015; GOULAR-JUNIOR, 2012).

Estudos mostram ainda que o diltiazem e a hidroxizina sdo encontrados nas
amostras apreendidas correspondendo a pequena porcentagem na composi¢ao da
droga quando comparados aos outros adulterantes (BOTELHO et al., 2014;
MALDANER et al., 2015). Isso reflete a dificuldade que foi apresentada na
quantificacdo desses compostos nas amostras de urina dos usudrios, as quais
apresentaram concentracdes abaixo do LIQ. Pode-se supor também que a diluicdo
do extrato no final do procedimento de DLLME-SFO possa ter reduzido a
sensibilidade do método dificultando a quantificacdo dos analitos em niveis baixos
de concentracdo. Contudo, deve-se ainda levar em consideracdo que as amostras
coletadas ndo foram provenientes de usuarios intoxicados com cocaina adulterada,
apresentando, portanto menor concentracdo desses compostos.

A presenca dos adulterantes da cocaina no organismo dos usuarios é de
grande preocupacdo. No que concerne aos usuarios do CAPS-AD em tratamento,
estes adulterantes podem interagir com 0s medicamentos prescritos causando
varios outros problemas de salde que néo s6 os causados pela cocaina. De acordo

com o Drug Interaction Checker do Medscape, a hidroxizina e o diltiazem interagem
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com o diazepam, benzodiazepinico frequentemente prescrito para usuarios em
tratamento no CAPS-AD, mas também em atendimento de urgéncia no hospital em
caso de intoxicagcdo aguda por cocaina (BODMER et al., 2014). A hidroxizina
aumenta o poder sedativo do diazepam devido as suas propriedades farmacoldgicas
e o diltiazem aumenta as concentracdes plasméticas do diazepam por alterar seu
metabolismo via CYP 3A4. Estas interacées podem requerer ajuste de dosagem do
diazepam e sao classificadas como importantes (necessario monitoramento)
(MEDSCAPE, 2015).

Além disso, os adulterantes podem interagir com outras drogas licitas e ilicitas
utilizadas concomitantemente, como maconha, tabaco e bebidas alcodlicas. A
hidroxizina, por exemplo, aumenta o efeito sedativo do alcool e da maconha. A
maconha pode afetar o metabolismo do diltiazem via CYP 3A4, dificultando sua
eliminagcdo do organismo. Estas interagbes também s&o classificadas como
importantes (MEDSCAPE, 2015).

Os adulterantes também podem interagir com medicamentos de uso crénico
gue o usuario pode estar ingerindo, como a sinvastatina consumida pelo usuario 2.
De acordo com a base de dados Micromedex® (2015), o uso concomitante de
sinvastatina e diltiazem pode aumentar as concentracdes séricas de sinvastatina e
aumentar o risco de miopatia, incluindo rabdomidlise. Vale ressaltar que miopatias e
rabdomidlise sdo problemas de saude que também podem ser causados pela
cocaina (SELVARAJ et al., 2013; O'CONNOR et al., 2015).

Exames laboratoriais de rotina também podem ser alterados pelos
adulterantes da cocaina. A lidocaina pode interferir nos resultados de exame de
creatinina, 0s quais aparecerdao com valores mais altos devido a sua interferéncia no
ensaio com Kodak Ektachem®. Dessa maneira, é recomendado o uso do método
Jaffe (MICROMEDEX, 2015).

Diante do que foi discutido, a determinagdo dos adulterantes da cocaina
representa uma ferramenta que pode ser utilizada a fim de contribuir com o
diagnostico das intoxicacBes por estes compostos, assim como contribuir para a

adequacao do esquema terapéutico utilizado nos pacientes intoxicados.
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Tabela 14: Aplicacdo da DLLME-SFO em amostras de urina de usuarios de cocaina.

Adulterantes (ng.mL™) (CV) n=2 Medicamentos e drogas

Usuarios Quantidade Ultimo licitas e ilicitas
Cafeina Levamisol Lidocaina Fenacetina Diltiazem Hidroxizina consumida uso consumidas
Bebida alcodlica, Bebida
1- Homem cafeinada, Tabaco,
52 anos’ 20 pedras de . Dipirona, Cafeina
. >LSQ n.d. n.d. n.d. <LIQ <LIQ crack por dia 7 dias A '
proveniente . Orfenadrina, Diazepam,
. durante 5 dias .
da Varzea Levomepromazina e
Paroxetina
2- Homerln 10 pedras de Bebida alcodlica, Bebida
35 anos 200,38 . cafeinada, Tabaco,
proveniente n.d. n.d. n.d. (11,94) <LIQ <LIQ crackh((j)Lrjgnte 5 4 dias Maconha, Solventes,
do Cordeiro Carbamazepina, Diazepam
e Sinvastatina
3:;8H§:£r1n 735,25 Aproximadamente Bebida alcodlica, Bebida
roveniente (1,89) n.d. n.d. <LIQ n.d. n.d. 8 pedras de crack 3 dias cafeinada, Carbamazepina,
%e Torres durante 4 horas Diazepam e Dipirona
42_9H::;§T 543 73 499 33 Nao soube Bebida alcodlica, Bebida
roveniente (10 ’45) <LIQ <LIQ 7 42) <LIQ <LIQ afirmar quantas 5h cafeinada, Maconha e
pde Olinda ' ' pedras de crack Solventes
5- Mulher 29 de clordrato Bebida alcodlica, Bebida
20 anos 415,70 . cafeinada, Maconha,
proveniente  (4,50) <LiQ n.d. n.d. <LIQ <LIQ durante 5 dias Tabaco Gestodeno e
; aproximadamente . .
de Coqueiral 6h Etinilestradiol

1: Usuario do CAPS-AD Eulampio Cordeiro; 2: usuario que espontaneamente declarou ter usado cocaina. LIQ: Limite Inferior de Quantificacdo; LSQ: Limite
Superior de Quantificagdo (acima da concentracdo mais alta da curva analitica); n.d.: ndo detectado. Resultados obtidos através da microextragdo por
DLLME-SFO sob as condi¢cbes especificadas na Tabela 9 e da andlise cromatografica sob as condi¢des especificadas na Tabela 3.
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Figura 33: Cromatograma de amostra de urina do usuério 4, submetida a extracdo pelo método proposto utilizando a DLLME-SFO (linha
continua) sobreposto com o cromatograma das solugfes-padrdo dos adulterantes e do padréo interno a 409,84 ng.mL'1 (linha tracejada)(a). A
Figura 34b mostra os trés primeiros picos e os dois ultimos picos ampliados para melhor visualizacéo. (1) Cafeina; (2) Levamisol; (3) Lidocaina; (4)
Propranolol; (5) Fenacetina; (6) Diltiazem; (7) Hidroxizina.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi apresentado o desenvolvimento, a validagéo e a aplicacéo
de um novo método analitico para a determinacdo simultdnea dos principais
adulterantes da cocaina em urina humana empregando como técnica de preparo de
amostra a DLLME-SFO e como técnica de analise a CLAE-DAD.

Este método foi desenvolvido com sucesso e em relacdo a técnica de
separacdo por CLAE-DAD, o método demonstrou ser adequado para a finalidade
proposta, pois apresentou adequados fatores de retencdo, de separacao, resolucao
e numero de pratos para os adulterantes estudados e o padréo interno. O método
otimizado provou ser simples e econbmico, além de ser uma alternativa
ambientalmente favoravel, pois a utilizacéo de solventes orgéanicos € reduzida.

A validacao foi concluida e os resultados mostraram que este método oferece
boa linearidade, precisdo e exatiddo dentro do intervalo de concentracao
investigado, além de os analitos apresentarem-se estaveis na matriz bioldgica, o que
€ primordial para o sucesso da quantificacdo dos compostos. Ainda, o método foi
aplicado em cinco amostras de urina de usuarios de cocaina e pelo menos um
adulterante foi identificado em todas as amostras.

Espera-se que este trabalho, que foi o primeiro a combinar o uso da DLLME-
SFO e do CLAE-DAD para a determinacdo dos principais adulterantes da cocaina
em urina humana, contribua para a rapidez e precisdo do diagnostico das
intoxicacdes agudas pelos adulterantes da cocaina e que possa ser utilizado para o

adequado planejamento das medidas terapéuticas de escolha.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Desenvolvimento de método analitico para determinacédo dos

principais adulterantes da cocaina em urina humana

Eu, Jfui

procurado(a) pela pesquisadora Lais Cristina Santana Sena para colaborar no

projeto de pesquisa com titulo acima citado a ser realizado na Universidade Federal
de Sergipe. Nesse estudo uma amostra de 20 mL de urina sera coletada para
exames laboratoriais. Esses exames ndo significam qualquer risco para minha
saude, podendo trazer informagfes que ajudardo no futuro, pacientes em tratamento
de intoxicagfes por cocaina adulterada.

Estou ciente de que os dados obtidos através das analises mencionadas
poderdo ser a mim comunicados quando solicitados, bem como todas as
informacBes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais e minha
identidade serd mantida em sigilo. Somente os pesquisadores envolvidos no projeto
mencionado terdo conhecimento dos dados. Também estou ciente de que nédo
havera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada
sera pago por minha participacao.

Fui informado (a) que terei a liberdade de retirar meu consentimento a
qualquer momento e deixar de participar do estudo. Afirmo que entendi tudo o que
estd escrito acima e concordo em participar do projeto de pesquisa. Confirmo que

recebi a copia deste termo de consentimento.

Recife-PE, / / Ficha n°

Nome:

Assinatura: ou

Impresséo digital
Pesquisador Responsavel: Lais Cristina Santana Sena.
Telefone: (79) 9116-9486 E-mail: laiscris4@hotmail.com


mailto:laiscris4@hotmail.com
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ANEXO B- FORMULARIO PARA VERIFICACAO DO PERFIL DE CONSUMO DE
COCAINA

Data da coleta: [/ N° da amostra:

Idade:

1.

2. Sexo: () Masculino( ) Feminino
3. Bairro/Cidade
4

Quando utilizou cocaina/crack pela ultima vez?

( ) ultimas 2 horas

( ) entre 2 e 6 horas

( )entre 6 e 12 horas
() entre 12 e 24 horas
() mais de 24 horas.

Qual a quantidade consumida neste Gltimo uso?

Qual a via de consumo utilizada? ( ) Nasal ( ) Pulmonar ( )

Qual é (era) a frequéncia de consumo?

Quanto tempo de uso?

© ©o N o O

Ja teve algum caso de intoxicacao e/ou overdose?

10. Usa ou ja usou recentemente alguma outra droga?( ) Sim ( ) N&o (pular para 14%)
11. Sesim, qual(is) outra(s) droga(s) utiliza(ou)?

) Bebida alcodlica

) Tabaco

) Maconha

) Heroina

(

(

(

(

() Anfetamina (“rebite”) ou Metanfetamina (“ice”
( ) Ecstasy
( )LSD
() Cola de sapateiro

() Outras? Qual?

12. Com que frequéncia usa(ou) essa outra droga?

13. Ha quanto tempo usa(ou) essa outra droga?

14. Usou algum desses medicamentos nas Gltimas 24h?

( ) Paracetamol
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( ) Cafeina

() Levamisol

( ) Hidroxizina

( ) Diltiazem

( ) Propranolol

( ) Lidocaina

() Outros? Qual?

15. Com que frequéncia consome café?

16. Qual a ultima vez que consumiu café?
( ) ultimas 2 horas
( ) entre 2 e 6 horas
( )entre 6 e 12 horas
() entre 12 e 24 horas
() mais de 24 horas.

17. Com que frequéncia consome refrigerante?

18. Qual a ultima fez que consumiu refrigerante?
( ) ultimas 2 horas
( )entre 2 e 6 horas
( )entre 6 e 12 horas
() entre 12 e 24 horas

() mais de 24 horas.
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ANEXO C- APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS DO HOSPITAL UNIVERSITARIO-HU/UFS
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ARACAJU/ UNIVERSIDADE W""’p
FEDERAL DE SERGIPE/ HU-
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mummﬁamﬁm%m;% @3 COCAIND eMpreganan heoricas

PebQuinadon Lals CASIRa Sarand 2ena

4rea Tematica:

Vemdo: 2

CAAE: 21543215 700005545

INaTtui; 30 Proponents: FUNDACAC UNIVERSIDADE FECERAL DE SERGISE
Patrocinador Principal Franclaments Sropna

DaDO0s DO PARECER

Mormeno do Parscer: 1.10£6.450
Dats o Redatoria: 12082015
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ANEXO D- APROVACAO PELA COORDENACAO DE SAUDE MENTAL DO
MUNICIPIO DE RECIFE-PE

PREFEITURA DO
RECIFE

SECRETARIA DE SAUDE
Secretaria Executiva de Gestao do Trabalho e Educagao na Saude
Divisao de Educagao na Saude

Cl n°. 047 / 2015 — DES/GFES/SEGTES/SESAU

L s FERE

Recife, 25 de junho de 2015.

Prezado/a Senhor/a,

Informamos que Lais Cristina Santana Sena pesquisadora do Mestrado

em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Sergipe, esta

e

autorizada, a desenvolver o projeto de pesquisa, nesse servico, sob o titulo
“Analise Cromatografica dos Principais Adulterantes da Cocaina
Empregando Técnicas Modernas de Microextracao”.

Solicitamos agendamento com a pesquisadora para definicao de

cronograma de realizagdo da pesquisa, considerando a disponibilidade do
Servico.

Periodo da coleta de dados: junho a dezembro/ 2015.
Finalizagdo do projeto: fevereiro / 2016.

Cordialmente,

Ju ibeiro
Chefe de Divisao de Educagao na Saude
Juliana Ribeiro
Divisdo de Educagdo na Saide

DES/SEGTES/SESAU/PCR
Matricula n® 99.986-8

llimo. Sr.
Manoel Ferreira
Coordenagao de Saude Mental
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ANEXO E- CERTIFICADO DE APRESENTACAO DE POSTER EM CONGRESSO

' ? ’.‘. Sociedade
1 u @ %?miuersary i Brasileira de

INTERNATIONAL UNION OF TOXICOLOGY . Toxicolo g ia

CERTIFICATE

We hereby certify that the abstract:

DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHOD FOR DETERMINATION OF COCAINE’S MAJOR ADULTERANTS
IN HUMAN URINE

LA[S CRISTINA SANTANA SENA, CARLOS VINICIUS COSTA DA CONCEICAO, RODRIGO BRITO SANTOS, MARIA
FERNANDA PIMENTEL AVELAR, DANIELLE CRISTINE ALMEIDA SILVA DE SANTANA, FERNANDO JOSE MALAGUENO

was presented in a POSTER form at the 9th Congress of Toxicology in

Developing Countries — CTDC9 / XIX Congresso Brasileiro de Toxicologia —
CBTox in Natal/RN - Brazil, held on November 7-10, 2015.

Natal, November 07th, 2015.

(///‘ '{v }{/ / /;‘v,:,.‘!,\\ & (= ——c
Daniel Junqueird Dorta Herman Autrup
President of The Brazilian Society of President of the International Union

Toxicology - SBTox of Toxicology - IUTOX
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ANEXO F- CARTA CONVITE DA REVISTA TOXICOLOGY

Dear Lais Cristina Santana Sena
The guest editors of Toxicology are pleased to invite you to submit a complete version of the abstract:

DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHOD FOR DETERMINATION OF COCAINE’S MAJOR ADULTERANTS IN
HUMAN URINE" for publication in the special issue designed for the 9™CTDC and XIX CBTox .

It is important to highlight that the peer review process will be absolutely normal and THIS INVITATION DOES
NOT MEAN THAT THE MANUSCRIPT IS ALREADY ACCEPTED FOR PUBLICATION.
Please, submit the full version of your manuscript assessing the website of TOXICOLOGY

(http://www.journals.elsevier.com/toxicology/), and log in to the website using your username and password,

previously registered.

Click on “submit paper” and in the first page, at the “select article type” you must choose “s1:9" CTDC and XIX

CBTox”. After that, the submission process will be the same.
Note that the deadline for the submission in November, 20“‘, 2015.

Please, confirm the receipt of this invitation letter until October, 30“‘, 2015. If not, your submission will not

be accepted.
Sincerely,

Guest Editor - Toxicology


http://www.journals.elsevier.com/toxicology/
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ANEXO G- COMPROVANTE DE REVISAO DO ARTIGO

Ms. No.: TOX-15-887

Title: DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION BASED ON SOLIDIFICATION OF FLOATING ORGANIC DROP
AND HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY TO THE ANALYSIS OF COCAINE'S MAJOR ADULTERANTS
IN HUMAN URINE

Corresponding Author: Dr. Fernando José Malaguefio Santana

Authors: Lais C Sena; Humberto R Matos; Haroldo S Ddrea; Maria F Pimentel; Danielle C Santana;

Dear Dr. Santana,

The review of your manuscript submitted to Toxicology is complete. The reviewers have made suggestions that
| feel would improve the quality and significance of your manuscript. | encourage you to consider these
comments and make an appropriate revision of your manuscript. The reviewers' comments are below.

Once you have addressed all comments by the reviewers and your revised manuscript is complete please
submit your revision online by logging onto the Elsevier Editorial System for Toxicology:
http://ees.elsevier.com/tox/

Your username is: fmalagueno
If you need to retrieve password details, please go to: http://ees.elsevier.com/TOX/automail query.asp

You can find the manuscript record listed under "Submissions Needing Revisions." Click "Revise" when you are
ready to submit your revision.

When submitting your revised paper, please include a separate document uploaded as "Response to Reviews"
that carefully addresses the issues raised in the below comments, point by point. You should also include a
suitable rebuttal to any specific request for change that has not been made.

To facilitate the electronic publication of your manuscript (should it be accepted), we request that your
manuscript text, tables and figure legend be submitted in an editable format (Word, WordPerfect, or LaTex
only), and all figures uploaded individually as TIF or EPS files.

For guidelines on how to submit your revised manuscript please go the following
address: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/p/7923/a id/115

Thank you, and we look forward to receiving your revised manuscript, hopefully within 30 days of this letter.

With best regards,

Daniel J. Dorta, PhD
Special Issue Managing Guest Editor
Toxicology


http://ees.elsevier.com/tox/
http://ees.elsevier.com/TOX/automail_query.asp
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/p/7923/a_id/115

