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RESUMO

Investigacdo do consumo de &lcool, cocaina e crack por vitimas de homicidio
na regiao metropolitana de Vitoria - ES.

Antecedentes: O uso de drogas de abuso é frequentemente relacionado a violéncia,
mas nado ha ou existem poucos estudos que tenham apresentado andlises
toxicoldgicas quantitativas em vitimas fatais.

Objetivo: Identificar e quantificar alcool, cocaina e metabolitos, e crack através do seu
produto de pirdlise em vitimas de homicidios na Regido Metropolitana da Grande
Vitoria.

Métodos: Trata-se de um estudo transversal, que examina a presenca e as
concentracbes sanguineas de alcool, cocaina e benzoilecgonina (BEG) e
anidroecgonina metil éster (AEME), como indicativo de uso de crack, em uma amostra
de 485 de 1005 vitimas de homicidios na Regido Metropolitana da Grande Vitoria do
Espirito Santo - Brasil durante o ano de 2014.

Resultado: A grande maioria das vitimas (85,3%) foi de jovens com idade entre 18 a
40 anos. Uma alta propor¢cdo destas amostras (48,7%) mostrou somente alcool
(25,8%) ou crack ou cocaina isoladamente (41,1%), ou uma mistura de cocaina e
alcool (33,1%). Uma elevada porcentagem de crack ou cocaina foi encontrada em
extremos de idades: em vitimas muito jovens, menores de 18 anos (73,3%) e entre 18
a 30 anos (52,7%), e em vitimas de idades mais avancadas, 51 a 60 anos (50%) e
acima de 60 anos (66,7%). Embora em numero menor (9,1%), a maioria das vitimas
femininas foram positivas para drogas (54,5%), sendo que a metade (50%) destas
apresentaram crack ou cocaina. As quantidades de alcool foram maiores em vitimas

adultas e mais velhas, a cocaina foi mais frequente entre adultos jovens e o AEME foi



encontrada em vitimas mais jovens. A BEG foi encontrada em maiores quantidades
em mulheres.

Conclusdo: Quase metade da amostra de vitimas de homicidio da Regido
Metropolitana de Vitéria apresentou drogas no sangue. Algumas delas, especialmente
os jovens ou mulheres, com concentragfes sanguineas muito altas de cocaina, BEG

ou AEME.



ABSTRACT

Investigation of the consumption of alcohol, cocaine and crack by homicide

victims in the Metropolitan Region of Vitéria — ES.

Background: The drug of abuse is often related to violence, but there are no studies
or few that show quantitative toxicological analysis in fatal victims.

Aims: To identify and quantify alcohol, cocaine (COC) and metabolite, crack cocaine
through its pyrolysis product in the metropolitan region of Vitoria — ES.

Methods: This was a cross-sectional, single-center study examining the presence
and blood concentrations of alcohol, cocaine and benzoylecgonine (BEG), and
anhydroecgonine methyl ester (AEME), as indicative of crack use, in a sample of 485
out of 1005 homicide victims in a metropolitan region of Southeastern Brazil during the
year 2014.

Result: The great majority (85.3%) was young victims aging less than 18 to 40 years.
A high proportion (48.7%) showed either alcohol alone (25.8%) or crack or cocaine
alone (41.1%), or a mixture of cocaine and alcohol (33.1%). A high percentage of crack
or cocaine was found in extreme ages: the youngest, less than18 years (73.3%) and
18 to 30 years (52.7%), and the oldest, 51 to 60 years (50%) and above 60 years
(66.7%). Although at smaller number (9.1%), females victims were mostly positive for
drugs (54.5%), 50% of which for crack or cocaine. Amounts of alcohol were greater in
adult and old victims, cocaine in young adults and AEME in younger. BEG was found
in higher amounts in women.

Conclusion: Almost half of a sample of homicide victims from an urban region in
southeastern Brazil showed drugs in their blood. Some of them, especially very young

or females, with very high blood concentrations of cocaine, BEG or AEME.



1 INTRODUCAO

O abuso de bebidas alcodlicas e drogas ilicitas tem sido um problema de salde
publica em todo o mundo. Pesquisas demonstram que o0s usos de substancias
psicoativas estdo associados a acidentes automobilisticos, violéncia familiar e social.
(PELICAO et al., 2016; “UNODOC - United Nations Office on Drugs and Crime. Global
Study on Homicide:Trends, Context, Data”, 2012). No Brasil tem se identificado um
alto consumo destas substancias pelos adolescentes em risco e vulnerabilidade

social, com transtornos de humor e transtornos familiares (MADRUGA et al., 2012).

Quando nos referimos ao consumo de &lcool no Brasil, a populacdo em geral
apresenta uma grande quantidade de abstémios, embora o uso da bebida em excesso
seja comum (CAETANO et al., 2012, 2013). Um estudo multicéntrico realizado com
1247 adolescentes em escolas em 124 cidades brasileiras, entre marco de 2013 e
Dezembro de 2014, mostrou que 1/5 beberam pelo menos uma vez nos ultimos 30
dias, concluindo que o consumo de &lcool por adolescentes é bastante frequente
(COUTINHO et al., 2016). Outra pesquisa realizada na cidade de Sao Paulo em 2005
mostrou que foi detectado alcool no sangue de 43% das vitimas de homicidio,
mostrando a relacdo do etanol com a violéncia (ANDREUCCETTI et al., 2009).
Portanto, o alcool continua sendo um grande fator de vitimizacao na nossa populacéo

de jovens e adultos, mulheres ou homens.

Aproximadamente 230 milhGes de pessoas, ou 5% da populacdo adulta do mundo
consumiu algum tipo de droga ilicita pelo menos uma vez em 2010 (“UNODOC -
United Nations Office on Drugs and Crime. Global Study on Homicide:Trends, Context,
Data”, 2012). Um estudo epidemioldgico (NESARC) néo identificou niveis diferentes

de violéncia gerados quando se usa crack ou cocaina, embora se especule que
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usuarios de crack estdo mais propensos a violéncia doméstica (VAUGHN et al., 2010).
Um estudo no Brasil relata uma alta taxa anual de mortes entre usuarios de crack,
sendo que os homicidios corresponderam a 56% das mesmas (DUAILIBI; RIBEIRO;
LARANJEIRA, 2008). O Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas Psicotrépicas
(CEBRID), no VI Levantamento Nacional sobre o consumo de drogas psicotrépicas
entre estudantes do ensino fundamental e médio da escola das redes privadas e
publicas de 27 cidades no ano de 2010, mostrou que o alcool e o tabaco sdo as drogas
mais prevalentes. Embora o uso do crack ndo tenha se destacado, houve um aumento
do consumo da cocaina entre os estudantes naquele periodo (“CEBRID - Centro
Brasileiro de Informacdes sobre Drogas Psicotropicas. VI Levantamento Nacional
sobre o consumo de drogas Psicotropicas entre Estudante da rede de Ensino
fundamental e Médio das redes Publica e Privada de ensino das 27 capitais do ano

de 207, 2010).

Em um levantamento local realizado pelo Laboratério de Toxicologia do Departamento
Médico Legal da Policia Civil do Espirito Santo foi verificado que 44,4% das mortes
violentas na regido da Grande Vitdria exibiu positividade para metabdlitos em teste de
urina para derivados de cocaina (FARIA et al., 2007), porém neste estudo néo foi feita

a distincao entre o uso de crack e cocaina.

Posteriormente introduziu-se uma técnica que possibilita identificar o usuario de crack.
Assim, atualmente a distingdo entre os usuarios de cocaina e crack pode ser realizada
laboratorialmente pela pesquisa do Anidroecgonina metil éster (AEME) e da
benzoilecgonina (BEG) em cromatografia gasosa. O AEME é considerado um
marcador do uso do crack por ser proveniente da pirélise da cocaina quando o crack

€ aquecido no momento do fumo, enquanto a BEG desponta como produto de
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biotransformacgéo da cocaina (LIBERTY et al., 2003). Portanto, como a cocaina € o
principio ativo do crack, em usuarios de crack, a presenca do AEME é obrigatéria,
porém a cocaina ou seu metabdlito, BEG, podem estar presentes, mas ndo a cocaina
obrigatoriamente, para se determinar o uso da substancia.

Mediante ao exposto, € notavel o envolvimento do uso da droga, vinculado a um
comportamento violento. Torna-se imprescindivel verificarmos também, os efeitos
nocivos da presenca e a quantidade dessas substancias no organismo, levando em
consideracdo quais sdo os principais 0rgdos e sistemas que elas agem e afetam, e

quais danos podem causar a associacao dessas drogas no individuo.

1.1 Alcool - Uma breve histéria

O primeiro relato de uso de alcool data de ha 8.000 anos A.C, uma analise de residuos
de jarros que continham a mistura mel, arroz e cereja fermentados naquela época,
concluiu que se tratava de uma bebida alcodlica. H4 1.000 anos antes de cristo as
bebidas alcodlicas ja eram consumidas em toda a Africa e Asia. Na Roma antiga o
vinho era amplamente utilizado pelos imperadores romanos e na idade média a

comercializacdo e o consumo de vinhos e cervejas se expandiram(GATELY, 2008) .

O consumo de alcool entdo continuou a crescer junto com a humanidade. Apés a
revolugdo industrial ocorreu o barateamento do custo da bebida alcodlica,
popularizando e aumentando o consumo, fazendo com iSso, COm que 0 USO excessivo
passasse a ser visto como doenca ou desordem mental. Em 1920 os Estados Unidos
da América decretaram a “lei seca”, em que era proibido produzir, comercializar,

importar ou consumir qualquer tipo de bebida alcodlica, o que foi um desastre para a
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economia americana, devido aos impostos que eram arrecadados com a venda das

bebidas. Essa lei vigorou até 1932(GATELY, 2008).

Em 1967 foi implementada pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude), o alcoolismo
na Classificacdo Internacional das Doencas com o CID-8. No Brasil foi sancionada a
aplicacdo da Lei Seca (Lei N° 11.705, de 19 de junho de 2008), que determina a
proibicdo de dirigir sob qualquer quantidade de alcool no sangue, e também a Lei N°
13.106, de 17 de marco de 2015, que criminaliza “vender, fornecer, servir, ministrar
ou entregar, ainda que gratuitamente, bebidas alcodlicas de qualquer forma, a

crianca ou a adolescente”.

1.2 Efeitos do alcool no Sistema Nervoso Central (SNC)

O etanol € um depressor do sistema nervoso central. O principal mecanismo de acéo
do etanol esta relacionado ao aumento da inibicdo sinaptica produzido pelo GABA
(neurotransmissor inibitério), com o consequente aumento do fluxo de cloreto (OGA,

2003).

Embora os mecanismos moleculares de sua acao ainda ndo estejam muito claros, o
etanol atua em alguns canais idnicos ligados aos receptores GABAa e glutamatérgicos
NMDA (FLOREZ, 1998). Nos casos dos receptores NMDA, o alcool é um inibidor por
interferir no sitio da ligacdo da glicina, aminoacido co-responsavel pela abertura
destes canais, influenciando os processos de memoaria e aprendizagem, assim como
alguns aspectos da tolerancia ao etanol (MORAES FERREIRA; MORATO, 1997;

WOODWARD, 1994) (Figura 1).

23



glutamato Zn2+

canal ibnico
(Na+ / Ca2+

glicina/

liami
poliamina Sean?! e Etanol

Figura 01 - Estrutura do canal NMDA: interferéncia do etanol no sitio da glicina.

O aumento do influxo de cloreto produzido pelo alcool é observado quando se trata
da acdo gabaérgica, explicando sua interacdo sinérgica com algumas drogas como
benzodiazepinicos e barbitlricos, que possuem também a acdo na abertura destes

canais, aumentando assim sua acao depressora (FLOREZ, 1998) (Figura 2).

Influéncia
do etanol

Normal

Figura 02 - (A) Estrutura do receptor GABAaA € GABAB {Formatting Citation}. (B) Aumento
do influxo de cloreto na ligagéo do etanol com o receptor GABAA (FLOREZ, 1998).

O etanol também modifica a homeostase do ion calcio (LONGO; CAMPBELL,;

HUBATCH, 2002), ocorrendo o aumento da densidade dos canais de calcio voltagem
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dependente. Esse aumento poderia contribuir para os sintomas da abstinéncia pelo

alcool.

Ha também evidéncias de que o etanol atua sobre a liberacdo de algumas aminas
biogénicas no sistema nervoso central, como a dopamina, serotonina, noradrenalina
e alguns peptideos opidides. Neste caso a via mesolimbica, compreendida na area
tegmental ventral do mesencéfalo e nacleo accumbens, seria ativada pela liberacéo
de dopamina explicando os efeitos de recompensa do etanol (ZALESKI et al., 2004).

Este mecanismo de recompensa seria responsavel pelo prazer do uso da bebida.

1.3 Danos decorrentes da utilizagdo do Alcool

Estudos tem demonstrado um forte fator de risco para doencas crénicas como cancer,
diabetes e doencas cardiovasculares causadas pelo uso continuo do alcool (PARRY;
PATRA; REHM, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). O etanol tem um
forte impacto sobre o masculo cardiaco quando é consumido em excesso. Estudos
sugerem um limiar de aproximadamente 80 g/dia para homens, nas mulheres esse
limiar parece ser mais baixo, embora ndo haja estudos suficientes que comprovem
isto. Consequentemente a quantidade ingerida € diretamente proporcional ao nimero
de mortes, ja a reducdo do consumo de &lcool, demonstrou reduzir o risco de

cardiomiopatia alcodlica e também de outras doencas (REHM et al., 2017).

Outro trabalho na China, demonstrou que os adolescentes que s&o mais propensos a
ideias suicidas relacionados com a depressao, sdo consumidores rotineiros de alcool,
tornando-se um dos maiores problemas de saude publica do pais (GUO et al., 2016).

Uma pesquisa demonstrou que uma proporc¢ao consideravel (44%) de estudantes que
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participaram do estudo relatou consumir &lcool em niveis prejudiciais. Estes individuos
mostraram um aumento de 1,2 vezes mais probabilidades de demonstrar sofrimento
psicoldgico, atraso escolar, incapacidade de se concentrar em aula e de concluir

tarefas (TEMBO; BURNS; KALEMBO, 2017).

Alguns trabalhos trazem resultados controversos em relagcdo ao uso do alcool. No
caso da hipertensdo, por exemplo, observa-se que o consumo diario e em baixas
concentracdes, o etanol pode diminuir a pressao arterial, enquanto que, 0 consumo
moderado a intenso, esta associado ao aumento do risco tanto quanto ao aumento da
hipertensédo (BRIASOULIS; AGARWAL; MESSERLI, 2012). Outro estudo sul coreano
demonstrou que mulheres pés-menopausa eram beneficiadas com doses baixas de
etanol, aumentando a densidade 0ssea diminuindo com isso o risco de osteoporose,

porem o consumo em doses maiores trazem resultados contrarios (JANG et al., 2017).

Todos estes trabalhos relacionam a maior quantidade ingerida com os maleficios do
alcool. Com isso, verificamos a necessidade de saber quanto de alcool € consumido
por uma determinada populacao, levando-se em conta a idade e sexo do individuo, e

guanto isso influenciou a situacéo do seu possivel “status quo”.

2.1 Cocaina-Uma breve histoéria

Antes mesmo dos espanhois colonizarem o Peru, a cocaina ja era utilizada ha muito
tempo, aproximadamente ha mais de 4500 anos pelas populagbes andinas das
Civilizacdes pré-colombianas. A palavra coca vem do Aymara “Khoka”, que significa
arvore, que € predominante no leste do Andes peruanos e usados até entdo pelos

nativos que mascam as folhas de “coca”. Em 1963 um francés, Angelo Mariani, criou
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um vinho que continha uma quantidade de cocaina usado como tdnico restaurador,

denominado de “Vin Mariani” (KARCH, 1989, 1999).

A cocaina foi descrita por Carl Koller 1884, interno de oftalmologia no Hospital Geral
(Vienna Allgemeines Krankenhaus), como excelente anestésico local, sendo
aplaudido de pé ao demonstrar o poder anestésico da droga no olho de um cdo em
um congresso de oftalmologia. Koller era colega de Sigmund Freud, que também era
um admirador dos efeitos da cocaina, mas néo recebeu os créditos da descoberta

como anestésico local, que foi conferido para o seu colega Koller (MARKEL, 2011).

Em 1886 a Coca-Cola foi criada por John Pemberton, sendo denominada na época
de elixir terapéutico, contendo quantidades pequenas de cocaina, que foi substituida

por cafeina em 1906 (HAAS, 1995).

Em 1898, foram desvendadas a toxicidade da cocaina e suas propriedades aditivas.
Muitos cirurgibes e anestesiologistas daquela época, tornaram-se vitimas de seu
préprio uso. A partir de entdo, houve uma crescente conscientizacdo sobre a
associacdo das taxas crescentes de criminalidade com a distribuicdo e uso de
cocaina. Nos EUA, em 1913, a cocaina foi declarada como inimigo publico nUmero
um, e em 1920, foi reconhecida como a droga ilicita mais perigosa de todas. E
estabeleceu-se no mundo, pelo uso abusivo desta droga, a guerra contra o trafico,
onde é proibido produzir, distribuir e comercializar a cocaina sob suas diversas formas

(BAILEY, 1996).
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2.2 Efeitos da cocaina no SNC

A cocaina € obtida a partir da maceracéo e extracdo das folhas de Erythroxylon coca
(OGA, 2003), e pode se apresentar praticamente de duas formas quimicas, na forma
de sal, cloridrato de cocaina ou na forma basica, que é mais conhecida como crack,
merla e oxi (ou pasta base). A cocaina pode ser injetada intravenosamente ou
aspirada quando se encontra na forma de sal hidrossoluvel, ou pode ser utilizada

fumada, na sua forma basica (BENOWITZ, 1992) (Figura 3).

CI = O O CH3
- n g H3C —N O
HsC —N O 3
o O
O O
A) Cocaina B) Crack

Figura 03 - Diferencas quimicas entre a Cocaina (A) e o Crack (B).

Segundo VOLKOW et al. (2001), tanto a cocaina quanto o crack exercem seus efeitos
farmacoldgicos por inibicao da recaptacao pré-sinaptica das catecolaminas dopamina,
noradrenalina e serotonina. E os efeitos de euforia e a sensacdo de prazer parecem
estar relacionados ao bloqueio dos transportadores de dopamina (RITZ et al., 1987).

A cocaina entdo produz euforia mediante um aumento das atividades das vias
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dopaminérgicas mesolimbicas e mesocorticais, resultantes da interacdo da

estimulagédo simultdnea das vias serotonérgicas e catecolaminérgicas (Figura 4).

Figura 04 - Vias dopaminérgicas: locais de atuacdo da cocaina no cérebro.

A cocaina quando fumada (crack) apresenta sua acdo em aproximadamente 10
segundos, com efeitos durando apenas alguns minutos, enquanto que a cocaina
(cloridrato) comeca a agir ap6s 3 a 4 minutos de inalagdo, com duracao de seus efeitos

aproximadamente em 20 minutos (FLOREZ, 1998).
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Quando o usuério fuma o crack, além dos efeitos da cocaina, existe também a
presenca do anidroecgonina metil éster (AEME), resultante da decomposicao térmica

da cocaina, contribuindo para os seus efeitos toxicos (TOENNES et al., 2003).

2.3 Danos decorrentes da utilizagdo da cocaina

A base livre de cocaina quando fumada (crack), € considerada a forma mais potente
da droga (POZNER; LEVINE; ZANE, 2005). Somados a este fato na prépria pasta
base, existe uma grande quantidade de impurezas toxicas, como, por exemplo,
guerosene, gasolina e metais pesados provenientes da forma de obtencdo desta
droga (OGA, 2003). Os estudos realizados em relagdo aos efeitos toxicos da cocaina
tanto quanto fumada ou aspirada revelam que ocorrem consequéncias
cardiovasculares e cerebrais severos. E demonstra a formacao de varios metabdlitos

possiveis de identificacdo (Figura 5).
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Figura 05 - Produtos de biotransformacédo, combustdo e transesterificacdo da
cocaina (PAUL et al., 2005; PETERSON; LOGAN; CHRISTIAN, 1995)

Em relacdo as alteragdes cardiovasculares, a cocaina promove a producdo de
tromboxanos junto com o aumento de plaquetas circulantes. Estas plaquetas ativas
liberam um fator de crescimento do musculo liso vascular, diminuindo o calibre e
aumentando o risco da obstrucéo das artérias coronarianas (RINDER et al., 1994).

A formacéao de placa aterosclerética em 30% a 40% em jovens com idade média de
32 anos foi observada nestes usuarios apds a necropsia, estudos revelam que o A IL-
6 e 0 TNF-alfa estdo aumentados apds o uso da cocaina (MOLITERNO et al., 1994).
Em individuos de baixo risco a possibilidade de um infarto agudo do miocardio é

aumentado em 24 vezes na primeira hora da utilizagdo da droga (HOLLANDER et al.,
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1995). Na figura 6 descrita por CHAKKO; MYERBURG (1995), mostramos um resumo

dos efeitos cardiovasculares da cocaina.

Taquicardia : % :
Auzwento do Hipertensao Ruptura de Isquemia do Necrose de Fibras
: Arterial Sistémica Miocérdio Cardiacas
Inotropismo Aorta
Acao Simpatomimética |
Sensibilidade a Acao toxica
____Substéncia primaria
X Y
Miocardite Cocaina ’ Carcéiic’);gggatia
Acao Acao
Vasoconstrictora trombogénica
Y Y
Vasoespasmo Blogueio de Trombose
coronariano canais idnicos coronariana
Na* ca** k*
Arritmia |

Figura 06 - Acdes da cocaina no aparelho cardiovascular(CHAKKO; MYERBURG,

1995).

No sistema nervoso central (SNC), a cocaina produz perda de vesiculas
transportadores de monoaminas, com concomitantes danos nas fibras de dopamina
no estriado, aumentando as desordens de humor desses usuarios (LITTLE et al.,
2003).

MURIACH et al. (2010) verificaram que a cocaina aumentava o estresse oxidativo
através da producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), e o estresse oxidativo
produzido quando se usa a cocaina em altas doses, causa a morte neuronal

(MACEDO et al., 2010).
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Outro fator importante € que muitos usuarios utilizam a droga em associacdo com
outras substancias. Este fato é responsavel por mais de 43% das mortes por
overdose. A principal substancia que é associada a cocaina € o etanol (ESCOBEDO
et al., 1991).

A associacdo do etanol com a cocaina em suas diversas formas de utilizacdo produz
um metabdlito altamente prejudicial formado por transesterificagcdo das duas
substéancias, resultando na molécula do cocaetileno (CE). Esta substancia embora
com menor poténcia que a cocaina, possui maior distribuicdo pelos tecidos do
cérebro, permanecendo mais tempo com seus efeitos téxicos (MCCANCE et al.,

1995).

Outros fatores que colocam o CE como de grande risco para 0s usuarios € o maior
potencial de bloqueio de canais de s6dio no musculo cardiaco (XU; CRUMB,;
CLARKSON, 1994), e menor DLso, aumentando a letalidade de seus efeitos em
relacdo a cocaina (HART et al., 2000; MCCANCE-KATZ; KOSTEN; JATLOW, 1998).
Levando em consideracdo ao exposto, verificamos que existem poucos estudos ou
nenhum, que pesquisaram a presenca e quantificacdo de droga no sangue de vitimas
de homicidios no Espirito Santo (ES). E importante saber qual o nivel de envolvimento
com a violéncia e o abuso destas substancias (licita ou ilicita) e qual a quantidade que
apresentaram em seu sangue. Além de quantos estdo relacionados a um problema

de saude publica.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora existam evidéncias epidemiolégicas que mostrem aumentos progressivos no
uso de cocaina, especialmente na América do Sul (REPORT; WORLD, 2016) e uma
associacdo entre este uso e mortes violentas, isto €, homicidios, ndo h& estudos

quantitativos medindo esta associacao.

Assim, considerando a hipétese de que as mortes violentas, especialmente o
homicidio, que ocorrem nas metrépoles, sdo devidas, em grande parte, ao uso e / ou
ao trafico de drogas, especificamente as drogas mais predominantes, como &alcool
(uma droga licita), cocaina e crack (drogas ilicitas), este estudo se prop&e a fornecer
dados importantes que possam relacionar o contexto sociodemograficos dos
homicidios com o envolvimento de alcool e drogas ilicitas em uma regido
metropolitana e entorno do estado do Espirito Santo, sendo realizado no decurso do

ano de 2014.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Considerando-se que a quantificacdo das drogas ndo s6 aumenta a certeza que estas
foram detectadas, mas também permite a medicdo da gravidade do uso este estudo
teve como objetivo quantificar alcool, cocaina e crack em amostras sanguineas de
vitimas de homicidios na Regido Metropolitana da Grande Vitoria, durante o ano de

2014.

3.2 Objetivos especificos

v' Pesquisar e quantificar a presenca de alcool, crack e cocaina, das vitimas de

homicidio na Regido Metropolitana de Grande Vitoria, ES.

v" Relacionar os resultados toxicolégicos obtidos com os dados demograficos das

vitimas de homicidio.

v’ Identificar os locais da Regido Metropolitana Vitéria, ES que apresentam maior

prevaléncia de mortes violentas relacionadas a criminalidade.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Desenho Experimental

Trata-se de um estudo transversal em que foram analisadas amostras de sangue de
485 vitimas de homicidio, de janeiro a dezembro de 2014, na Regido Metropolitana
da Grande Vitéria, ES, que € composto por sete municipios: Cariacica, Fundéao,
Guarapari, Serra, Viana e Vila Velha e a capital do Estado, Vitéria. As analises de
alcool e drogas ilicitas foram realizadas de forma anbnima e somente para fins

cientificos, ndo possuindo implicacdes administrativas ou legais.

4.2 Sujeitos experimentais

Das 1005 vitimas de homicidios entre janeiro e dezembro de 2014 na Regido
Metropolitana da Grande Vitoria, ES, todas encaminhadas ao Departamento Médico
Legal (DML), foram coletadas para andlise 485 amostras sanguineas. Nao foi possivel
coletar em todas as vitimas, devido a disponibilidade técnica ou ao estado fisico em
gue a vitima se encontrava. Também foram excluidas as vitimas que foram
hospitalizadas anteriormente ou coletadas do local onde foram encontradas por mais
de 12 horas, devido a metabolizac&o da droga durante esse periodo, acarretando uma
guantidade incerta no sangue. Os sujeitos da pesquisa receberam um codigo
numerico, a fim de desvincular sua identificacdo com as amostras coletadas.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Clinica da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Brasil, sob registro

CAAE: 19773013.0.0000.5060, parecer numero 68.362.
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As amostras de sangue foram coletadas da veia femoral e armazenadas a uma
temperatura de -20° C em tubos contendo fluoreto de s6dio como conservante até a
hora da analise (Figura 7).

Ressalte-se que a coleta de amostra bioldgica (tais como sangue e urina) em vitimas
de morte violenta é uma rotina autorizada legalmente aos departamentos ou institutos
médicos legais sob Decreto-Lei N° 3.689, de 3 de outubro de 1941, do Codigo Penal
Processual Art. 162, desde que a coleta ndo cause qualquer dano adicional ao estado
do cadaver. Nao havendo restricdes éticas ou legais ou requerendo autorizacao

familiar prévia para a realizagdo do procedimento.

Figura 07 - Tubo de coleta de sangue, contendo Fluoreto de Sddio para preservacao
dos metabolitos e produtos de transformacédo da cocaina/crack.

Os dados concernentes a identificacdo dos individuos da pesquisa serdo mantidos
sob estrito sigilo durante o manuseio dos documentos, bem como nas futuras
publicacdes, apresentacdes em congressos, aulas ou qualquer outra forma. Em todas
as formas de apresentacdo dos resultados, as instituicdbes envolvidas serédo

mencionadas.
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4.4 Dosagem da Alcoolemia

A analise do alcool foi efetuada por uma extracdo por Headspace por cromatografia
gasosa Varian 450 equipado com um detector de ionizacéo de chama (GC-FID) (Palo
Alto, CA, EUA) (Figura 8). O método de analise de alcool é usado rotineiramente no
Laboratério de Toxicologia de Vitoria e foi validado para os seguintes parametros:
limite de quantificacdo (LOQ), linearidade, precisdo, exatiddo, especificidade /
seletividade, carryover e estabilidade, de acordo com a legislacao brasileira (ANVISA,
2003) LOQ foi de 1 dg/L e o intervalo de linearidade é de 1 a 40 g/L, precisao intra e
inter dia, precisédo, especificidade / seletividade, carryover e estabilidade foram dentro
dos limites de aceitabilidade.

Este processo é realizado colocando-se dentro de um frasco de headspace, um
padrao interno de 0,5 mL de n-propanol, mais 0,1 mL de sangue da amostra das
vitimas de homicidios. Para se executar a dosagem, era necessario se construir uma

curva de calibracédo preparada anteriormente com padrdes de etanol(Figura 8).

Figura 08 - Frascos de headspace contendo os Pl n-propanol e o sangue a ser
analisado, junto com os padrfes de controle da curva de 2, 8 e 20 dg/L.
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E durante a execuc¢do da dosagem do etanol € também colocado 3 padrdes para que
seja verificada a qualidade da dosagem, sendo estes 0s pontos de controle da curva
de 2dg/L, 8dg/L e 20dg/L.

Apds este processo a amostra é colocada no CG-FID (Fig. 9A), o &lcool da amostra
que estiver presente, é entdo vaporizado no headspace (Figura 9B), e injetado
posteriormente no GC-FID, sendo entdo analisado pelo detector de ionizagéo por

chama (FID). Todo esse processo é automatizado (Anexo 1).

Figura 09 - (A) — Cromatdgrafo a Gas (GC-FID) com detector de lonizag&o por
chama (B) — Extrator headspace responsavel pela volatizacdo do alcool para
dosagem.

O valor proporcional do cromatograma do padrao n-propanol com o cromatograma do
alcool presente na amostra determina automaticamente sua quantidade. Um nivel de
alcoolemia superior a 1 dg/L foi usado como o valor principal do limiar para

confirmacéo positiva de alcool no sangue da vitima (Figura 10).
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Figura 10 - Cromatograma do n-propranol (PI) e do Etanol, na parte de baixo da figura
observa-se o valor dosado.

4.5 Dosagem da cocaina/ e seus metabdlitos

As dosagens de cocaina e crack feitas com a extracdo em fase sélida (SPE) de drogas
a partir do sangue foram desenvolvidas e validadas tal como descrito em método
padrdo no Laboratério de Toxicologia de Vitéria.

Nesta SPE utilizou-se o cartucho Bond Elut Certify (Agilent) 130 mg/3mL. O primeiro
passo é necessario o condicionamento do cartucho. ApGs este processo € realizada
a passagem de 1 mL de sangue total com 6 mL de tampéao fosfato com os padrdes
internos (PI). Depois € necessaria a passagem de agua e logo em seguida acido
acético diluido para retirada de impurezas e interferentes. Por fim é feita a eluicdo com

solventes organicos para a extracdo da cocaina e seus metabdlitos. O procedimento
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esta ilustrado na figura 11 e descrito em detalhes no Anexo 2. O tempo para a
realizacdo desta técnica, contendo 18 amostras, era de aproximadamente 5 a 6 horas.
Foram processadas 500 amostras e reprocessadas em torno de 150, perfazendo um

total de aproximadamente 650 analises (Anexo 2).

2mL de metanol + 1mL de Sangue + 0 gmt ggllf'\iit:lo 3mL de diclorometano +
2mL de tampao 6mL de Tampao + Aéético +01mL Isopropanol + NH;
H6.0 PI ! 20-
P Metanol (78:20:2)
en V@ Qf QV‘ ’QV‘
= COoC
A BEG
% AEME
H CE
OUTROS @A =
O I:I.* e A
TN TN TR T TN
O oA
=
.*
Condicionamento Passagem da Lavagem de impurezas e Eluicdo
amostra retirada de interferentes

Figura 11 - Processo de extracdo das drogas do sangue por etapas. Pl =Padréo
Interno, COC = cocaina, BEG = benzoilecgonina, AEME = Anidroecgonina metil éster,
CE = cocaetileno.

Apés eluicdo as amostras sao secadas com nitrogénio, e entdo derivatizadas com
50uL de MSTFA (N-Methil-N-(trimethilsilil) Trifluoroacetamida) a uma temperatura de
80°C, por 30 minutos. Os produtos da extracdo foram analisados em Agilent (Agilent
Technologies, Palo Alto, EUA) modelo GC 7890 cromatdgrafo de gas acoplada a um
detector seletivo de massa Agilent 5975C Agilent (CG-MS). As drogas incluidas no
presente meétodo foram: cocaina (COC), cocaetileno (CE), Anidroegconina metil éster
(AEME) e benzoilecgonina(BEG).

Para se fazer a analise dos compostos no CG-MS, era necessario construir uma curva

de calibragcdo de seis pontos para as substancias, COC, AEME, CE nas
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concentracdes de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 ng/mL e também o padréo interno de
COC D3 na concentragdo de 100 ng/mL. O padrao da BEG foi colocado nas
concentragdes de 50, 100, 250, 500,1000 e 2500 ng/mL, e o padrédo interno BEG D3
na concentracio de 200 ng/mL. E importante relatar que quando a droga a ser dosada
passava do ponto mais elevado da curva de calibragcéo, era necesséria a diluicdo da
amostra sanguinea, para refazer a extragéo e analise. A figura 12 mostra a curva de

calibracdo da cocaina.
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Figura 12 - Curva de calibracdo cocaina em ng/mL.

Para a andlise e deteccdo das drogas e seus metabdlitos e produtos de pirdlise,
fazemos a analise do cromatograma, detectando e confirmando que se trata da
substancia em questdo, através do tempo de retengdo e espectro de massa das
substancias, verificando os ions formados na desfragmentacdo molecular das

substancias (Tabela 1).
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Tabela 1 - Fragmentos de ions das drogas gerados pelo espectrdbmetro de massas.

COMPOSTOS fON 1 fON 2 fON 3
Coca D3 185 85

AEME 152 166 181
CcOoC 182 82 303
CE 196 82 317
BEG D3 243 85

BEG 240 82 361

O procedimento de analise das substancias é feito da seguinte forma: realiza-se
primeiramente a identificacdo do padrao interno, e posteriormente andlise dos demais

compostos em que o CG-MS identifica e quantifica as substancias (Figura 13).
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Figura 13 - Cromatograma da COC D3 (PI), e espectro de massa de seus ions.

Uma vez que as vitimas deram entrada no DML (Departamento Médico Legal) foram
recolhidos nome, idade, sexo e localizacdo. Todos os dados foram processados no

software estatistico SPSS v24.0 (SPSS Inc., EUA) e GraphPad Prism 7.0 (GraphPad

43



Software Inc., EUA). O fluxograma abaixo (Figura 14) mostra os procedimentos para
a obtencdo dos dados e do material biolégico em vitimas de homicidio. Nivel de

significancia foi considerado em que P < 0,05.
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Figura 14 - Procedimento da coleta de material biolégico para andlise de alcool, cocaina e seus metabdlitos das vitimas de

homicidios da Regido Metropolitana de Vitoria. DML = Departamento Médico Legal.
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5 RESULTADOS

A quantidade percentual de recolhimento dos corpos das vitimas de homicidios,
tem como ordem decrescente (quantidade) de mortes relacionadas por
municipio da seguinte forma: a cidade de Serra vem em primeiro lugar com 34%,
seguidos por Vila Velha 23%, Cariacica 21% e a capital do estado Vitoria, com
16%. Os municipios de Funddo, Guarapari e Viana somam um resultado

percentual de 6% (Figura 15).

Municipios de recolhimento do corpo

W Cariacica
® Funddo

® Guarapari
[0 Serra

M Viana

m Vila Velha

[ Vitdria

Figura 15 - Quantidade percentual de recolhimento de corpos de vitimas de
homicidios da Regido Metropolita de Vitoria, ES.
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Essas vitimas da Regidao Metropolitana da Grande Vitéria foram
predominantemente do sexo masculino (90,93%; 441 casos), sendo que apenas
44 casos (9,07%) foram do sexo feminino. A idade média da amostra total foi de
27,62 + 11,30 anos. A média de idade das vitimas do sexo feminino foi de 28,72
+ 11,78 anos e do sexo masculino de 27,51 + 11,26 anos, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante na comparacéo da idade entre géneros (t = 0,67, P
= 0,51). As idades de cinco casos ndo foram possiveis de serem determinadas
(n&o possuiam nenhuma documentacéo e ndo foram identificados por parentes
ou familiares) (Tabela 2).

As armas de fogo foram os principais instrumentos de assassinato nos casos de
homicidios, com a porcentagem de 88,7%, seguidos da arma branca 8,7%
(facas), sufocamento e espancamento e outros (2,7%). Em relacdo as racas das
vitimas, a cor parda € a mais predominante, com um valor percentual de 84,5%,
seguidos da cor branca em 9,1% e negra em 6,4% (Tab. 2).

Uma evidéncia preocupante em relacéo a idade foi que a partir da amostra total,
241 (50,2%) vitimas de homicidios eram muito jovens (18 a 30 anos) e, se
adicionando os menores de 18 anos, temos 321 vitimas (56,5 % da amostra), e
incluindo vitimas entre 31 a 40 anos, temos 413 (85,3%), ou seja, a grande

maioria dessa amostra € representada por uma populacao jovem (Tab. 2).

Em 249 (51,3%) das 485 vitimas, ndo foram encontradas drogas nas amostras
de sangue (Tab. 2). Por outro lado, nas vitimas restantes, 236 (48,7%), pelo

menos uma ou duas ou todas drogas investigadas foram encontradas (Tab. 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas sociodemograficos das vitimas de homicidios em 2014 na Regido
Metropolitana da Grande de Vitoria, ES e presenca (em porcentagem) de &lcool, crack /
cocaina ou a combinacao dessas drogas de acordo com género, idade (média e desvio padrao

da média - DP), raca e a arma que foi usada na vitima (causa morte).

Caracteristicas gerais

Somente Positivos (n = 236)

Presenca de Drogas

Tipos de Drogas*

Todos Negativo Positivo Somente Somente Alcool e
Alcool Cocaina ou Cocaina ou X? Valor de
Crack Crack B
Total n
(%) 485 (100%) 249 (51,3%) 236 (48,7%) 61(25,8%) 97 (41,1%) 78 (33,1%)
Género
n (%)
Masculino 441 (90,9%) 229 (51,9%) 212 (48,1%) 55 (25,9%) 85 (40,1%) 72 (34,0%) 1,05 0,59
Feminino 44 (9,1%) 20 (45,5%) 24 (54,5%) 6 (25,0%) 12 (50,0%) 6 (25,0%)
Idade
(Anos)*
Média (DP)
27,62 (11,3) 24,9 (10,4) 30,6 (11,5) 32,5 (11,6) 27,4 (12,1) 33,0 (9,6)
Faixa Etaria
n (%)
<18 80 (16,7%) 65 (81,3%) 15 (18,8%) 3 (20,0%) 11 (73,3%) 1 (6,7%) 36,2 <0,0001
18- 30 241 (50,2%) 131 (54,4%) 110 (45,6%) 23 (20,9%) 58 (52,7%) 29 (26,4%)
31-40 92 (19,2%) 28 (30,4%) 64 (69,6%) 21 (32,8%) 14 (21,9%) 29 (45,3%)
41-50 48 (10,0%) 17 (35,4%) 31 (64,6%) 9 (29,0%) 5(16,1%) 17 (54,8%)
51 -60 9 (1,9%) 3 (33,3%) 6 (66,7%) 2 (33,3%) 3 (50,0%) 1 (16,7%)
> 60 10 (2,1%) 4 (40,0%) 6 (60,0%) 2 (33,3%) 4 (66,7%) 0 (0,0%)
Racan
(%)
Branco 44 (9,1%) 25 (56,8%) 19 (43,2%) 8 (42,1%) 5 (26,3%) 6 (31,6%) 3,9 0,413
Negro 31 (6,4%) 16 (51,6%) 15 (48,4%) 5 (33,3%) 6 (40,0%) 4 (26,7%)
Pardo 410 (84,5%) 208 (50,7%) 202 (49,3%) 48 (23,8%) 86 (42,6%) 68 (33,7%)
Forma da
Morte
n (%)
Armade fogo 430 (88,7%) 234 (54,4%) 196 (45,6%) 49 (25,0%) 90 (45,9%) 57 (29,1%) 16,5 <0,01

Arma branca

QOutros

42 (8,7%)

13 (2,7%)

9 (21,4%)

6 (46,2%)

33 (78,6%)

7 (53,8%)

12 (36,4%)

0 (0,0%)

5 (15,2%)

2 (28,6%)

16 (48,5%)

5 (71,4%)

*N&o foi possivel determinar a idade em cinco casos (vitimas sem identificacéo).

* As andlises estatisticas foram feitas com os dados apenas daqueles que foram positivos para

drogas.
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Embora em namero menor, as vitimas femininas se apresentaram com maior
indice de positividade para drogas (54,5%) (Tab. 2), sendo que 50% delas
apresentaram crack ou cocaina isoladas ou combinadas com alcool (25%), o que
foi ainda maior quando comparado com a populacdo masculina (48,1% foi
positivo para drogas com 40,1% deles com crack ou cocaina sem a presenca de
alcool). No entanto, ao considerar estas amostras de vitimas com positividade
para drogas no sangue, a presenca de crack ou cocaina foi encontrada em %
deles, de ambos os sexos, de forma sozinha ou combinadas com alcool.

Ao considerar as amostras de vitimas positivas para drogas, o uso de alcool
isolado foi encontrado em 25,8% dos casos, somente cocaina ou crack em
41,1%, e quando analisamos o uso concomitante das drogas (alcool e cocaina
ou alcool e crack) encontramos 33,1% dos casos (Tab. 2). Mais uma vez, nota-
se que a maior proporcado (74,2%) de vitimas com positividade para drogas
possuiam no sangue cocaina ou crack isoladas ou combinadas com alcool.

A Tabela 2 também mostra a porcentagem das vitimas que apresentaram alcool
sozinho, crack ou cocaina sozinhas, e a combinacéo dessas drogas com alcool
de acordo com género, idade, raca e forma de morte usada no homicidio. Em
termos de género e raca, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes. Deve notar-se, no entanto, que em ambos 0S sexos, crack e
cocaina foram as drogas mais frequentemente encontradas (40,1% para homens
e 50% para mulheres), seguido de sua combinacdo com alcool (Tab. 2).

Ao considerar a idade das vitimas que apresentaram drogas nas amostras
sanguineas, houve diferenca estatisticamente significante na distribuicdo de
drogas em todas as faixas etarias (p < 0,0001) possivelmente devido ao alto

indice de crack ou cocaina encontrado no extremo das idades (Tab. 2). Nos mais
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jovens, menores de 18 anos, as drogas ilicitas foram encontradas em 73,3%
deles, e nas idades entre 18 a 30 anos, foram encontrados em 52,7%. No mais
velhos, embora em numero menor, crack ou cocaina foram encontrados em
66,7% das vitimas acima de 60 anos, e também foram encontrados nas vitimas
mais idosas entre 51 a 60 anos, em pequeno numero, mas em 50% deles (Tab.
2). Em contraste, em vitimas com idades entre 31 a 40 e 41 a 50 anos, as
combinac¢Bes de cocaina ou crack com alcool foram as mais frequentes (45,3%
e 54,8%, respectivamente) (Tab. 2).

Da amostra total dos homicidios a causa de morte mais frequente foi por armas
de fogo (88,7%), independentemente da presenca de drogas (54,5% das vitimas
negativas e 45,6% das positivas), mas as armas brancas (faca) foram mais
prevalentes no caso de vitimas que apresentaram positividade para drogas
(78,6%) (Tab. 2).

Assim, ao considerar as vitimas que apresentam drogas no sangue, houve uma
diferenca significante na forma de morte entre os tipos de drogas encontrados (p
<0,01) (Tab. 2). Isso pode ter sido porgue as armas de fogo destacam-se como
a principal forma em que as vitimas que apresentavam crack ou cocaina isoladas
no sangue (45,9%) foram assassinadas, as armas brancas (faca), foram mais
frequentes nagueles que apresentavam a combinacdo dessas drogas com o0
alcool (48,5%), e também naqueles que apresentaram somente alcool (36,4%).
As outras formas de morte (sufocamento ou espancamento), embora em menor
namero (7 individuos), foram principalmente observadas em vitimas que

apresentaram crack ou cocaina combinadas com o alcool no sangue (71,4%).
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Na tabela 3 sdo mostradas as quantificacdes das drogas isoladas, expressas em
concentracdo do etanol (EtOH) em dg/L, cocaina (COC), seu metabolito BEG e

o produto de sua pirdlise, AEME, em ng/mL.

Do total de 485 vitimas, concentracbes de EtOH foram encontradas em 140
delas, independentemente das suas combinacbes com outras drogas,
correspondendo a 28,9% desse total. Das vitimas que apresentaram EtOH no
sangue, a concentracdo média foi de 12,61 dg/L + 0,84 (E.P.M.), variando de 1,0
a 42,10 dg/L. Ao considerar as categorias de concentracdo de alcool (Tab. 3),
foram encontradas doses mais baixas de EtOH (até 20 dg / L) em 77,2% dessas
vitimas com &lcool (Tab. 3), que foi um pouco maior em mulheres (82,7%) que
em homens (76,6%). O EtOH acima de 30 dg/L foi encontrado em cerca de 5,7%
deles (5,4% em homens e 8,3% em mulheres).

Houve uma diferenca significante entre os géneros (p = 0,031) (Tab. 3)
possivelmente porque diferentes proporcbes de homens e mulheres foram
encontradas em diferentes categorias de concentracdes de EtOH. Por exempilo,
uma maior proporcado de vitimas femininas apresentou concentragées de EtOH
entre 10 a 20 dg/L (66,7%), enquanto maiores propor¢cdes masculinas (50,8%)
apresentaram menores concentracdes (<10 dg/L) de EtOH. Os homens também
foram os que apresentaram uma maior propor¢do das maiores concentragfes
(18,0%), entre 20 a 40 dg/L, ja nas mulheres as concentracdes mais altas de

EtOH ficaram entre 30 a 40 dg/L (8,3%).
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As concentracfes de cocaina foram encontradas em 110 vitimas (22,7% da
amostra total), com concentracdo média de 164,84 ng/mL + 17,67 (E.P.M.),
variando de 2,91 a 1014 ng/mL.

Ao se considerar as concentracdes de cocaina (COC) em categorias (Tab. 3),
as concentracdes mais baixas no sangue (até 200 ng/mL) foram encontradas em
71,8% das vitimas. A maioria dos homens (75,0%) e menos mulheres (50%)
apresentaram esses hiveis. Quando consideradas as concentracdes até 400
ng/mL, a proporcao foi maior, 89,1% dessas vitimas, com 90,6% de homens e
78,6% de mulheres. Poucas vitimas apresentaram concentracées maiores de
COC (Tab. 3). Concentracfes acima de 400 ng/mL foram encontradas em 10,9%
delas, sendo 9,4% de homens e 21,4% das mulheres (Tab. 3). A maior
concentracdo foi encontrada em uma vitima masculina (1014 ng/mL), mas uma
vitima feminina também apresentou uma quantidade muito alta, 813,31 ng/mL.
O principal metabolito da cocaina, BEG, foi encontrado em 175 vitimas (36,1%
da amostra total), com uma concentracdo média de 955,62 ng/mL + 92,86
(E.P.M.), variando de 25,21 a 7.392,41 ng/mL.

Considerando as categorias de concentracdo de BEG (Tab. 3), houve diferenca
significativa ao comparar géneros e diferentes categorias de concentracao de
BEG (p < 0,001), possivelmente porque a maior propor¢cdo de mulheres
apresentou maiores concentracfes desse metabolito no sangue quando
comparado aos homens. Concentracbes entre 2000 a 6000 ng/mL foram
encontradas em 33,4% das mulheres e uma menor propor¢cdo de homens
(10,8%). Em contraste, uma porcentagem maior de homens (89,2%) e menor

porcentagem de mulheres (61,1%) apresentaram concentracbes abaixo de
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2.000 ng/mL. Houve uma vitima feminina com 7.392,41 ng/mL de BEG em sua
amostra sanguinea.

O produto da pirélise da cocaina, AEME, que indica o uso da mesma em forma
de crack, foi encontrado em 93 vitimas (19,2% da amostra total), com média de
25,34 ng/mL £ 2,68 E.P.M., variando entre 0,25 a 152,18 ng/mL ao se considerar
as vitimas contendo esse composto em suas amostras. Foram encontradas
concentracdes de até 40 ng/mL em 88,2% dessas vitimas, 87,5% em homens e
92,3% em mulheres (Tab. 3). Ndo houve diferencas entre géneros, mostrando
gue, embora em menor numero, as mulheres também usaram crack. No entanto,
concentracfes elevadas de AEME (acima de 80 ng/mL) foram encontradas
apenas em homens. Um deles mostrou uma quantidade muito alta (152,18

ng/mL) de AEME em sua amostra de sangue.
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Tabela 3 - Medidas quantitativas de alcool (EtOH), cocaina (COC),
benzoilecgnonina (BEG) e anidroecgnonina metil éster (AEME) separados por
categorias, encontradas em vitimas de homicidios, que apresentaram
positividade para drogas em suas amostras sanguineas no ano de 2014, na
Regido Metropolitana de Vitoria, ES.

Género

Categoria Frequéncia* Masculino  Feminino X2 Valor de P
EtOH (dg/L) n (%)

>0-10 67 (47,9%) 65 (50,8%) 2 (16,7%) 10,64 0,031

10-20 41 (29,3%) 33(25,8%) 8 (66,7%)

20-30 24 (17,1%) 23 (18,0%) 1 (8,3%)

30-40 5 (3,6%) 4 (3,1%) 1 (8,3%)

40 - 50 3(2,1%) 3(2,3%) 0 (0,0%)

Total 140 (100%) 128 (100%) 12 (100%)

COC (ng/mL) n (%)

>0-200 79 (71,8%)  72(75,0%) 7(50,0%) 6,13 0,19
200 - 400 19 (17,3%) 15 (15,6%) 4 (28,6%)
400 - 600 8 (7,3%) 6(6,3%) 2 (14,3%)
600 - 800 2 (1,8%) 2(2,1%) 0 (0,0%)
> 800 2 (1,8%) 1(1,0%)  1(7,1%)

Total 110 (100%) 96 (100%) 14 (100%)

BEG (ng/mL) n (%)

>0 - 2000 151 (86,3%) 140 (89,2%) 11 (61,1%) 19,49 < 0,001
2000 - 4000 16 (9,1%) 13 (8,3%) 3 (16,7%)

4000 - 6000 7 (4,0%) 4(25%) 3 (16,7%)

6000 - 8000 1 (0,6%) 0(0,0%) 1 (5,6%)

Total 175 (100%) 157 (100%) 18 (100%)

AEME (ng/mL) n (%)

>0-40 82 (88,2%)  70(87,5%) 12(92,3%) 1,16 0,76
40 - 80 5 (5,4%) 4 (5,0%) 1(7,7%)
80 - 120 5 (5,4%) 5 (6,3%) 0 (0,0%)
120 - 160 1(1,1%) 1 (1,3%) 0 (0,0%)

Total 93 (100%) 80 (100%) 13 (100%)

* Foi considerada cada medida da droga ou metabolito encontrado independentemente
da multiplicidade destas em cada amostra, ou seja, uma vitima poderia ter uma ou mais

drogas ou metabdlito no sangue.
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Ao considerar a média + E.P.M. de quantidades de drogas por faixa etéaria (Fig.
16), pode notar-se que, em vitimas de homicidios que apresentaram drogas em
suas amostras sanguineas (Fig. 16A), as maiores quantidades de EtOH foram
observadas em vitimas adultas (entre 31 a 60 anos), diminuindo nos mais idosos
(> 60 anos). Este perfil foi semelhante em homens (Fig. 16B), considerando que
a maioria da amostra foi constituida por este género, e bem semelhante nas
mulheres, embora ndo se tenha encontrado EtOH em mulheres acima de 51
anos (Fig. 16C).

As quantidades de COC pareciam ser maiores em vitimas muito jovens (< 18
anos) (Fig. 16A), mas provavelmente por causa de uma vitima feminina que
mostra uma quantidade de COC (534,34 ng/mL) muito alta em seu sangue (Fig.
16C). Houve outra vitima feminina com 45 anos de idade com concentracdo
elevada de COC (813,31 ng/mL) produzindo um pico da concentracdo de
cocaina observada na Figura 16C.

As concentra¢cdes de BEG foram maiores em idade variando de 31 a 40 anos e
acima de 60 anos (Fig. 16A), que foi semelhante entre os homens (Fig. 16B) e
também nas mulheres (Fig. 16C). No sexo feminino nessa faixa etaria, no
entanto, a BEG foi encontrada muito alta em quatro mulheres (Fig. 16C) (média
de 4.844,83 ng/mL £ 971,5 E.P.M.), que foi muito maior comparada as vitimas
masculinas da mesma faixa etaria (média de 973,09 ng/mL £ 178,2 E.P.M) (Fig.
16B). Por conseguinte, a proporc¢ao significativamente maior de BEG encontrada
em vitimas femininas na Tabela 3 foi possivelmente em mulheres adultas entre
31 a 40 anos em compara¢ao com vitimas masculinas na mesma faixa etéaria.
As concentracOes elevadas de AEME foram observadas principalmente em

adultos jovens e adultos de 18 a 50 anos diminuindo substancialmente em
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adultos de idade mais avancada, acima de 51 anos (Fig. 16A). Este padréo é

similar nos homens (Fig. 16B) e um pouco menor nas mulheres (Fig. 16C).
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Figura 16 - Concentracdes (média + E.P.M.) de &lcool (EtOH), em dg/L, de
cocaina (COC) e BEG: Benzoylecgonina; AEME: Anidroecgnonina Metil Ester),
em ng/mL, em amostras de sangue de vitimas de homicidios em 2014 na Regido
Metropolitana da Grande Vitoria, ES, dados da amostra total com positividade
para drogas (A: n = 236), separadas por género, masculino (B: n = 212) e
feminino (C: n = 24).
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DISCUSSAO

No Brasil, a populacdo que é considerada jovem varia entre 15 a 29 anos, e 0s
nao jovens sao abaixo dos 15 e acima de 30 anos. A partir do ano de 2003 foi
criado o Estatuto do Desarmamento (Lei N° 10.826, de 22 de dezembro de 2003)
com intuito de diminuir as mortes por armas de fogo. Quando analisamos o
impacto desta lei ao longo destes anos, verificamos que somente nos primeiros
anos em que foi efetivada, houve uma diminuigdo de 15% dos homicidios. Mas,
se compararmos 0 numero de mortes por habitantes entre 2003 a 2012 houve
um aumento de 198,8% e o0 numero de jovens de 272,6%.

No Estado do Espirito Santo, morreram cinco jovens para cada um nao jovem
no ano de 2012, alcancando 395% se comparado ao ranking nacional, sendo a
unidade federativa que mais mata jovens em todo o Brasil (WAISELFISZ, 2015).
Quando observamos a ordem de recolhimento dos corpos das vitimas de
homicidios observados na figura 15, praticamente coincidem com a ordem da
grandeza populacional destes municipios. Segundo o censo de 2010 do IBGE —
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) os municipios apresentam o
seguinte nimero: Serra com 409.267 de habitantes, Vila Velha com 414.586 de
habitantes, Cariacica 348.738 de habitantes, Vitoria 327.801 de habitantes,
Guarapari 105.286 de habitantes, Viana 65.001 e Fundao 17.025 de habitantes,
mostrando que o municipio de Serra vem em segundo lugar em comparacdo
com o municipio de Vila Velha em numero populacional, mas, apresentando uma
diferenca de 11% a mais no recolhimento das vitimas de assassinato.

Segundo pesquisa recente o municipio de Serra é o 28° colocado no Brasil em

mortes por armas de fogo considerando uma média dos anos de 2012 a 2014.

58



No ano de 2014, o Estado do Espirito Santo, aparece em segundo lugar na
posicdo nacional em homicidios por arma de fogo entre menores de 1 a 14 anos,
e 0 quinto entre jovens de 15 a 29 anos de idade (WAISELFISZ, 2016). O
presente estudo mostra que os jovens foram as vitimas de homicidios mais
frequentes na Regido Metropolitana de Grande Vitoria do ES em 2014,
independentemente da presenca de drogas.

O uso de cocaina, crack e alcool foram encontrados em um grande numero
(48,7%) de vitimas da amostra de homicidios examinadas neste trabalho. De
acordo com a Secretaria de Seguranca Publica do Estado do Espirito Santo em
2014 cerca de 1005 (mil e cinco) vitimas de assassinato foram registradas na
Regido Metropolitana da Grande Vitoria ES e dessas 1005 vitimas, foram
colhidas 485 amostras de sangue para analise. Diante das amostras que foram
examinadas, quase metade era positiva para algum tipo de droga pesquisada
(a@lcool, cocaina ou crack), mostrando que essas vitimas podem ter consumido
uma delas ou a combinacao dessas drogas.

As armas de fogo foram predominantemente as mais utilizadas (88,7%) pelos
criminosos, sendo que a populacdo mais jovem foi claramente a mais afetada.
O consumo das bebidas alcodlicas estd diretamente relacionado a varios
conflitos sociais, trazendo sérias consequéncias tanto para o individuo, quanto
para as pessoas e o0 territério que o circunda (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006). Embora a relacdo entre o consumo de alcool e a
violéncia seja extremamente complexa (HIGLEY, 2001; MOROJELE; BROOK,
2006), existe uma associacao entre os individuos alcoolizados e a participacéo
em homicidios, suicidios, violéncia doméstica, crimes sexuais e acidentes de

transito (DINH-ZARR et al., 2004; FRANKLIN et al., 2010; LI; BRADY; CHEN,
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2013). Ha estudos demonstrando que quantidades elevadas do alcool podem
aumentar a gravidade da violéncia, existindo uma diferenca entre os géneros,
sendo o comportamento compulsivo (dificuldade cognitiva, agressividade e
violéncia) mais prevalente em homens (SCHEFFER; MARIA; ALMEIDA, 2010;
WELLS et al., 2003).

No que diz respeito as drogas ilicitas, pesquisas que examinam o perfil do
consumo de drogas no Brasil revelaram consistentemente que a cocaina e o
crack estdo altamente envolvidas na violéncia e na criminalidade. Este fato foi
particularmente evidente em vitimas masculinas jovens no presente estudo.

A maioria dessa populacdo de usuarios de drogas tem um baixo nivel
educacional e uma estrutura familiar fragil (MOURA et al., 2014; VAUGHN et al.,
2010). Esses fatos também podem corresponder ao perfil de nossas vitimas,
embora essas caracteristicas ndo tenham sido coletadas devido as
circunstancias. Ha evidéncias de que o transtorno de personalidade antissocial
€ mais frequentemente observado em usuarios de crack, quando comparado
com aqueles que s6 usam cocaina (PAIM KESSLER et al., 2012); assim, eles
parecem estar mais inclinados a se envolver em crimes. Os usuarios de crack
também costumam consumir outras drogas psicoativas apds o uso da droga
(SANTOS CRUZ et al., 2013; VAUGHN et al., 2010). Em geral, essas drogas
ilicitas sdo usadas com frequéncia na adolescéncia e podem ser substituidas por
drogas licitas, como alcool e tabaco, na idade adulta (JORGE et al., 2013).

Na América Latina, como no Caribe, a cocaina continua a ser um enorme fardo
para a sociedade (UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME, 2015).
Muitos estudos realizados em 2014 colocaram o Brasil como um dos maiores

consumidores mundiais de cocaina (ABDALLA et al., 2014). Nos casos de
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homicidio, a cocaina e o crack sdo as drogas mais frequentemente envolvidas
(DARKE; DUFLOU; TOROK, 2009; GOLDSTEIN, 1985), seja por seu uso ou
pelo seu trafico. Outros fatores para esses assassinatos sdo as formas de
funcionamento dos grupos criminosos e as respostas dadas pelas autoridades
responsaveis pela aplicacdo da lei contra a acdo desses grupos, este fato
contribui para determinar a taxa de homicidio no trafico de drogas (UNODC,
2013).

Diferentemente do alcool, que teve maior concentracdo encontrada em vitimas
adultas em nossa amostra, o crack foi a droga mais amplamente utilizada pelos
jovens, devido a maior quantidade de AEME encontrada em idades jovens, de
menos de 18 a 30 anos. A evidéncia do consumo de crack foi ainda maior que a
cocaina nessa faixa etaria, uma vez que a cocaiha apresentou maior
concentracdo na faixa etaria superior, de 31 a 40 anos. Embora as combinac¢des
de cocaina/alcool ou crack/alcool tenham sido encontradas mais frequentemente
em vitimas adultas (de 31 a 50), essas associacdes também foram observadas
em idades de faixa etaria anterior (de 18 a 30 anos). De fato, o uso da
combinacéo de drogas (alcool e cocaina ou crack) € maior que o uso de alcool
isolado, nesta faixa etaria.

Deve-se mencionar que a combinacao de alcool e cocaina ou crack produz altos
niveis de CE, um metabolito neurotdxico. Embora esta substancia seja menos
psicoativa que a cocaina, pode se difundir melhor através dos tecidos cerebrais
e ter mais efeitos toxicos de longo prazo e esta associada a consequéncias
cardiovasculares e comportamento violento (FAROOQ; BHATT; PATEL, 2009;

MCCANCE-KATZ; KOSTEN; JATLOW, 1998; MCCANCE et al., 1995).
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Ao analisar a quantidade de drogas em amostras de sangue, deve-se considerar
que o EtOH de 35 a 45 dg/L sdo concentracfes altamente tdxicas, nas quais
podem ocorrer dificuldades respiratorias, cardiovasculares, seguido de coma. A
morte com parada respiratéria pode ocorrer acima de 45 dg/L (LEVINE, 2003).
Em nossa amostra, cerca de 5,7% das vitimas que apresentaram EtOH em seu
sangue (5,4% em homens e 8,3% em mulheres) foram encontradas com EtOH
em niveis de provavel intoxicacdo alcodlica. A maioria das vitimas positivas para
alcool apresentaram concentracfes abaixo do risco de intoxicacao por alcool.
No que diz respeito a cocaina, 250 a 500 ng/mL e acima sao geralmente
consideradas quantidades téxicas. Dependendo das condicbes de cada
individuo e a tolerancia aos seus efeitos, concentragcdes em torno de 1000 ng/mL
séo consideradas letais.

Considerando estes parametros, no presente estudo, cerca de 10% das vitimas
gue apresentaram cocaina no sangue, apresentaram quantidades toxicas. Deve-
se notar que as mulheres apresentaram proporcionalmente maior risco de ter
intoxicacao por cocaina. Embora a BEG seja um metabolito inativo, sua presenca
no sangue e suas concentracdes denotam o uso e a extensdo desse uso, e este
metabdlito foi encontrado em quantidades significativamente maiores nas
mulheres.

Em um estudo de toxicologia foi demonstrado que seis homens com histéria de
abuso de cocaina, quando administrados uma dose Unica de 25 mg intravenosa
de cloridrato de cocaina, apresentaram uma concentragdo maxima de 775 ng/mL
de cocaina 3,9 h apds a administracdo, enquanto uma concentragdo maxima de

BEG (15.611 ng/mL) foi observada 5,6 h depois (ANTHONY C MOFFAT, M
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DAVID OSSELTON, 2011). As quantidades de cocaina e BEG encontradas nas
vitimas no presente estudo, foram compativeis com essas medidas.

Neste estudo também foi mencionado que cinco usuarios de crack que fumaram
42 mg da base de cocaina, apresentaram um pico de concentracdo de cocaina
(707 ng/mL) 2,6 h ap6s o uso, sendo que as concentracdes de BEG no pico (4,1
h depois) foram de 9,395 ng/mL e a concentracdo maxima de AEME de 23 ng/mL
foi observada 2,3 h apos a sua inalagdo (ANTHONY C MOFFAT, M DAVID
OSSELTON, 2011).

O AEME em guantidades mais elevadas foi encontrado mais frequentemente em
vitimas masculinas e menos em mulheres, mas em ambos 0s sexos foi
encontrado mais frequentemente em concentracfes pequenas (menos de 40
ng/mL). Este é um produto ativo da pirélise da cocaina e sabe-se que a sua
neurotoxicidade € maior do que a prépria cocaina (GARCIA et al., 2012, 2015).
No entanto, ainda ndo existem estudos que estabelecam as suas concentracées
toxicas. Este é um problema que precisa ser cuidadosamente analisado em
estudos futuros.

Deve ser apontado que, embora houvesse menos vitimas femininas, as
mulheres aparentemente usavam cocaina em niveis muito elevados, um pouco
menos de crack e alcool em niveis moderados, especialmente entre 31 e 50
anos, voluntariamente ou ndo. Também precisamos considerar que, devido ao
metabolismo mais lento, principalmente devido a maior distribuicdo de gordura
corporal (ANDERSON, 2008), as substancias costumam demorar mais para
serem eliminadas nas mulheres. O seu metabolismo também pode ser mais lento

por causa da idade, ja que as mulheres usuarias eram mais velhas. Seja qual for
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0 motivo, a alta concentracdo dessas drogas tem efeitos potencialmente mais
perigosos nas mulheres.

Com base nas caracteristicas descritas anteriormente, as mulheres, em geral,
usam drogas ilicitas em uma idade muito posterior do que os homens. Um estudo
mostrou que elas também sao influenciadas por seus namorados ou esposos
(BRADY; RANDALL, 1999). Elas sao frequentemente submetidas ao trabalho
sexual para manter a sua dependéncia, para sustentar o proprio consumo ou 0
consumo dos seus parceiros (BERTONI et al., 2014) e, por consequéncia, 0 uso
de crack tem sido associado ao sexo desprotegido com multiplos parceiros, com
alto risco de contrair e propagar doencas sexualmente transmissiveis (RAMIRO;

PADOVANI; TUCCI, 2014).
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CONCLUSOES

As vitimas de homicidios da Regido Metropolitana de Vitdria do ES que faz parte
da Regido Sudeste do Brasil, no ano de 2014, foram massivamente constituidas
por jovens do sexo masculino. As vitimas femininas e mais idosas foram em
ndamero menor.

N&o podemos garantir quais foram as causas de todos esses homicidios, mas o
envolvimento de drogas licitas, como &lcool e notadamente, cocaina e o crack
(drogas ilicitas) estavam presentes e algumas delas em concentragfes muito
altas.

O uso dessas drogas foi evidente em quase metade das vitimas de homicidios,
na maioria em homens, mas também foram importantes nas mulheres,
corroborando a evidéncia da associacéo do uso excessivo de drogas e crimes,

envolvendo jovens e mulheres de uma forma preocupante.
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7 ANEXOS

Anexo |

7.4 Dosagem de Etanol — Procedimento Operacional Padrao

(POP).
8.2.1 Materiais e equipamento:

e Balanca analitica;
e Baldo volumeétrico de 1000 mL;
e Balédo volumétrico de 100 mL, 200mL e 250mL;
e Pipeta volumétrica de volume ajustavel de 100 - 1000 pL;
e Pipeta volumétrica de volume fixo de 100 pL;

e Equipamento de cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em

chama — 450 GC.

8.2.2 Modo de preparo dos reagentes (solugfes — padrao):
Solucéo de propanol — padréo interno
e Acrescentar 100g de cloreto de sodio PA, dissolvido em 100mL de
agua destilada, no baldo;
e Colocar 150puL do solvente N-propanol grau PA em um baldo
volumétrico de 1000 mL;

e Completar o volume do baldo volumétrico com agua destilada.
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Solucéo de etanol — pontos da curva
e As concentragdes de 25, 50, 100, 200 e 400 mg/dL de etanol estdo
disponiveis como padrdes de referéncia;
e A concentracdo de 10 mg/dL de etanol é feita a partir da diluicdo
de 625uL do padrédo de etanol de 400 mg/dL em 25mL de agua

destilada (realizada em baldo volumétrico).

Solucéo de etanol — pontos de controle da curva (2dg/L; 8dg/L e 20dg/L)

Controle de 2dg/L:

e As concentracdes de 2, 8, 20 etanol estdo disponiveis como

padrdes de referéncia;

8.2.3 Procedimento de preparo das amostras

8.2.3.1 Preparo da curva de calibragéo
A curva deve ser composta por seis pontos em triplicata nas respectivas
concentracfes: 1; 2,5; 5; 10; 20 e 40 dg/L de etanol. Para tanto, o

procedimento a ser seguido é:

e Pipetar 100 puL dos padrdes de etanol no frasco de headspace;

e Acrescentar 500 pL do padréo interno N-propanol,

e Lacrar o frasco de headspace imediatamente.

A curva de calibragdo somente sera aceita quando o coeficiente de

correlacao foi maior que 0,98 (Resolucdo 899/04 — Anvisa).
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8.2.3.2 Preparo do controle da curva
Realizar o mesmo procedimento abaixo para a preparacdo dos trés

pontos de controle: 2dg/L; 8dg/L e 20dg/L.:

e Pipetar 100 puL das solu¢Bes de controle no frasco de headspace;
e Acrescentar 500 pL do padrao interno N-propanol;

eLacrar o frasco de headspace imediatamente.

8.2.3.3 Preparo das amostras
e Pipetar 100 pL de sangue total com fluoreto de sodio ou EDTA no
frasco de headspace;
e Acrescentar 500 pL do padrédo interno N-propanol;
e lLacrar o frasco de headspace imediatamente e injetar no

equipamento de cromatografia gasosa.

8.2.3.4 Método cromatogréafico:
O método cromatogréfico utilizado é o VOLATEIS. Os seguintes

parametros séo relativos ao método:

a. Coluna cromatografica:

Coluna de 30 metros, 0,32 mm de diametro, 1,8 um de filme.

b. Condicbes do cromatdgrafo em fase gasosa:

Modo de inje¢&o: split 1:20

Temperatura do injetor: 250°C
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Fluxo de 1.0 mL/min — modo fluxo constante

Rampa: temperatura inicial de 50°C mantida por 4 minutos, sobe a

5°C/minuto até 80°C, 30°C/ minuto até 140°C, essa temperatura final

€ mantida por 3 minutos.

. Condicdes do detector de ionizacdo em chama:

Temperatura: 300°C

Tempo constante: rapido;

Range: 12;

Autozero: Yes;

Make-up (N2): 29ml/min

H2: 30mL/min

Ar: 300mL/min

. Condicoes do injetor automatico:

Modo de injecéo: heaspace

Temperatura da seringa: 80°C;

Temperatura do forno de incubacéo: 80°C;

Tempo de incubacao: 15 minutos a 500 rpm;

Volume de injecdo: 250uL

Bandeja (tray) 1 e 2.
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8.2.3.5 Resultados da validacao analitica

Limite de deteccdo: 1 dg/L

Limite de quantificacdo: 1dg/L

Recuperacgédo: néo aplicavel

Linearidade: y = 0,0918x + 0,0217

R2 = 10,9986

8.2.4 Avaliacao dos resultados

8.2.4.1 Avaliacédo dos resultados das amostras

e Avaliar o tempo de retencdo (TR) do etanol, que deve ser de 4,33
minutos (£ 2%);

e Avaliar a presenca e o tempo de retencdo do padrao interno, que deve
ser de 6,77 minutos (x 2%) e a sua auséncia determina a preparacao
de uma nova amostra;

e Avaliar o tempo de retencéo relativo (TRr), por meio da férmula abaixo:

TRr = TR do etanol

TR do n-propanol (PI)

O resultado deve ser de 0,64 (£ 1%)
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8.2.5 Fluxograma de analise

Realizar o mesmo fluxograma para as amostras e para os controles de

gualidade.

Frasco de headspace

100 pl de sangue total

500 pL de N-propanol (PI1)

GC/FID: Método VOLATEIS
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Anexo |l

8.3 Dosagem de Cocaina e seus metabdlitos — (POP).

8.3.1 Reagentes:
Para o procedimento de extracdo serdo utilizados os seguintes reagentes e

solucdes:

o Metanol grau HPLC;

o Acetona grau HPLC,;

o Diclorometano grau HPLC;

o Alcool Isopropilico HPLC

o Hidréxido de amonia PA,

o Acido acético glacial PA;

o Fosfato de sédio dibasico anidro (NazHPO4) PA ACS,

o Fosfato de potassio monobésico anidro (KH2PO4) PA ACS,
o Tampao fosfato pH 6,0;

o Acido acético 0,01M:

O tampao fosfato pH 6,0 é preparado dissolvendo 1,189 NazHPOsem
100mL de &gua deionizada e 9,078g KH2POsem 1000mL de &agua
deionizada. Ap6s o preparo das solucdes, uma aliquota de 50mL da
solugcéo de Na:HPO4 € adicionada a 950mL da solucédo de KH2PO4 e pH
ajustado em pHmetro digital adicionando pequenas quantidades da solugéo

de Na2HPO4, até pH 6,0.
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A solucdo de acido acético 0,01M é preparada pela adicdo de 580uL do

acido acético glacial em quantidade suficiente para 1 litro de solucéo.

A solucéo eluente de Diclometano/Alcool Isopropilico/NH4OH (78:20:2, v/v)
€ preparada adicionando 78 parte de Diclorometano com 20 partes de
Alcool Isopropilico. A solugéo deve ser preparada sempre no dia da analise
pela adi¢céo de 2 partes de NH4OH. Apos, a solucdo deve ser sonicada por
5 minutos imediatamente antes do uso para garantir a dissolucdo do

NH4OH.

Os padrdes de referéncia cocaina, cocaetileno, bezoilecgonina (BEG),
éster metil ecgonina e éster metilanidroecgonina e cocaina D3 em solu¢fes

de metanol ou acetonitrila (cocaina D3) na concentracdo de 1mg/mL.

O agente de derivatizagcdo N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide

(MSTFA).

Os cartuchos de extracado em fase sdlida (SPE).

8.3.2 Equipamentos e acessorios

As analises serdo realizadas em equipamento de cromatografia em fase
gasosa (CP 3800) acoplado a espectrometria de massas. O CG-MS esta
equipado com coluna capilar 30 metros de comprimento, 0,25mm de

diametro interno e 0,25um de filme e amostrador automatico.

Como gas de arraste, utilizamos o Hélio com grau de pureza analitica 6.0.
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Os procedimentos de extracdo em fase solida serdo realizados com o
auxilio de um suporte para extracdo a vacuo de 24 posi¢cdes conectado a

uma bomba de vacuo.

As amostras serdo evaporadas a secura em banho seco e fluxo de

nitrogénio com grau de pureza 2.0.

8.3.3 Calibradores e controles

Solucdes de trabalho dos analitos serdo preparadas nas concentracdes de
1 e 10ug/mL e adicionadas em volumes variados para obtengdo das
concentracfes desejadas (5 a 500ug/mL) dos calibradores e controles
positivos. As amostras negativas ou brancos de analise, serdo formadas
pelo sangue acima descrito e previamente testado para os analitos de

interesse e possiveis interferentes.

8.3.4 Procedimento de extrac&do das amostras

Os procedimentos de extracdo se baseardo na técnica proposta por
ZWEIPFENNING et al (1994). As andlises sao feitas utilizando 1,0mL de
sangue total, 6,0mL de tampéo fosfato pH 6,0 e 10uL dos padréo interno
deuterado (cocaina-D3) na concentracéo de 10ug/mL a fim de se obter uma
concentracéo final de 100ng/mL destes. Para facilitar os procedimentos de

pipetagem, o padrdo interno foi colocado em solu¢do metandlica com

87



concentracdo final de 10ug/mL. Apos a adicdo do sangue, da solucao
tampdo e da solucdo do padrdo interno, a amostra é sonicada por 15
minutos a temperatura ambiente e entdo centrifugada a 2.500 rpm por 15

minutos.

Anteriormente a aplicacdo das amostras € necessario fazer o
condicionamento dos cartuchos de extracdo em fase soélida, adicionando
2mL de metanol seguido de 2mL de tampéo fosfato a um fluxo de 12
mL/min. E importante ndo permitir que o cartucho seque nessa fase. O
sobrenadante obtido apds a centrifugacdo das amostras é entdo aplicado
nos cartuchos de extracdo a um fluxo constante de 1,2 mL/min. Apés a
completa passagem da amostra pelo cartucho, este é lavado com 1mL de
adgua e depois com 0,5mL de é&cido acético 0,01M. E aplicado véacuo
maximo por 5 minutos seguido da adicdo de 50uL de metanol com vacuo
maximo por mais 1 minuto para garantir a completa secagem dos

cartuchos.

Antes da eluicdo, os cartuchos sdo passados para uma valvula limpa no
suporte para extracdo SPE. A eluicao é feita em duas etapas: A eluicdo dos
compostos neutros e acidos é feita com 4mL (2 x 2mL) da solucédo de
acetona/cloroférmio (1:1, v/v) em tempo aproximado de 5 minutos. Logo em
seguida é feita a eluicdo dos compostos basicos por adicdo de 3mL da
solucao de acetato de etila com 2% de NH4OH. Os extratos acido e basico
séo recolhidos em um dnico tubo que € levado para evaporacdo em banho
seco a 40°C, sob fluxo de nitrogénio. Antes da completa secura dos tubos,
os residuos de solvente (cerca de 0,5mL) sdo transferidos para vials de 2mL

devidamente identificados.

88



Apoés a completa secagem das amostras, estas serdo derivatizadas com

50uL de MSTFA a uma temperatura de 80°C, por 30 minutos.

8.3.5 Condicdes cromatogréficas

ApGs completa a derivatizagdo, as amostras serdo transferidas para inserts
de 200uL para possibilitar a injecao automatica de 1L no cromatografo em

fase gasosa acoplado ao espectrémetro de massas (GC-MS).

A amostra sera injetada no modo splitless, com temperatura do injetor de
280°C e pulso de presséo de 25psi por 1,1 minutos. O fluxo de Hélio foi
mantido constante em 1,1mL/min. A rampa de temperatura do forno da
coluna esta programada para iniciar a 90°C onde permanece por 2 minutos,
em seguida vai até 220°C a uma taxa de 10°C/min e entdo a temperatura
se eleva até 290°C a uma taxa de 30°C/min, permanecendo nesta
temperatura por 6 minutos. A interface do cromatégrafo em fase gasosa
com o espectrbmetro de massas serd ajustada para trabalhar a uma
temperatura de 250°C. O espectrometro de massas esta programado para

trabalhar com apenas 2 segmentos de massas, a saber:
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Tabela 1 — Segmentos do espectrometro de massas.

Modo de
Segmentos Tempo Faixa de massas
ionizacao
Desligado 0 a6 min Nenhuma Nenhum
Impacto de
FullScan 6 a 23.33 min 70 a 500 m/z

elétrons (EI)

Durante o desenvolvimento do método, amostras de sangue total
adicionadas de todos os analitos e padrfes internos serdo analisadas para
determinacao dos tempos de retencao (TR’s), parametros de integracéo e

determinacao dos ions quantificador e qualificadores, conforme Tabela 2.
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Tabela 2 - ions de identificacdo, quantificacdo e TR’s dos analitos.

fons fon Tempo de
Analitos qualificadores quantificador retencao
(m/z) (m/z) (min)

AEME 109, 181 152 9,706
EME 94, 96 82 11,989
Cocaina 82, 303 182 17,477
Cocaina D3 85 185 17,489
Cocaetileno 82, 318 196 17,751
BEG D3 85, 361 243 18,030

BEG 82, 361 240 18,030



