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RESUMO

A cocaina constitui 0 mais importante alcaléide natural extraido das folhas do
arbusto Erythroxylon coca. Diversos adulterantes sdo adicionados nos produtos a
base de cocaina com a finalidade de aumentar seu volume e, consequentemente, o
lucro no mercado ilicito da droga. A quantificacdo de cocaina presente nas amostras
apreendidas, bem como de seus adulterantes é importante para fornecer subsidios
na caracterizagdo da droga e na investigagcao do trafico. Neste contexto, os métodos
analiticos utilizados para andlise de amostras apreendidas de cocaina devem ser
periodicamente revisados e redesenvolvidos devido ao surgimento constante de
novos adulterantes. O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento e
validagdo de um método analitico por CLAE-DAD para analise simultanea da
cocaina, produtos de degradacao (4cido benzoico e benzoilecgonina) e os principais
adulterantes encontrados mundialmente com a droga (cafeina, lidocaina, fenacetina,
benzocaina e diltiazem). O método foi desenvolvido e validado em uma coluna
XBridge C18 (250 X 4,6 mm, 5 pm) utilizando como fase movel um gradiente
composto de acetonitrila e solugdo aquosa de formiato de amédnio 0,05 M — pH 3,1,
com fluxo de 1,0 mL min™. O volume de injecdo foi de 10 pL sendo os analitos
monitorados em comprimento de onda Unico de 274 nm. Os parametros de
validacdo foram determinados e os resultados demonstraram que o meétodo é
seletivo, sensivel, linear, preciso e exato. Os ensaios de robustez indicaram que
pequenas modificacdes no fluxo, temperatura da coluna e pH da fase mével podem
comprometer a exatiddo dos resultados. O novo método foi aplicado para
determinacdo cocaina, cafeina, lidocaina, fenacetina, benzocaina, diltiazem,
benzoilecgonina e acido benzoico em matrizes complexas como pasta base, cocaina
base e sal na forma de cloridrato. Amostras de cocaina apreendidas no estado do
Parana entre 2007 e 2012 foram analisadas obtendo-se teores de cocaina muito
variados (0,0 a 97,22%). Além disso, a presenca de todos os adulterantes foi
observada nessas amostras o que justifica a aplicacdo do método. O novo método

pode ser considerado uma alternativa confidvel em analises forenses.

Palavras-chave: CLAE-DAD, cocaina, adulterantes, produtos de degradacéo.



ABSTRACT

Cocaine is a natural alkaloid extracted from Erythroxylon coca leaves and it is one of
the most known illicit drugs worldwide. Several adulterants have been added to
cocaine products in order to increase the drug dealing profits. The quantification of
cocaine presented in seized samples, as well as the determination of drug
adulterants is important to provide informations about the drug characterization and
trafficking investigations. In this context, analytical methods utilized for the analysis of
seized cocaine samples must be periodically revisited due to the appearing of new
adulterants. The objective of this work was the development and validation of an
HPLC-DAD method for simultaneous determination of cocaine, degradation products
(benzoylecgonine and benzoic acid), and the main adulterants worldwide found in
products based on cocaine (caffeine, lidocaine, phenacetin, benzocaine, diltiazem).
The HPLC-DAD method was developed and validated using an XBridge C18 column
(250 X 4.6 mm, 5 mm) with a mobile phase consisted of a gradient of acetonitrile and
ammonium formate 0.05 M - pH 3, 1. The flow rate was 1.0 mL min™ and the volume
of injection was 10 uL. The detector was set at 274 nm. The validation parameters
demonstrated that the new method has high sensitivity, selectivity, linearity, precision
and accuracy. The robustness study indicated that the flow rate, temperature and pH
of the mobile phase are critical parameters and should not be changed under the
conditions of the proposed method. The new method was successful applied for
determining cocaine, benzoylecgonine, benzoic acid, caffeine, lidocaine, phenacetin,
benzocaine and diltiazem in complex matrices such as cocaine paste, cocaine base
and salt cocaine. Samples of cocaine seized in Parana State, Brazil (2007 - 2012)
were analyzed and the amounts of cocaine were varied (0.0 to 97.22%). The
presence of all adulterants was observed among the samples, justifying the aplication
of the method. The new method can therefore be used as a reliable alternative in

forensic analysis.

Key-words: HPLC-DAD, cocaine, adulterants, degradation products.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Relatério Mundial Sobre Drogas, estima-se que cerca de 230
milhdes de pessoas, ou 5 % da populagdo mundial adulta fez uso de alguma droga
ilicita, a0 menos uma vez, no ano de 2010 (World Drug Report, 2012). O documento
relata, ainda, que o uso da cocaina permaneceu estavel em 0,3-0,4 % da populacao
compreendendo 15 a 64 anos (entre 13,2 e 19,5 milhdes de usuarios) percebendo-
se, porém, um aumento do uso no Brasil, que ndo pode ser estimado devido a
auséncia de dados fornecidos pelo pais no ano de 2011.

Em 2009, 90% da cocaina apreendida no mundo foi interceptada nas
Américas. Estes dados refletem o aumento crescente da importancia desses paises
para o trafico de cocaina, tanto para satisfazer a demanda interna quanto para
exportar para mercados como Europa, Africa e regido do Pacifico. O Brasil é o maior
mercado consumidor da América do Sul, com 890.000 usuarios ou 0,7% da
populagédo. As apreensdes federais de cocaina triplicaram desde 2004, chegando a
27 toneladas em 2010 (UNODC, 2011).

Em todo o Parana, no ano de 2011 e até o més de julho de 2012 foram
apreendidas mais de 3.500.000 pedras de crack, uma das formas de apresentacao
da cocaina (Parana, 2012). De acordo com os dados do Narcodenuncia, dos 399
municipios paranaenses, apenas nove nunca tiveram apreensdo da droga. Isso
significa que apenas 2% das cidades do Parana sédo consideradas "areas livres" do
crack (Parang, 2012).

Diversos adulterantes sdo adicionados a cocaina com a finalidade de
aumentar o volume da droga e, consequentemente, o lucro neste mercado ilicito.
Tais adulterantes apresentam variacoes regionais, podendo indicar rotas de trafico.
Sabe-se ainda que a cocaina é hidrolisada (total ou parcialmente) em presenca de
agua, substancias acidas ou basicas, sendo transformada em diversos outros
produtos (CASALE & KLEIN, 1993) .

Os laboratérios periciais oficiais brasileiros rotineiramente identificam a
cocaina presente no crack. A quantificacdo de cocaina bem como de seus
adulterantes podem fornecer subsidios na caracterizagdo da droga bem como nas
investigacées sobre o trafico. Devido a grande quantidade de apreensdes e a

caréncia de recursos humanos dos laboratérios forenses, sdo grandes as
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quantidades de amostras armazenadas a espera dos exames necessarios para
identificacdo. Por isso, cada vez mais o0s laboratorios necessitam de métodos
rapidos, confiaveis e suficientemente seletivos para analisar a cocaina, produtos de
degradacgao e adulterantes.

Diversos métodos cromatograficos sdo descritos na literatura para analise da
cocaina e seus adulterantes. Um exemplo é a Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), uma técnica amplamente utilizada em
laboratérios forenses e recomendada nos manuais da Organizacdo das Nacdes
Unidas para Drogas e Crimes (UNODC). O predominio do CG-EM nesses
laboratérios é explicado pela possibilidade de utilizacdo das bibliotecas eletronicas,
as quais disponibilizam numerosos espectros de massas para fins comparativos.
Todavia, CG-MS é uma técnica complexa que requer amplo conhecimento para
operacdo e interpretacdo dos resultados. Além disso, esta técnica exige
derivatizacdo das amostras para otimizar a sensibilidade de deteccdo e o
comportamento cromatografico de alguns analitos, o que onera os custos do
laboratério e gera problemas ambientais devido a quantidade de agentes quimicos
utiizados (CHASIN & LIMA, 1998; CHRISTOPHERSEN & MORLAND, 1994;
Johansen & Bhatia, 2007).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por sua vez ndo apresenta
problemas quanto a necessidade de volatilidade e estabilidade térmica dos analitos,
e, ainda, permite uma excelente separagcao dos compostos, com economia de tempo
e sem etapas adicionais no preparo das amostras (AEHLE & DRAGER, 2010). Desta
forma, varios métodos de CLAE vém sendo desenvolvidos para a andlise de
amostras apreendidas de cocaina. Ainda, ressalta-se a importancia do
desenvolvimento de novos métodos empregando CLAE, uma vez que um grande
namero de substancias podem ser potencialmente utilizadas como adulterantes.

Na literatura, quase todos os métodos descritos por CLAE utilizam analisador
de massas para analise da cocaina, produtos de degradacao e adulterantes. Esse
analisador €, sem duvida, muito importante nas andlises forenses, sobretudo pela
sensibilidade e seletividade. No entanto, apesar do CLAE-EM analisar multiplas
matrizes com alta seletividade, ndo ha métodos disponiveis na literatura que
contemplem a determinagdo simultdnea da cocaina, produtos de degradacédo e
adulterantes nas amostras comercializadas na forma de sal, pasta base e cocaina
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base. Além disso, CLAE-EM ainda € uma técnica onerosa, complexa e que exige
mao de obra especializada para a condugdo dos ensaios. De encontro a essas
explanacoes, a utilizacdo de detectores mais baratos e difundidos como o de arranjo
de diodos (DAD) se tornam interessantes, pois apresentam boa sensibilidade, sao
de facil execucéo e facilmente encontrados na maioria dos laboratérios analiticos.

No presente trabalho foi desenvolvido e validado um método analitico por
CLAE-DAD para analise simultdnea da cocaina, produtos de degradagao (acido
benzbico e benzoilecgonina), e os principais adulterantes encontrados mundialmente
com a droga (cafeina, lidocaina, fenacetina, benzocaina e diltiazem). Dos métodos
descritos na literatura, este € o Unico que contempla a determinacao desses
compostos nas matrizes pasta base, cocaina base e sal, sem a necessidade de
etapas adicionais no preparo das amostras. Portanto, o novo método € uma
alternativa rapida, de baixo custo e ambientalmente adequada para ser utilizado em

analises forenses.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar uma metodologia por CLAE para quantificacao
simultdnea da cocaina, dois de seus produtos de degradacao (acido benzoico e
benzoilecgonina) e adulterantes (cafeina, lidocaina, fenacetina, benzocaina e

diltiazem), em amostras apreendidas no Estado do Parana.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter cocaina purificada a partir das amostras apreendidas para geracdo de
padrdes de trabalho;

v Otimizar parametros cromatograficos em CLAE para identificagcdo e quantificacao
simultanea da cocaina, seus produtos de degradacao e adulterantes;

v" Validar a metodologia por CLAE através de norma nacional (ANVISA);

v’ Caracterizar e quantificar os principais componentes presentes em amostras de
cocaina apreendidas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

O cultivo e uso da folha de coca, historicamente concentrada na regido
andina, sao conhecidos desde 3.000 a.C. Os primeiros relatos europeus sobre esse
vegetal sdo de autoria de Américo Vespucio (1499), publicados em 1507, nos quais
descreve a coca sendo mastigada com cinzas e alguns efeitos da planta mascada
pelos indios. Quando os espanhdis conquistaram a América do Sul, em 1492, a
Igreja Catdlica pressionou as autoridades espanholas para eliminar completamente o
cultivo de coca, denunciando como influéncia do deménio a percep¢ao amplamente
difundida de que a coca aumentava a forga de trabalho. Os interesses econdmicos
do novo império colonial mudaram este pensamento ao perceberem o aumento de
desempenho dos trabalhadores ao receberem folha de coca para mascar. Também
nesse século a cocaina foi introduzida na Europa para fins medicamentosos
(anestésico tépico em cirurgias oftalmolégicas e otorrinolaringoldgicas devido as
suas propriedades vasoconstritoras), porém, nao se difundiu, pois as folhas
chegavam deterioradas pela longa viagem da América até a Europa (BAHLS;
BAHLS, 2002; UNODC, 2008).

Esta situacdo mudou drasticamente apds o isolamento do alcal6ide cocaina,
atribuido ao quimico alemao Albert Niemann, em 1859/1860. Em 1863, um quimico
chamado Angelo Mariani passou a comercializar um vinho chamado Vin Mariani,
constituido de vinho e extrato de folhas de coca. A cocaina quando combinada com
alcool resulta em um potente composto, hoje conhecido por cocaetileno. O vinho de
coca recebeu o endosso de primeiros-ministros, membros da realeza, e até mesmo
o Papa. A popularidade da cocaina nas sociedades ocidentais aumentou
dramaticamente apds a publicacdo de um estudo do médico austriaco Sigmund
Freud, que experimentou cocaina e escreveu um artigo amplamente divulgado
intitulado Uber Coca em 1884, listando os efeitos benéficos para a terapia da
depressao (FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN et al, 2009).

Em 1885, a industria farmacéutica Parke-Davis comeca a apresentar ao
mercado diversas formas de consumo, sendo elas na forma de charutos, cigarros,

inalantes, solugdes, cristais e até injetaveis. A Coca-cola, bebida isenta de alcool,
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que utilizava na composi¢do noz de cola e folhas de coca, e era consumida pelas
classes menos favorecidas para problemas géastricos, dores de cabecga, cansaco,
entre outros, foi lancada em 1886 por John Styth Pemberton. S6 em 1906 que as
folhas de coca da formulagdo foram substituidas por cafeina e folhas de coca
descocainizadas. (LEITE; ANDRADE, 1999).

A partir da primeira guerra mundial os efeitos da cocaina comegaram a tornar-
se mais evidentes e em 1914 os Estados Unidos publica o Harrison Act, proibindo o
uso da cocaina pela populacao (FERREIRA; MARTINI, 2001).

Em 1921 no Brasil o Decreto-Lei Federal n°4.292 de 06 de julho de 1921
restringe 0 uso de cocaina. Na década de 70 a cocaina ressurge para uso
“recreacional” e na década de 80 o consumo de cocaina torna-se abusivo. Em 1985
a cocaina na forma de “crack” comeg¢a a ser consumida no Brasil (VARGAS;
TALHAVINI, 2000).

2.2 BOTANICA E TAXONOMIA DAS PLANTAS DE COCA

A cocaina € um dos principais alcaldides extraidos das folhas de plantas do
género Erythroxylum (familia Erythroxylaceae). Embora haja mais de 250 espécies e
variedades desse vegetal nativo da Cordilheira dos Andes, apenas uma pequena
parcela fornece quantidades consideraveis do referido alcalbide.

Dentre as diversas fontes de cocaina destacam-se a Erythroxylum coca v.
coca, Erythroxylum novogranatense v. novogranatense e  Erythroxylum
novogranatense v. truxillense. De suas folhas, comumente referidas como “folhas de
coca”’ independentemente da espécie que lhes deu origem, podem ser obtidos
teores que variam de 0,5 a 1,5% em alcaldides totais (cerca de 20 substancias
quimicas diferentes), dos quais aproximadamente 75% sao correspondentes a
cocaina (UNODC, 2008).

As regides de cultivo das variedades de Erythroxylum s&o inerentes, quase
que exclusivamente, de regides andinas da América do Sul (principalmente da
Colémbia, Peru, Bolivia e Equador), Australia, india e Africa. O Brasil, que também

' De acordo com o estabelecido no Art. 1° da Convencdo Unica sobre Entorpecentes, de 1961, a
terminologia “folhas de coca” pode ser aplicada somente aquelas que ndo sofreram extracao total de
cocaina, ecgonina e de quaisquer outros alcaléides relacionados.
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possui condi¢des climaticas favoraveis ao plantio de espécies de Erythroxylum, isto
é, clima tropical umido e altitudes de 500 a 2000 metros acima do nivel do mar, néo
figura entre os maiores produtores de cocaina. A variedade chamada de Ipadu, Patu
ou Epadu (Erythroxylum coca v. ipadu), cultivada por indigenas na regiao norte do
pais, apresenta baixos teores de cocaina, razédo pela qual o extrativismo ilicito dessa
substancia ndo é considerado viavel e, praticamente, ndo ocorre. Por se tratar de
planta espermatéfita e dicotiledénea, isto é, que dao sementes e crescem como
arbustos e arvores, o plantio do Erytroxylum é feito semeando-se viveiros, sendo as
mudas depois transplantadas para os locais definitivos (CALDAS NETO, 1998).

A principal espécie cultivada na América do Sul é a Erythroxylum coca (Figura
1) uma arvore pequena, muitas vezes tratada como arbusto, com casca de
coloracao vermelho-amarronzada, folhas dispostas de maneira espiral, 6érgaos florais
de cor branca ou amarelada nas axilas e cuja estatura pode atingir cerca de 5,50 m.
A planta se mantém ativa por cerca de 50 anos e os teores apreciaveis de cocaina
surgem apoés dezoito meses do plantio. Geralmente, as folhas de coca sao colhidas
trés vezes por ano, sempre em tempo seco, sendo a primeira safra no inicio da
primavera, a segunda em junho e a terceira em outubro (VARGAS; TALHAVINI,
2000).

FIGURA 1: FOTOGRAFIA DE UM ARBUSTO DE ERYTHROXYLUM COCA E A
REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DE SUAS FOLHAS, COM DESTAQUE AS DUAS LINHAS
PARALELAS A NERVURA CENTRAL DA FOLHA.

FONTE: (UNITED NATIONS. Office on Drugs and Crime, 2003)
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2.3 PRINCIPAIS ALCALOIDES ENCONTRADOS NAS FOLHAS DE COCA

Entre os alcalbéides tropanicos, € possivel que a cocaina seja o0 mais
conhecido, por seu uso como droga de abuso.

Bacchi (2004) classifica em trés grupos os alcaldides encontrados nas folhas
de coca:

-derivados da ecgonina: cocaina, cinamoilcocaina, truxilinas, benzoilecgonina,
metilecgonina (Figura 2);

-derivados da tropina: tropacocaina, valerina (Figura 3);

-derivados da higrina: higrolina, cuscohigrina (Figura 4).
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FIGURA 2: ALCALOIDES DERIVADOS DA ECGONINA.
FONTE: (MOORE; CASALE, 1994) com adaptagoes.
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FIGURA 3: ALCALOIDES DERIVADOS DA TROPINA.
FONTE: (MOORE; CASALE, 1994) com adaptacoes.
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FIGURA 4: ALCALOIDES DERIVADOS DA HIGRINA.
FONTE: (MOORE; CASALE, 1994) com adaptactes

A Tabela 1 mostra os teores de alguns desses alcaldides em relacdo a
cocaina e em fungéo da espécie vegetal.

TABELA 1: TEORES DE COCAINA E OUTROS ALCALOIDES EM FUNGAO DA ESPECIE DE
ERYTHROXYLUM.

Alcaléide ENVN® ECVC
Cocaina 0,43 0,67
Metil ecgonina 29 47
Cuscohigrina 5,8 61
Tropacocaina 3,8 0,16
Cis-cinamoilcocaina 53 18
Trans-cinamoilcocaina 170 22

Notas: ® ENVN = Erythroxylum novogranatense v. novogranatense; ° ECVC = Erythroxylum coca v.
coca. Os contetdos de cocaina estao reportados em % (m/m) em relacdo as folhas secas. Os teores
dos demais alcaldides estao descritos em relagédo a percentagem do teor de cocaina.

FONTE: adaptada de (MOORE; CASALE, 1994)
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2.4 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E FARMACOLOGICAS DA COCAINA

O nome da cocaina preconizado pela IUPAC? é éster metilico do &cido [1R-
(exo,exo0)]-3-(benzoiloxi)-8-metil-8-azabiciclo[3.2.1]octano-2-carboxilico. A Tabela 2
mostra algumas caracteristicas fisicas e quimicas da cocaina base e do sal
cloridrato de cocaina (cocaina.HCI).

TABELA 2: CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DAS APRESENTACOES DE COCAINA

Forma de Férmula Massa p.f. Caracteristicas de
apresentacao Molecular Molar (°C) Solubilidade
(g. mol™) H.O MeOH EtO CHCl;
Cocaina C17H21NOy4 303,4 98 [ S S S
Cocaina. HCI C17H21NO4.HCI 339,8 157 S S [ S

Notas: s, sollvel; i, insolavel.
FONTE: adaptada de (VARGAS & TALHAVINI, 2000)

Os dois grupos funcionais éster sado facilmente hidrolisados, total ou
parcialmente, em presenca de agua ou substancias acidas ou alcalinas, como pode
ser visualizado na Figura 5 (BOTELHO, 2011).

Apesar de estarem presentes na planta, a ecgonina, metilecgonina e
benzoilecgonina ndo sao extraidas nos processos de refino. As reacdes de hidrolise
da cocaina, que podem ainda gerar metanol, acido benzoico e benzoato de metila,
S80 responsaveis por suas continuas aparicées nas amostras de cocaina. Por ser
um alcaloide, e uma base fraca, a cocaina reage com solugbes de acidos organicos
ou inorgéanicos formando sais, como o cloridrato e o sulfato de cocaina. Esta reacao
€ uma eficaz ferramenta para se isolar alcaloides de matrizes complexas, pois as
propriedades de solubilidade dos produtos de reacdo séo, geralmente, antagbnicas
as da base livre correspondente, conforme Figura 6 (VARGAS; TALHAVINI, 2000).

2 JUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry - Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (UIQPA).
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FIGURA 5: REACOES DE HIDROLISE DA COCAINA.
FONTE: adaptada de (BOTELHO, 2011)
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FIGURA 6: FORMACAO DO CLORIDRATO DE COCAINA.
FONTE: adaptada de (VARGAS; TALHAVINI, 2000)
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A cocaina — benzoilmetilecgonina — apresenta em sua estrutura, assim como

a maioria dos anestésicos locais, um sitio hidrofilico, representado pela amina

terciaria do anel tropénico, e um sitio hidrofébico, que é a estrutura aromética

presente como éster do acido benzdico. O atomo de nitrogénio, possivelmente na

forma de cation, combina-se com receptores da membrana celular e bloqueia

a
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condugdo de ions sédio e potassio, impedindo assim tanto a geragdo como a
condugao do impulso nervoso. O efeito anestésico estd relacionado também a
inibicdo do apetite. A estrutura éster é importante, pois esta ligacdo é facilmente
hidrolisada durante a degradacdo metabdlica e a inativacdo no organismo. Em
adigéo ao bloqueio na conducao pelo sistema nervoso periférico, a cocaina interfere
com a funcdo de todos os 6rgdos em que a transmissdo de impulsos ocorre.
Apresenta efeitos importantes no sistema nervoso central (SNC), nos ganglios
autdbnomos, na jungdo neuromuscular e em todas as formas de fibra muscular. O
efeito sistémico mais notavel é a estimulagdo do SNC, onde atua em processos que
reduzem a recaptacdo da dopamina elevando o nivel desse neurotransmissor. A
acao da cocaina no cortex cerebral € particularmente forte, propriedade responsavel
pelo seu potencial para o uso abusivo. Os efeitos letais ou subletais da cocaina
decorrem, principalmente, de acdes sobre o sistema cardiovascular e cérebro. Ha
evidéncias de que causa espasmo coronariano ou que promove trombose e as
vezes coagulagao intravascular disseminada. Tem sido relatada a ocorréncia de
infarto do miocéardio de 30 minutos a 11 horas ap6s o uso de cocaina por qualquer
via. Casos de morte tém sido atribuidos a arritmias ventriculares seguidas de
fibrilacdo. Nas estruturas cerebrais tém sido observados isquemia, infarto,
hemorragias e, em conseqiéncia destes, convulsdes, hiperpirexia, depressao e
parada respiratoria (GOODMAN; GILMAN; GILMAN, 2010).

A cocaina produz euforia, loquacidade, atividade motora e prazer
aumentados, semelhantes aos efeitos da anfetamina, embora tenda a produzir
menos alucinagdes, paranoias e comportamentos estereotipados. Nao produz uma
sindrome nitida de dependéncia fisica, mas tende a causar depressao e disforia,
acoplados com o desejo a droga, em um consideravel grau de dependéncia
psicolégica (RANG et al., 2012).

2.5 FORMAS DE APRESENTACAO DA COCAINA

No Parana, conforme as pericias realizadas pelo Laboratério de Ciéncias
Quimicas e Biologicas do Instituto de Criminalistica, a cocaina é utilizada nas
seguintes formas de apresentacéo:
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) Pasta base — cocaina na forma de base livre, de cor marrom ou
amarela escura, obtida na primeira etapa do processo de extracdo das folhas de
coca, podendo ser fumada. Raramente se apresenta na forma de pasta, mas sim na
forma de grumos ou pedras quando prensada para o transporte, podendo ser, a
primeira vista, confundida com crack;

. Cloridrato de cocaina — sal soluvel da droga, com coloragdo
esbranquigada, inodoro ou com leve odor, destinado ao uso por aspiragao nasal ou
endovenoso;

o Crack — cocaina base em forma de pedras, de coloragdo amarelada,
destinada ao fumo. Ao contrario da idéia corrente, o crack ndo € um subproduto do
refino, mas sim uma forma de apresenta¢cdo com baixo valor de mercado.

Imagens das trés formas de apresentagdo podem ser visualizadas na Figura

FIGURA 7: FORMAS DE APRESENTAGAO DA COCAINA: (a) PASTA BASE, (b) CLORIDRATO DE
COCAINA E (c) CRACK.
FONTE: adaptada de ALMEIDA (2003).

Segundo ALMEIDA (2003) a cocaina € utilizada, ainda, no Brasil, nas

seguintes formas de apresentacgao:

o Cocaina base — base livre mais refinada, de cor clara e odor leve,
podendo ser fumada ou aspirada;

o Merla — cocaina base apresentada na forma de pasta branca, com
altos teores de agua (até 70%) e de sais de sodio (sulfato, carbonato, bicarbonato),
também é destinada ao fumo. A merla € uma forma de apresentagédo exclusivamente
encontrada no Brasil, mais especificamente no Distrito Federal e arredores.

Uma outra forma de apresentagdo da cocaina, presente nos Estados Unidos
e na Europa é o free-base, composto de cristais de cocaina base. O free-base é
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preparado a partir do cloridrato de cocaina e é destinado ao fumo ou a inalagédo
(ARUFE-MARTINEZ; ROMERO-PALANCO, 1988).

2.6 PROCESSOS DE OBTENGCAO DA COCAINA

Os procedimentos de extracdo de cocaina a partir das folhas de coca seguem
duas etapas principais:

a) imersao das folhas de coca em solugbes aquosas acidas ou alcalinas ou
diretamente em um determinado solvente organico, e

b) processos de purificacdo baseados em precipitacdbes e solubilizacdes

sucessivas.

Tais procedimentos de purificagdo, independentemente de suas
particularidades individuais, s&o chamados genericamente de refino, e séao
responsaveis pela obtencdo da cocaina em suas diversas formas de apresentacao.
Ha uma infinidade de substancias capazes de atuar com eficiéncia em cada etapa. A
producéo ilicita de cocaina envolve solventes e reagentes pouco dispendiosos e de
facil obtengédo. A obtencdo da cocaina base a partir da pasta base envolve uma
reacdo de oxidacdo, seguida de purificacdo, visando extrair as cis e trans-
cinamoilcocainas e o clareamento do produto. Assim, as cinamoilcocainas sao
transformadas em ecgonina, que é facilmente retirada da cocaina pela diferenca de
solubilidade. Utilizando-se permanganato de potassio (KMnO4) a cocaina também
pode oxidar formando ecgonina e benzoilecgonina e metilecgonina, mas o
aparecimento de tais produtos nas amostras de cocaina refinada € resultado de
hidrélise (BREWER, 1991; ENSING, 1991; CASALE & KLEIN, 1993).

A Figura 8 mostra os processos de obtencao mais tradicionais descritos na

literatura.
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FOLHAS DE COCA
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FIGURA 8: FLUXOGRAMA ILUSTRANDO AS VIAS DE OBTENGAO DA COCAINA.
FONTE: adaptada de CASALE & KLEIN (1993)

2.7 ADULTERANTES E DILUENTES DO MERCADO DA COCAINA3

Sao adicionadas a cocaina substancias diversas com o objetivo de aumentar
a massa e assim o lucro na venda. Adulterantes sdo substancias que apresentam
algum efeito farmacol6gico, podendo potencializar ou assemelhar-se a algum dos
efeitos da cocaina. Os diluentes sdo usados apenas para dissolver a droga, sendo
inativos e sem efeito farmacolégico. Para adulteracdo opta-se, principalmente, por

substancias que tenham aparéncia semelhante a cocaina, propriedades

anestésicas, sabor amargo e coloracao esbranquicada. Os adulterantes tanto podem

® Nao ha um mercado licito de cocaina, portanto, sempre que se falar em “mercado” de drogas deve-
se entender que este mercado ¢ ilegal (Convengao Unica sobre Entorpecentes, de 1961).



28

simular os efeitos da cocaina, quanto reduzir efeitos indesejados provocados pela
droga. Os produtos mais comumente encontrados misturados a cocaina sao:

— Adulterantes: lidocaina, benzocaina, procaina, tetracaina, cafeina,
efedrina, dipirona, fenacetina, levamisol, diltiazem, hidroxizina, prilocaina,

acido acetil-salicilico, paracetamol;

— Diluentes: acucares e derivados (lactose, sacarose, glicose, manitol,
amido, sorbitol), compostos inorganicos (bicarbonato de s6dio, carbonato
de sddio, carbonato de calcio, sulfato de caélcio, sulfato de magnésio,
sulfato de sédio, cloreto de sédio, cloreto de magnésio, borato de sédio,
acido bdrico), produtos alimenticios (leite em pé e farinhas em geral).

Os mercados e diferentes regides apresentam variacdes pela disponibilidade

dos adulterantes e diluentes e perfil do usuario (MAIETTI, 2009; UNODC, 2005).

Em diversas provincias da Espanha, 9.681 amostras de cocaina apreendidas
foram analisadas entre 1985 — 1993 por BARRIO et al. (1997). Dentre as
provenientes de Madrid e Sevilha, a lidocaina foi o principal adulterante detectado
entre 1985 — 1987 (69,6% das amostras em 1985). Entre 1992 — 1993 a lidocaina
nao foi mais encontrada, periodo em que a cafeina passou a ser o adulterante mais
comum.

Em Roma, FUCCI e DE GIOVANI (1998) investigaram 156 amostras, entre
1996 e 1997. Encontraram 14 adulterantes diferentes, dentre os quais se destacam
a lidocaina em 16,5 % das amostras em 1996 e 12,3 % em 1997; cafeina em 11 %
das amostras em 1996 e 6,1 % em 1997 e fenacetina em 6,1 % em 1997.

Nos EUA, hidroxizina, em teores de 2 a 20 %, e diltiazem, entre 8 e 20%,
foram encontrados pela primeira vez em amostras de cocaina, por ODENEAL (2004)
e PETERS (2004), pesquisadores do Drug Enforcement Administration (DEA).

VALENTINO & FUENTECILLA (2005), também pesquisadores do Drug
Enforcement Administration (DEA), respondem pela primeira publicacdo sobre
deteccdo de levamisol e citam que desde entdo tém rotineiramente encontrado tal
produto em amostras de cocaina, sendo atualmente o principal adulterante nos EUA.

Foram analisadas por BRUNT et al. (2009), amostras apreendidas entre 1999
e 2007 na Holanda, nas quais foram encontrados principalmente benzocaina,
cafeina, fenacetina, lidocaina, levamisol, diltiazem, procaina e atropina. O

adulterante majoritario desde 2003 é a fenacetina, detectada em 40,6 % das
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amostras em 2007. A partir de 2004, observou-se um numero cada vez maior de
amostras contendo levamisol, diltiazem e hidroxizina. Em 2007, 53,6 % das
amostras de cocaina apresentavam adulteracées, contra 6,5 %, em 1999.

As andlises de 209 amostras apreendidas em 2001, no interior do estado de
Minas Gerais, sendo 186 positivas para cocaina, indicaram a presenca de cafeina
em 50,2 % das amostras, lidocaina em 65 % e prilocaina em 11 % (BERNARDO et
al., 2003).

CARVALHO E MIDIO (2003) relataram a presenca de lidocaina, procaina e
cafeina como adulterantes principais em 389 amostras apreendidas em S&o Paulo,
no ano de 1997.

Um estudo sobre a composicdo das amostras de cocaina apreendidas no
Brasil, realizado por ALMEIDA (2003), revelou que o principal adulterante nas
amostras oriundas do estado do Amazonas é a fenacetina. Tal farmaco néo foi
detectado nas amostras do estado do Rio Grande do Sul, onde a cocaina apresenta
adulteracdes por lidocaina e cafeina. Foram observadas adulteracdes em 48,2 %
das amostras do estado do Amazonas e 60,9 % das amostras do estado do Rio
Grande do Sul. Diluentes, segundo o estudo, ndo sao comuns em amostras
provenientes do Amazonas, sendo detectados em apenas 11,1 % das amostras.
Porém, no Rio Grande do Sul, 73,9 % das amostras apresentavam-se diluidas e
acucares e derivados.

BOTELHO (2011) analisou 39 amostras de cocaina provenientes da regiao
sul do Brasil e constatou a presencga de fenacetina em 35 % delas.

A Figura 9 mostra as estruturas quimicas dos principais adulterantes

utilizados no mercado da cocaina.
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FIGURA 9: ESTRUTURAS QUIMICAS DOS PRINCIPAIS ADULTERANTES DA COCAINA.
FONTE: (BOTELHO, 2011 COM ADAPTAGCOES).

2.8 A COCAINA NA LEGISLACAO BRASILEIRA

O Brasil, estrategicamente localizado na America do Sul e com vastas areas
de fronteira, nao figura entre os maiores produtores de cocaina, mas apresenta o
maior transito desta droga, nas Américas. Pelos portos e aeroportos brasileiros é
enviada para Europa e Africa a cocaina produzida na Colémbia, Peru, Venezuela e
Bolivia (World Drug Report — WDR 2011).

A cocaina é transportada por vias aéreas, fluviais e principalmente terrestres
até os grandes centros urbanos e portos, de onde € exportada (World Drug Report —
WDR 2011).

Além do tréfico, o Brasil € um grande mercado consumidor com 33 % do total
de usuarios das Ameéricas do Sul, America Central e Caribe. As apreensdes de
cocaina passaram de 8 toneladas em 2004 para 24 toneladas em 2009 (World Drug
Report — WDR 2011).

Como pais membro das Organizagcées das Nag¢des Unidas (ONU), o Brasil,
por meio do Decreto n® 54.216, de 27/08/1964, promulgou a Convencao Unica sobre
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Entorpecentes e aprovou no Decreto n? 162, de 1991, o texto da Convengao Contra
o Tréfico llicito de Entorpecentes e de Substancias Psicotrdpicas de 1988.

A Lei 11.343, de 23/08/2006 e o Decreto 5.912, de 27/09/2006 regulamentam
a prevencao, a fiscalizagdo, o controle e repressdo a produgao, ao uso e ao trafico
de produtos, substancias ou drogas ilicitas que causem dependéncia fisica ou
psiquica, assim relacionadas pelo Ministério da Saude (MS).

Por meio da Portaria n® 344, publicada pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria
(SVS) em 12/05/1998, o Ministério da Saude aprovou o Regulamento Técnico sobre
substancias e medicamentos sujeitos a diversos niveis de controle especial. As listas
de substéancias elencadas no Anexo | — Listas de Substéncias Entorpecentes,
Psicotrépicas, Precursoras e Outras sob Controle Especial — sdo atualizadas por
resolucdes publicadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A cocaina e a ecgonina, bem como os sais e isébmeros da cocaina, os ésteres
e derivados da ecgonina que sejam transformaveis em ecgonina e cocaina
encontram-se relacionados na Lista de Substancias Entorpecentes (Lista F1), de uso
proscrito no Brasil, consideradas capazes de causar dependéncia fisica e/ou
psiquica, de acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n°® 21 da
ANVISA, de 17/06/2010, em conformidade com a Portaria n° 344-SVS/MS, de
12/05/98.

A planta Erythroxylum coca Lamark e todos os sais, isbmeros, ésteres e
éteres das substancias obtidas a partir da planta sédo controladas pela Resolucao
RDC n® 21-ANVISA/MS em sua Lista E - Lista de Plantas que Podem Originar
Substéancias Entorpecentes e/ou Psicotropicas.

Normas de controle e fiscalizacdo sobre produtos e insumos quimicos que
possam ser destinados direta ou indiretamente a elaboracdo de substancias
entorpecentes ou que determinem dependéncia fisica e/ou psiquica sao
estabelecidas pela Lei n® 10.357 de 27/12/2001, regulamentada pelo Decreto n°
4.262 de 10/06/2002. Sao controlados pela Portaria n® 1.274 de 25/08/2003 do
Ministério da Justica, alterada pela Portaria n® 113 de 14/01/2004 os produtos
quimicos relacionados nas Listas |, II, Il e IV e adendos.

Conforme a Lista D2 — Lista de Insumos Quimicos Utilizados para a
Fabricacdo e Sintese de Entorpecentes e/ou Psicotrdépicos — integrante da
Resolugdo RDC n® 21-ANVISA/MS, estdo submetidos a controle 12 reagentes
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quimicos: acetona, acido cloridrico, acido sulfurico, anidrido acético, cloreto de etila,
cloreto de metileno, cloroférmio, éter etilico, metiletilcetona, permanganato de

potassio, sulfato de sédio e tolueno.

A atualizacdo da legislagdo, em especial a lista de produtos e insumos
quimicos controlados, como ja foi dito, é elaborada pela ANVISA em acordo com a
DRE/DPF que, por sua vez, mantém intercambio com a Associagdo Brasileira de
Industrias Quimicas (ABIQUIM) e outros 6rgaos.

Os oOrgaos estatais das politicas nacionais de controle e repressdo ao
narcotrafico sdo as policias civis e militares, subordinadas aos governos estaduais, a
policia federal e policia rodovidria federal, 6rgdos do Ministério da Justica, a
Secretaria Nacional da Seguranca Publica (SENASP) e a Secretaria Nacional
Antidrogas (SENAD).

2.9 METODOS ANALITICOS PARA ANALISE DA COCAINA

Entre os diversos métodos recomendados para andalise de cocaina, a
cromatografia ocupa lugar de destaque gracas a facilidade com que se efetua a
separacao, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou
em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, como a

espectrofotometria e a espectrometria de massas (CLARKE, 2011).

As técnicas cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) sao rotineiramente empregadas na andlise de
cocaina, sendo indicadas pelas Nacdes Unidas (UNITED NATIONS. Division of
Narcotics Drugs, 1986).

Ho (1990) cita trabalhos em que se estudou a cocaina, seus metabdlitos e
diluentes por CG, bem como a diferenciacdo de diastereocisbmeros e separou 0s
diversos alcalbides presentes em amostras de cocaina, que foram analisados com
detector seletivo de massas. Morello e Meyers (1995) utilizaram a técnica de
headspace para identificar e quantificar por CG/EM solventes residuais ocluidos em
amostras de cloridrato de cocaina e cloridrato de heroina. As técnicas cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG/DIC) e CG/EM foram utilizadas por

Fucci e Giovanne (1998) para determinac¢des qualitativas e quantitativas de cocaina
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e seus adulterantes em amostras apreendidas em Roma, Itdlia, entre janeiro de
1996 e junho de 1997.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um método simples e
confiavel de analise da maioria das drogas, sendo especialmente util para os
compostos que sdo termicamente labeis. Ha sistemas capazes de separar a
cocaina, suas impurezas e seus subprodutos simultaneamente (MOORE & CASALE,
1994).

Nishikawa et. al (1994) estudaram um método para determinagdo simultanea
de cocaina e os metabdlitos benzoilecgonina, ecgonina metil éster, ecgonina e

norcocaina em urina por CLAE.

Pan e Hedaya (1997) desenvolveram um método por CLAE com detector de
ultra-violeta (CLAE/UV) para analisar amostras de plasma de rato apés
administracdo de cocaina isolada e combinada com alcool. Os perfis

farmacocinéticos da cocaina e seus metabodlitos também foram descritos.

Bogusz (2000) destaca que a cromatografia liquida acoplada a espectrémetro
de massas (LC/EM) tornou-se um método poderoso e flexivel para analises de
substancias de interesse forense, como a cocaina e seus metabdlitos, assegurando
alto nivel de confiabilidade.

Além de CG e CLAE, a espectroscopia de infravermelho com transformada de
fourier (FTIR) é usada rotineiramente na distincdo entre a cocaina na forma de sal
(cloridrato de cocaina) e cocaina base livre (crack) (ELSHERBINI, 1998). A técnica
de FTIR é muito empregada para analise de cocaina, sendo o método para
obtencdo de espectros de transmissdo, bem como as principais absorgcdes
caracteristicas, descritos no manual das Nacdées Unidas (UNITED NATIONS.
Division of Narcotics Drugs, 1986; CLARKE, 2011).

Moss et. al (1980) utilizaram espectros de infravermelho para diferenciacado de
15 diferentes drogas, incluindo barbitdricos, anfetaminas, heroina e cocaina. A
determinacao quantitativa de cocaina e heroina medindo-se a intensidade do pico de
absorcado da carbonila foi feita por Ravreby (1987). O autor utilizou pastilhas de
Brometo de Potassio (KBr) e avaliou o efeito de diversos diluentes, entre eles talco,

manitol, cafeina e procaina.
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2.9.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) surgiu na década de 60
como a aplicagdo da cromatografia liquida as teorias e instrumentagdes
desenvolvidas originalmente para cromatografia gasosa. A principal diferenga entre a
cromatografia liquida e a CLAE esta no principio de que a eficiéncia da separacao
aumenta com a diminuicao do tamanho da particula da fase estacionaria, tornando
necessaria a utilizacdo de bombas para a eluicdo da fase movel (CASS; DEGANI,
2001).

Nos ultimos anos, essa técnica de separacdo passou a ser uma das mais
utilizadas para fins qualitativos e quantitativos, e as razdes para esse crescimento
estdo na sensibilidade e na seletividade do método, com destaques em
determinacées ambientais, médicas e principalmente nas industrias farmacéuticas.
Os numeros sao surpreendentes sendo estimados que mais de 90% dos laboratérios
de andlises espalhados pelo mundo utilizam pelo menos uma modalidade de CLAE
em fase reversa (TONHI et al., 2002).

O principio de separacdo € baseado nas caracteristicas fisico-quimicas de
cada composto € uma ou mais interagdes entre o soluto e a fase estacionaria, o que
resulta numa migragcao pela coluna de forma seletiva. Essas interagcdes podem ser
pontes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas, interacdes hidrofébicas e forcas de
Van der Waals e tamanho molecular, as quais de acordo com sua natureza,
classificam os modos de separacdo em cromatografia em fase reversa, fase normal,
troca ibnica e por exclusdo (CASS; DEGANI, 2001).

A cromatografia em fase reversa é a mais utilizada e consiste em uma fase
estacionaria de baixa polaridade e uma fase mével de maior polaridade enquanto
gue na fase normal tém-se estas polaridades invertidas (TONHI et al., 2002).

A escolha do modo mais adequado de separagcdo cromatografica € baseada
na natureza do composto, no peso molecular, na polaridade e no carater idnico,
dependendo, além disso, da fase estacionaria e da fase mével para cada classe de
soluto (CASS; DEGANI, 2001).

O equipamento é composto por alguns modulos como bombas de fluxo
constante, injetor de amostra, forno da coluna, detector, interface de dados e
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computador. Na atualidade, estes modulos sdo totalmente computadorizados e
permitem que alguns parametros como temperatura da coluna, vazao de fluxo, e
alteracdo na composicdo da fase movel (eluicdo gradiente) sejam alterados
individualmente no equipamento, sendo estes fundamentais para o desenvolvimento
dos métodos analiticos. Além disso, a composi¢céo da fase estacionaria € um fator de
grande relevancia na separacao de compostos e deve ser avaliada antes do
desenvolvimento do método (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; CASS;
DEGANI, 2001).

A temperatura do forno é um parametro muito importante em CLAE pois afeta
diretamente o perfil cromatogréafico dos compostos. Além disso, favorece na reducao
do tempo de retencao principalmente de amostras ionizaveis, embora as amostras
neutras também possam ter mudancgas significativas na retencdo. Portanto é um
parametro muito util para melhorar a resolugéo entre picos, sem haver necessidade
de mudanca de coluna ou da fase mével (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

A vazao de fluxo da fase mével também €& um pardmetro importante para
separacao de compostos em CLAE, pois, afeta diretamente o tempo de retencao dos
analitos e a pressao do sistema (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

A eluigédo gradiente por sua vez, é uma alternativa para melhorar a resolucao
e a seletividade do método, favorecendo, adicionalmente, na separagdao de
macromoléculas e na diminuicdo do tempo de corrida em amostras que contenham
analitos com ampla faixa de retencado (K). As desvantagens da utilizagdo deste
sistema estdo principalmente a sua maior complexidade, pois possui um maior
namero de variaveis, o que dificulta a reprodutibilidade dos dados (CASS; DEGANI,
2001).

Os sistemas de detecgao utilizados em CLAE sdo os mais diversos. Alguns
parametros como alta sensibilidade, alta seletividade, rapidez de resposta,
informacédo qualitativa do pico desejado, linearidade, baixo limite de detecgao e
estabilidade frente a mudancas de temperatura e composicdo da fase movel
caracterizam a escolha do sistema. Os mais utilizados por sua vez sdo o arranjo de
foto diodos (DAD) ou UV-Visivel, fluorescéncia, indice de refragédo, infravermelho,
polarimetro e dicroismo circular, eletroquimicos, espalhamento de luz (light-
scattering), ressonancia nuclear magnética e espectrobmetro de massas (EM).
(CASS; DEGANI, 2001).
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2.10 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O objetivo da validacdo de uma técnica analitica é demonstrar que ela é
apropriada para a sua finalidade pretendida, garantindo por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (ICH, 2005; ANVISA, 2003).

Parametros como  especificidade, linearidade, intervalo, precisao,
sensibilidade, limite de quantificacdo, limite de deteccdo, robustez e exatidao
garantem que o método atenda as exigéncias das aplicagcdes analiticas. Para a
validacdo deve-se utilizar substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopeia
Brasileira ou, na auséncias destas, padrdes de trabalho, desde que a identidade e
teor sejam deviadamente comprovados (ANVISA, 2003).

2.10.1 Seletividade

A avaliacdo deste parametro envolve ensaios com padrées ou materiais de
referéncia, amostras com e sem analito de interesse, bem como avaliacdo da
capacidade de identificacdo do analito em presenca de interferentes. Nao havendo
interferentes, sugere-se a avaliacao da seletividade por diferentes métodos ou por

variagdes nas condi¢des instrumentais (ANVISA, 2003).

2.10.2 Linearidade

A linearidade mostra a capacidade do método em indicar que os resultados
do teste estdo diretamente proporcionais a concentracao de analitos na amostra,
dentro de um determinado intervalo (CLARKE, 2011).
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2.10.3 Precisao

A precisdo € o grau de concordancia entre os resultados de testes
independentes obtidos em condigdes prescritas. Os trés parametros para expressar
a precisao sao repetibilidade, precisao intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO,
2010).

2.10.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade, ou precisao intra-corrida, expressa a concordancia entre os
resultados utilizando-se 0 mesmo procedimento de andlise, mesmo observador,
mesmo instrumento e dentro das mesmas condi¢gées, mesmo local e as repeticoes
dentro de um curto periodo de tempo (INMETRO, 2010; ANVISA, 2003).

2.10.3.2 Precisao Intermediaria

A precisdao intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas com variagdes em
uma ou mais condigbes como: diferentes analistas, diferentes equipamentos,
diferentes tempos (INMETRO, 2010).

2.10.3.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade pode ser chamada de preciséo inter-laboratorial e, embora
nao seja um componente necessario a concessdao de registro, € considerada
importante quando um laboratério busca a verificagdo do desempenho dos seus
métodos em relagcdo aos dados de validacdo obtidos por meio de comparagao
interlaboratorial. Indica o grau de concordancia entre os resultados obtidos em
laboratérios diferentes (INMETRO, 2010; ANVISA, 2003).
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2.10.4 Exatidao

Exatiddo de um método analitico significa a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em relacdo ao valor verdadeiro. E avaliada com pelo menos
nove determinagdes (triplicatas) de amostras em trés diferentes niveis de
concentragdo (baixo, médio e alto), apds estabelecidas a linearidade, precisao e
seletividade.

2.10.5 Robustez

A robustez mostra a confiabilidade de uma analise em relacdo as variacdes
deliberadas de parametros do método. Considera-se robusto o método capaz de
resistir a pequenas mudancas nas condicdes operacionais ou ambientais,
semelhantes as que podem surgir em laboratérios diferentes ou ao longo do tempo.
(CLARKE, 2011; ICH, 2005; ANVISA, 20083).

2.10.6 Estabilidade

Parametro que objetiva determinar se um analito mantém-se quimicamente
inalterado numa dada matriz, sob condicdes especificas, em determinados intervalos
de tempo (ANVISA, 2003).

2.10.7 Limite de deteccgao (LD) e quantificacao (LQ)

O limite de detecgao é a menor concentragéo de analito em uma amostra que
possa ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condicoes
experimentais estabelecidas. No caso de procedimentos analiticos, como CLAE, que
apresentam ruido na linha de base, o limite de detec¢éo € estabelecido com base na
relagédo sinal-ruido, onde o sinal do analito deve ser pelo menos trés vezes o ruido
da linha de base (ANVISA, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2010; CLARKE, 2011).
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O limite de quantificacdo é o valor do ponto de concentragdo mais baixo na
curva de calibracdo que pode ser determinado com precisdo e exatidao aceitaveis,
nas condigdes experimentais estabelecidas. Pode ser determinado considerando-se
o limite de quantificacdo numa concentracdo que produza relagdo sinal-ruido
superior a 10:1 (ANVISA, 2003; ICH, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PROCEDENCIA DAS AMOSTRAS

As 115 amostras analisadas neste trabalho, cedidas pelo Instituto de
Criminalistica do Parana (IC) e Divisdao Estadual de Narcéticos (DENARC) com
autorizacdo judicial, sdo provenientes de apreensdes realizadas no Estado do
Parana e encaminhadas para pesquisa de cocaina ao IC. Todas as amostras foram,
separadamente, trituradas, identificadas e armazenadas em local seco, ao abrigo da

luz e em temperatura controlada de 21 °C, até o momento de sua utilizagao.

3.2 OBTENCAO DOS PADROES ANALITICOS

O padrao analitico de acido benzdico, com pureza de 99,9 % foi obtido da
Merck (Darmstadt, Alemanha). O padrao analitico de cafeina, com pureza de 99,0 %
foi obtido da ChromaDex (Irvine, EUA). O padrao de fenacetina 98,0 % foi obtido da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), enquanto que o padrao de benzocaina 98,0 % da
Quimidrol (Joinville, Brasil). Os padrdes analiticos de cloridrato de lidocaina (99,7 %)
e diltiazem (99,8 %) foram obtidos da Farmacopéia Brasileira (Brasil). O padréo de
benzoilecgonina (~90,0%) foi purificado e gentilmente cedido pelo Instituto Médico
Legal do Parana. O padrao de cocaina (81,97%) foi obtido pelo Instituto de

Criminalistica do Parana.

3.3 REAGENTES E SOLVENTES

A acetonitrila (grau CLAE) foi obtida da Tedia (Fairfield, EUA) e o &cido
férmico 88% foi obtido da J.T. Baker Chemicals B.V. (Deventer, Holanda). O formiato
de amoénio foi obtido da Acros Organics (New Jersey, EUA). A agua ultrapura foi
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obtida através do sistema de purificagdo Milli-Q da Millipore Corporation (Bedford,
EUA).

3.4 INSTRUMENTACAO

O CLAE-EM utilizado nas analises foi um modelo Agilent® Technologies 1200
Series, com bomba binaria G1312B, desgaseificador G1379B e forno de coluna TCC
SL G1316B. O sistema foi acoplado a um espectrémetro de massas do tipo triplo
quadrupolo da Applied Biosystems® modelo APl 3200, utilizando fonte de ionizagao
do tipo Eletrospray (ESI). O injetor automatico e gerenciador de amostras utilizado
foi 0 modelo CTC Waters® 2777 Sample Manager, e os dados obtidos pelo CLAE-
EM/EM foram processados através do software Analyst®, versdo 1.4.2.

As andlises por CLAE-DAD foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia Agilent 1100 Series (Waldbronn, Germany), consistindo de bomba
quaternaria G1311A, desgaseificador G1379A, injetor automatico G1320A e detector
de fotodiodo G1315B. A separagcédo cromatografica foi realizada em coluna XBridge
C18 250 X 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula (Waters Corporation, Mildford,
EUA), mantida a 60 °C. A fase movel consistiu de um gradiente entre acetonitrila e
solucdo aquosa de formiato de aménio 0,05 M — pH 3,1 (pH corrigido com &cido
férmico). O fluxo foi mantido a 1 mL min™ sendo o gradiente de eluigdo demonstrado
na Tabela 3. O volume de injecdo foi de 10 pL e os dados adquiridos foram
processados pelo software ChemStation® versdo A.10.02.

TABELA 3 — GRADIENTE DE ELUICAO DE FASE MOVEL

SOLVENTES
TEMPO (min) Formiato de aménio 0,05 Acetonitrila
M —pH 3,1 (%)
0.0 98 2
2.0 75 25
9.0 60 40
10.0 0 100
13.0 0 100
13.1 98 2
17.0 98 2

FONTE: o autor.
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3.5 PREPARO DAS SOLUCOES PADROES

As solucbes estoque de cafeina, benzoilecgonina, lidocaina, cocaina, acido
benzbico, fenacetina, benzocaina e diltiazem foram preparadas, separadamente, em
acetonitrila na concentracdo de 5,0 mg mL'. A partir destas solucdes, novas
solugdes de trabalho foram preparadas em acetonitrila/agua (80:20 v/v), de acordo

com a necessidade de cada experimento.

3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras apreendidas e selecionadas para andlise foram pesadas e
diluidas em acetonitrila de modo a obter uma concentragéo final de 1,0 mg mL™. A
partir dessas soluc¢des, novas foram preparadas em acetonitrila/agua (80:20 v/v) a
fim de obter uma concentragdo final de 100 ug mL™". Todas as amostras foram
filtradas em filtro de PVDF 0,45 pym (Millipore Millex (Bilerica, EUA) antes das
injecoes por CLAE-DAD.

3.7 OBTENGAO E CARACTERIZACAO DOS PADROES DE TRABALHO

A geracao de padrao de trabalho (ou padrao secundario) é uma forma usual
de evitar que o esgotamento dos padrbes certificados n&o interrompa o estudo.
Padrbes de trabalho apresentam a mesma identidade quimica do padrdo primario
podendo ser utilizados durante a execugdo dos ensaios, sem grandes restricoes em
funcdo da quantidade.

Amostras (cocaina nas formas de sal e base) obtidas de apreensdes foram
utilizadas para producdo de cocaina purificada utilizando-se de métodos descritos
por CASALE & KLEIN (1993). Esta cocaina purificada foi utilizada como padrdo de
trabalho até a obtencao de padréao certificado.
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3.7.1 Obtencéao de cocaina purificada a partir de cocaina base

A amostra de cocaina base foi primeiramente dissolvida em uma pequena
quantidade de &cido sulfarico diluido (quantidade suficiente para diluicdo), obtendo-
se uma solugdo de coloragdo marrom-amarelada. Em seguida, aumentou-se
ligeiramente o pH da solugdo com adigdo cuidadosa de base (hidréxido de amdnio.
A solucéo foi entao titulada com uma solucao concentrada aquosa de permanganato
de potassio. O permanganato de potassio resulta numa solug¢ao intensamente roxa
quando dissolvido em &gua e, como ele reage com as impurezas oxidaveis dos
alcal6ides presentes na pasta de coca, € reduzido para didoxido de manganés, um
precipitado insoluvel, marrom-preto sélido. A adicdo da solucao de permanganato foi
continuada até surgimento de um tom réseo permanente. Assim, o permanganato de
potassio também atua como indicador visual.

Apbs a adicdo da solugdo de permanganato, a solucdo foi filtrada para
remover o precipitado de diéxido de manganés. A solugao incolor, ligeiramente acida
foi entdo novamente tratada com uma solucao basica (amoniacal), sob agitacdo. A
amodnia neutraliza o sulfato de cocaina e qualquer acido sulfurico restantes,
resultando em um precipitado da base purificada, o qual foi filtrado e secado.

Da amostra inicial de cocaina base foi retirada uma aliquota de 0,445 g e,
apos o processo de purificacao obteve-se 0,218 g de cocaina na forma de base livre,
resultando em um rendimento de 50%. O fluxograma mostrado na Figura 10 resume
a obtencao de cocaina (base livre) a partir de pasta base de cocaina. A Figura 11
mostra o espectro de ESI-MS da fracdo purificada obtida, indicando auséncia de

contaminantes.
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DISSOLVER
COCAINA PASTA

|

ADICIONAR SOLUCAO AQUOSA DE

PERMANGANATO DE POTASSIO

!
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A 4

COCAINA BASE

FIGURA 10. FLUXOGRAMA ILUSTRANDO A VIA DE OBTENGAO DA COCAINA (BASE LIVRE)
A PARTIR DE COCAINA BASE.
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FIGURA 11. ESPECTRO DE ESI-MS DA AMOSTRA PURIFICADA DE COCAINA BASE LIVRE. NA
FIGURA ESTAO INDICADOS OS IONS MOLECULARES m/z 326 [M+Na]"; m/z 304 [M+H]". O ION
m/z 182 E ORIGINADO DE FRAGMENTAGAO OCORRIDA NO IONIZADOR DO EQUIPAMENTO.
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Para obtencéo do cloridrato de cocaina, a fragdo de cocaina purificada (base
livre) foi dissolvida em éter etilico, filtrada e entdo adicionada de igual volume de
acetona contendo uma quantidade estequiométrica de acido cloridrico concentrado.
O 4&cido cloridrico imediatamente reagiu com a base livre formando cloridrato de
cocaina na forma de cristais brancos e brilhantes. Apds a conclusao do processo de
cristalizacao, o produto foi filtrado e seco. A Figura 12 mostra os procedimentos
adotados para a obtencao do cloridrato de cocaina a partir da cocaina (base livre)

obtida na etapa anterior.

DISSOLVER COCAINA BASE EM ETER
DIET{LICO (SOLUCAO A)

y

DISSOLVER ACIDO CLORIDRICO

CONCENTRADO EM ACETONA

!

ADICIONAR SOLUGAO A A SOLUGAO B
(PRECIPITADO- CLORIDRATO DE COCAINA)

¥

FILTRAR E SECAR

|

CLORIDRATO DE COCAINA

FIGURA 12. FLUXOGRAMA ILUSTRANDO A VIA DE OBTENCAO DE CLORIDRATO DE COCAINA
A PARTIR DE COCAINA (BASE LIVRE)
FONTE: adaptada de CASALE & KLEIN (1993).

3.7.2 Obtencéao de cocaina purificada a partir de cloridrato de cocaina

A amostra de cloridrato de cocaina foi inicialmente solubilizada em agua
sendo esta solucao subsequentemente submetida a particao frente a diclorometano
para remog¢ao de impurezas insoluveis em agua. Apds separacao da fracdo aquosa
com auxilio de um funil de separagao, adicionou-se a mesma hidroxido de amdnio

concentrado até a solucdo atingir pH = 12. Nesta etapa, a cocaina contida na
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solugéo passou a sua forma de base livre, tornando-se insoluvel no meio aquoso. A
esta solucao foi adicionado volume equivalente de éter dietilico para extracao da
cocaina (base livre). O extrato organico foi entao filtrado em sulfato de sodio anidro
para a remog¢ao de qualquer traco de agua. A solucao da cocaina base livre em éter
etilico foi submetida a lenta evaporagdo em temperatura ambiente onde se
constituiram cristais. Neste caso, retirou-se uma aliquota de 1,823 g da amostra de
cloridrato de cocaina inicial e, ap6s o processo de purificacao e cristalizacao, obteve-
se 1,200 g de cristais de cocaina (base livre), resultando em um rendimento de 65%.
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Fase aguosa

A

Solugdo etérea de
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— |Lavagem com agua destilada
—— Fittracéo sobre sulfato de sodio
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Cristais de cocaina
base pburificados

FIGURA 13. FLUXOGRAMA ILUSTRANDO A VIA DE OBTENGAO DOS CRISTAIS DE COCAINA.
FONTE: CALDAS NETO, O. B. (1998).

Para a obtencédo do cloridrato de cocaina, a cocaina base livre purificada foi
submetida a dissolucdo em éter dietilico, acetona e quantidade estequiométrica de
acido cloridrico, de forma similar a indicada na Figura 13.
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De acordo com o espectro de ESI-MS para a fragdo purificada obtida a partir
da amostra inicial de cloridrato de cocaina, a mesma apresenta-se ainda
contaminada por uma pequena quantidade de cinamoilcocaina (Figura 14). Este fato
pode ser explicado pela auséncia do procedimento envolvendo o uso do
permanganato de potassio, o qual oxida duplas ligagbes n&o pertencentes a
sistemas aromaticos (como é o caso da cianamoilcocaina) (Figura 15). O produto
oxidado da cinamoilcocaina é provavelmente removido nos processos de purificacao

subsequentes devido a sua maior solubilidade em meios aquosos.
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FIGURA 14. ESPECTRO DE ESI-MS DA AMOSTRA PURIFICADA DE COCAINA, INDICANDO A
PRESENGCA DE CINAMOILCOCAINA. NA FIGURA ESTAO INDICADOS OS iONS MOLECULARES
m/z 304 [M+Na]'; m/z 330 [M+H]". O ION m/z 182 E ORIGINADO DE FRAGMENTAGCAO
OCORRIDA NO IONIZADOR DO EQUIPAMENTO.
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FIGURA 15. REACAO DE OXIDAQAO DA CINAMOILCOCAINA EM MEIO COM PERMANGANATO
DE POTASSIO.
FONTE: o autor.

3.7.3 Estudo das amostras purificadas de cocaina por ESI-MS/MS

Uma das amostras purificadas de cocaina (cloridrato obtido a partir da
cocaina base) foi submetida a andlises de ESI-MS/MS para confirmacao estrutural a
partir da fragmentacao da molécula. Nessa analise o equipamento foi ajustado para
selecionar exclusivamente o ion m/z 304, o qual foi direcionado a camara de colisao
do equipamento. A partir dai os fragmentos da molécula em analise foram
mensurados, como mostrado na Figura 16. O padrdo de fragmentagcdo da amostra
analisada correlaciona-se com a via de fragmentacado esperada para a cocaina. O
principal fragmento observado corresponde ao ion m/z 182 atribuido a massa da

cocaina com perda do radical benzildxi.
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FIGURA 16. ESPECTRO DE ESI-MS/MS DA AMOSTRA PURIFICADA DE CLORIDRATO DE
COCAINA E REPRESENTAGAO DE SUA VIA DE FRAGMENTAGCAO.

3.8 VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR CLAE-DAD

O meétodo desenvolvido foi validado de acordo com os critérios descritos na
Resolucdo — RE n® 899, de 29 de margo de 2003, ANVISA, categoria Il, que dispde
sobre testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagcdo de impurezas e
produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas (ANVISA,
2003). Conforme a referida resolucdo, os ensaios a serem realizados incluem:
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de quantificacdo, exatidao e
robustez.
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3.8.1 Seletividade

A seletividade foi determinada através do uso de uma técnica especifica
(CLAE-EM), a qual possibilitou avaliar a pureza dos picos cromatograficos. Para
tanto, amostras de cocaina base foram diluidas 1:50 v/v em acetonitrila, e em
seguida fortificadas com solu¢des contendo mistura dos analitos nas seguintes
concentragdes: cafeina 25,0 pg mL™, benzoilecgonina 5,0 pg mL™, lidocaina 5,0 pg
mL™, cocaina 5,0 ug mL™, 4cido benzéico 30,0 pg mL™, fenacetina 12,5 pg mL™,
benzocaina 30,0 ug mL™ e diltiazem 5,0 pg mL™". As amostras foram injetadas no
CLAE-EM o qual operou em modo full scan nas seguintes condicoes:

v' Cromatégrafo liquido: utilizou-se as mesmas condi¢des do método descrito
por CLAE-DAD (Secao 3.3).

v'  Espectrometro de massas: a fonte electrospray foi operada no modo
positivo de ionizagdo para todos os analitos, com excecdo do acido
benzbéico (modo negativo). Para ambos (modos positivo e negativo de
ionizagao) a posicao do capilar foi mantida em 1,0 mm na vertical e 5 mm
na horizontal. Para o0 modo positivo e ionizagdo os parametros ajustados
manualmente para estabilizacao do sinal foram: voltagem do capilar (IS):
5500 V, temperatura (T): 650 °C, potencial de entrada no cone (EP): 6 eV,
potencial de desagrupamento (DP): 30 eV, gas de Interface (CUR): 10 psi,
gas de nebulizagao (GS1): 50 psi e gas auxiliar (GS2): 50 psi. Para o modo
negativo de ionizacdo os parametros ajustados foram: IS: -4500 V, T: 650
°C, EP: -1 eV, DP: -7 eV, CUR: 10 psi, GS1: 50 psi e gas auxiliar GS2: 50
psi. O nitrogénio de alta pureza utilizado como CUR e GS1 foi produzido
por um gerador de nitrogénio (Peak Scientific Instruments). Os espectros
de massas foram adquiridos em varredura de 50 a 600 Daltons (Da)
utilizando o software Analyst 1.4 (ABI/Sciex). Nenhum pico interferente
deve ser observado nos mesmos tempos de retencdo dos analitos de
interesse para que 0 método seja considerado seletivo.
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3.8.2 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram avaliados através da relagéao
sinal/ruido. Para conduzir este estudo, solucdes de trabalho contendo 1 mg mL™), de
cada analito foram preparadas em ftriplicada, diluidas em série, e em seguida
injetadas no CLAE-DAD até o menor pico detectavel. O limite de detecgéo foi
estimado através da relacao sinal/ruido 3:1 enquanto que o limite de quantificacao
estimado pela relacado sinal:ruido de pelo menos 10:1, até que precisdo desejada
fosse alcangada.

3.8.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada através do método da padronizagdo externa, em
sete niveis de concentracdo para cada composto. Para tanto solu¢des de trabalho
contendo uma mistura de cafeina, benzoilecgonina, lidocaina, cocaina, acido
benzoico, fenacetina, benzocaina e diltiazem foram preparadas de modo a abranger
as seguintes faixas: 5 a 250 pg mL" para a cafeina; 10 a 300 ug mL™" para a
benzoilecgonina; 15 a 300 ug mL™" para a lidocaina; 5 a 500 pg mL™" para a cocaina;
5 a 500 ug mL™" para o acido benzéico; 2,5 a 250 pg mL™"' para a fenacetina; 2,5 a
250 pg mL™" para a benzocaina e 2,5 a 250 pg mL™" para o diltiazem (Tabela 4). As
curvas de calibracdo foram geradas automaticamente pelo software ChemStation®
versao A.10.02 sendo a linearidade confirmada através do coeficiente de regressao

(r) . Foram consideradas lineares as curvas que apresentaram valores de r>0,99.
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TABELA 4 — NiVEIS DE CONCENTRACAO UTILIZADOS NO ENSAIO DE LINEARIDADE.
ANALITOS (ug mL™)

coﬁg:rllfr:géo Cafeina eizr:)i?riwl-a Lidocaina Cocaina béczigﬁ;o Fenacetina Benzocaina Diltiazem
1 50 10,0 15,0 50 5,0 2,5 2,5 2,5
2¢ 10,0 25,0 25,0 10,0 10,0 5,0 5,0 50
3 25,0 50,0 50,0 25,0 25,0 10,0 10,0 10,0
4° 50,0 75,0 75,0 50,0 50,0 25,0 25,0 25,0
5 75,0 100,0 100,0 100,0 100,0 50,0 50,0 50,0
6 100,0 150,0 150,0 250,0 250,0 100,0 100,0 100,0
7° 250,0 300,0 300,0 500,0 500,0 250,0 250,0 250,0

NOTA: ® Nivel de concentracéo utilizado como Controle de Qualidade de Baixa concentragdo;® Nivel
de concentragdo utilizado como Controle de Qualidade de Média concentragdo; ° Nivel de
concentracao utilizado como Controle de Qualidade de Alta concentragéo.

FONTE: o autor.

3.8.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (precisao
intra-dia) e precisao intermediaria (precisao inter-dia). Este parametro de validagéao
foi investigado através de injecbes de uma triplicata de solugdes de trabalho
preparadas em diferentes niveis de concentracdes, conforme descrito na Tabela 5.

A repetibilidade foi realizada em um curto periodo de tempo (manha e tarde)
por um mesmo analista, no mesmo equipamento, sob condi¢des idénticas de uso. A
precisdo intermediaria foi realizada por um segundo analista, nas mesmas
condicoes, apds dois dias do ensaio da repetibilidade. A precisdo foi expressa em
termos do coeficiente de variacdo (CV%) entre as areas obtidas com as duas
corridas analiticas (repetibilidade), e entre as areas obtidas entre os dois analistas

(precisdo intermediaria). Desvios menores que 5% indicam que um método é

preciso.
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TABELA 5 — NIVEIS DE CONCENTRACAO UTILIZADOS NO ENSAIO DE PRECISAO

ANALITOS (ug mL™)

Niveis de~ i

concentragao Cafeina ;Zr;ci’gé Lidocaina Cocaina beAnCzlgic::o Fenacetina Benzocaina Diltiazem
CcQB 10,00 25,00 25,00 10,00 10,00 5,00 5,00 5,00
caM 50,00 75,00 75,00 50,00 50,00 25,00 25,00 25,00
CQA 250,00 300,00 300,00 500,00 500,00 250,00 250,00 250,00

NOTA: CQB - Nivel de concentracao utilizado como Controle de Qualidade de Baixa concentragao;
CQM - Nivel de concentragao utilizado como Controle de Qualidade de Média concentragcao; CQA —
Nivel de concentragao utilizado como Controle de Qualidade de Alta concentracao.

FONTE: o autor.

3.8.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada através do método de adi¢do do padréo, que consiste
na determinacao da percentagem do erro relativo obtido entre a concentragédo
tedrica e a concentracao experimental dos analitos.

Para a analise da concentracdo teédrica, uma solucdo contendo mistura dos
analitos foi preparada em ftriplicata, contemplando os niveis de concentracao baixo
(CQB), médio (CQM) e alto (CQA), demonstrados anteriormente na Tabela 5 (ensaio
de Precisdo). Os resultados, obtidos apds as injecbes no cromatografo, foram
considerados tedricos.

Para andlise da concentracdo experimental, primeiramente uma amostra de
cocaina na forma base foi escolhida aleatoriamente e diluida 1:50 v/v em acetonitrila.
Registrou-se o teor de cada analito presente nessa amostra. Em seguida, a amostra
diluida foi fortificada com solugbes de trabalho, respeitando os niveis de
concentracao teorica do ensaio. A quantidade recuperada dos analitos foi calculada
subtraindo o teor encontrado nas amostras fortificadas daqueles obtidos nas
amostras sem fortificacao.

O ensaio foi conduzido em triplicada e a porcentagem de recuperagao foi
calculada através da equacéo:

concentracado experimental
E (%) = _ — X100
concentracao tedrica




55

Erros menores que 5% sao aceitaveis para que um método seja considerado

exato.

3.8.6 Robustez

A robustez do método desenvolvido foi testada através de pequenas
variacdes no pH da fase mével (z 0,1), fluxo da fase mével (x 0,01 mL min™),
temperatura (£ 1 °C) e diferentes marcas de colunas (Agilent e Phenomenex), porém
de mesmo tamanho, didmetro e fase estacionaria (C18). Os ensaios foram
conduzidos em quintuplicata, utilizando solugbes contendo mistura dos analitos na
concentracdo média (CQM) da curva de calibracao (item 3.8.3). As areas dos picos
cromatograficos obtidas com o método modificado foram comparadas com aquelas
obtidas com o método original. Os resultados foram expressos em termos de
coeficiente de variacdo (CV%) entre as corridas, sendo as diferencas entre os
grupos avaliadas através do teste t (duas amostras em par para medias). Foram

consideradas diferencas estatisticamente significativas valores de p<0,05.

3.9 ESTABILIDADE

O ensaio de estabilidade foi realizado com o objetivo de avaliar a degradacéo
sofrida pelos analitos nas condicbes reais de armazenamento e manuseio da
amostra. O teste foi conduzido através de inje¢cdes de uma sextuplicata de solucdes
de trabalho contendo uma mistura dos analitos preparadas no nivel médio de
concentragcdo (CQM) da curva de calibragdo (item 3.8.3). As condigbes de

armazenamento testadas foram:

e Estabilidade das solugdes estoque armazenadas em refrigerador
durante 7 e 30 dias (4 °C);

o Estabilidade das solugdes de trabalho armazenadas durante 24 horas
no gerenciador de amostras;
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e Estabilidade das solucdes de trabalho mantidas na bancada, a

temperatura ambiente (~21 °C) durante 6 e 24 horas.

A estabilidade foi avaliada através do erro relativo (%) obtido entre as areas
dos analitos adquiridas nas condigdes de armazenamento com aquelas obtidas em

amostras recém-preparadas, nos mesmos niveis de concentragao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi 0 desenvolvimento e validagao de um método por
CLAE-DAD para quantificacdo simultdnea da cafeina, benzoilecgonina, lidocaina,
cocaina, acido benzobico, fenacetina, benzocaina e diltiazem. Paralelamente a isto,
amostras de cocaina apreendidas no estado do Parana foram analisadas com o
novo meétodo para que se tenha conhecimento dos principais adulterantes presentes
no mercado de cocaina desta regido.

4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE CLAE

O inicio do desenvolvimento analitico deu-se pela definicdo dos parametros
cromatograficos, com base na revisao bibliografica de metodologias existentes para
quantificacdo de cocaina, adulterantes e produtos de degradacao. Inicialmente
foram obtidos os espectros de varredura no ultravioleta (UV) dos analitos por meio
do detector de DAD. Através desse experimento foi possivel visualizar que as
menores interferéncias dos solventes e impurezas, bem como o comprimento de
onda ideal para analise dos compostos ocorre em 274 nm.

Nas primeiras inje¢des, a coluna Waters XBridge C18 (100 x 2,1 mm, 5 um de
particula) foi utilizada. Diversas proporcbes de agua e acetonitrila foram avaliadas
para compor a fase movel, e os primeiros ensaios demonstraram que pequenas
variagdes de pH podem ser criticas na reproducdo dos tempos de retencdo de
alguns analitos. Assim a fase movel mantida durante todo o desenvolvimento do
método foi tampao acetonitrila e formiato de aménio 0,05 M — pH 3,1 (ajustado com
acido férmico). A escolha desse sistema tampao foi em virtude de serem substancias
volateis, que nado prejudicam o sistema cromatografico e sado perfeitamente
ajustaveis em espectrémetros de massas.

Apés diversas tentativas de separacdo dos compostos, devido a
complexidade da matriz, tanto no modo isocratico quanto em diversos gradientes de
eluicdo, ndo foi possivel obter um cromatograma adequado utilizando a coluna
XBridge C18 (100 x 2,1 mm, 5 um de particula).
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Na tentativa de obter uma maior eficiéncia de separagdo, uma coluna de
mesma fase estacionaria apresentando menor tamanho de particula foi testada
(Symmetry, 75 x 4,6 mm, 3,5 um de particula), ndo sendo observadas melhorias
significativas na separacao dos compostos. Em outra tentativa, uma coluna C18 150
x 4.6 mm, 5 um de particula da marca Shodex (Toquio, Japao) foi utilizada e esta
apresentou uma boa eficiéncia de separagédo, porém com uma resolucdo muito
estreita entre os picos cromatograficos. Assim pequenas modificacbes passiveis de
ocorrer durante o preparo da fase movel (por exemplo) poderiam comprometer as
analises. Por fim, utilizando uma coluna XBridge C18 250 X 4,6 mm, 5 um de
tamanho de particula uma excelente eficiéncia de separacdo foi demonstrada
mediante todas as matrizes testadas (pasta base, cloridrato de cocaina e cocaina
base). O cromatograma representativo de uma amostra de cocaina base fortificada

com padrdes dos analitos € apresentado na Figura 17.
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FIGURA 17: CROMATOGRAMA DA (1) CAEEiNA - Tr: 5,7 min; (2) BENZOILECGONINA — Tr: 6,1
min; (3) LIDOCAINA — Tr: 6,7 min; (4) COCAINA — Tr: 7,9 min; (5) ACIDO BENZOICO - Tr: 8,4 min;
(6) FENACETINA — Tr: 9,0 min; (7) BENZOCAINA — Tr: 10,5 min e (8) DILTIAZEM — Tr: 11,3 min
OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-DAD (coluna XBridge C18 250 X 4,6 mm, 5 um de tamanho de
particula).
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4.2 VALIDACAO DO METODO POR CLAE-DAD

4.2 1 Seletividade

Com o propdsito de avaliar a seletividade do método desenvolvido, andlises
por CLAE-EM foram realizadas para determinar a pureza dos picos cromatograficos.
Conforme demonstrado nas Figuras 18 e 19, nenhum sinal interferente foi observado
nos mesmos tempos de retencdo dos analitos. Portanto, o método foi considerado

seletivo para as matrizes analisadas.

saes Acido benzdico
Tr 8.2 min

S0e5

i

nleneily,cpa

- n 1

e i e P ol AMWL\MJWMJW
Thre. win

1210 Acido benzéico

FEREEER P E R REEE

-Il" ...I.ilnl-hj n ||i| 1 ] | 1
= == =

FIGURA 18: FULL SCAN CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE COCAINA BASE
FORTIFICADA COM ACIDO BENZOICO E SEU RESPECTIVO ION MOLECULAR [M - HJ

EXTRAIDO DO PICO CORRESPONDENTE.
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FIGURA 19: FULL SCAN CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE COCAINA BASE
FORTIFICADA COM CAFEINA, BENZOILECGONINA, LIDOCAINA, COCAINA, FENACETINA,
BENZOCAINA E DILTIAZEM E SEUS RESPECTIVOS IONS MOLECULARES [M + H]" EXTRAIDOS

DOS PICOS CORRESPONDENTES.
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4.2.2 Limites de deteccao (LD) e quantificagao (LQ)

O LD e o LQ foram avaliados a partir da relagao sinal ruido (3:1 e 10:1,
respectivamente). Dessa forma, solugdes de concentracdo conhecida dos analitos
foram diluidas sucessivamente e injetadas até a obtencdo do menor pico detectavel.
Conforme demonstrado na Tabela 6, o método desenvolvido apresentou uma alta
sensibilidade com limites de detecgdo variando entre 0,3 e 3,0 ug mL™ e limites de
quantificacdo entre 2,5 e 15,0 ug mL™'. O método demonstrou, portanto, ser capaz
de determinar com seguranga as substancias analisadas mesmo que estas estejam

presentes em baixas concentracoes.

TABELA 6 — VALORES DE LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE QUANTIFICAGAO OBTIDOS
ATRAVES DE CLAE-DAD.

ANALITO LD (ug mL™) LQ (ug mL™)
Cafeina 1,2 5,0
Benzoilecgonina 3,0 10,0
Lidocaina 3,0 15,0
Cocaina 1,2 5,0
acido benzéico 1,2 5,0
Fenacetina 0,7 2,5
Benzocaina 0,3 2,5
Diltiazem 0,3 2,5

FONTE: o autor.

4 2.3 Linearidade

Para todos os compostos, as curvas de calibragdo demonstraram uma
excelente linearidade com coeficiente de correlagao () > 0,99. Além disso, o0s erros
de precisdo obtidos em cada nivel de concentracdo foram menores que 5,0%,
resultados estes considerados satisfatérios. Em virtude desses resultados, pode-se
inferir que dentro das faixas de concentracdo estabelecidas, o método desenvolvido
garante uma resposta linear para os analitos. Os valores individuais de precisédo para
cada nivel de concentracdo sdo demonstrados na Tabela 7 enquanto que as
regressdes lineares obtidas em cada curva de concentracdo sao apresentadas na
Figura 20.
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FIGURA 20: CURVAS DE CALIBRAQAO, EOUAQAO DA RETA E QOEFICIENTE DE
CORRELAQAO DA CAFEINA, BENZOILECGONINA, LIDOCAINA, COCAINA, ACIDO BENZOICO,
FENACETINA, BENZOCAINA E DILTIAZEM.

FONTE: o autor.
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TABELA 7 - VARIACOES OBTIDAS NOS DIFERENTES NIVEIS DE CONCENTRAQAO DAS
CURVAS DE CALIBRACAO DA CAFEINA (CAF), BENZOILECGONINA (BEC), LIDOCAINA (LID),
COCAINA (COC), ACIDO BENZOICO (ABZ), FENACETINA (FEN), BENZOCAINA (BEN) E
DILTIAZEM (DTZ).

Niveis de Analitos
concentracao
das curvas de CAF BEC LD coc ABZ FEN BEN DTZ
calibracao (CV%)  (CV%)  (CV%) (CV%) (CV%) (CV%) (CV%)  (CV%)
1 4,27 3,83 4,54 3,10 3,08 3,55 3,28 3,97
2 1,49 1,23 1,56 2,72 1,67 1,94 2,13 3,84
3 1,62 1,93 0.77 4,82 1,36 0,70 2,63 1,93
4 2,32 1,80 1,51 1,84 1,27 4,58 0,66 1,92
5 2,16 2,20 3,70 2,79 1,40 4,33 2,46 3,24
6 3,75 1,80 0,59 2,03 1,72 1,93 1,54 1,37
7 0,97 1,56 1,49 1,60 2,23 2,54 1,70 1,07

FONTE: o autor.

4.2 .4 Precisao

O ensaio de repetibilidade foi realizado em triplicata, em trés niveis de
concentragdo. O parametro foi avaliado em termos da dispersdo dos resultados
obtidos com amostras similares injetadas em um curto periodo de tempo (6 horas),
por um mesmo analista. A precisdo intermediaria foi realizada de forma similar ao
ensaio de repetibilidade, no entanto foi avaliada a dispersao dos resultados obtidos
com amostras similares injetadas em dias diferentes e com analistas diferentes.

As Tabelas 8 e 9 demonstram as variagbes obtidas para cada composto no
ensaio de repetibilidade e precisao intermediaria. Conforme pode ser verificado, as
variacbes obtidas no ensaio de precisdo foram menores que 4,36%. Esses
resultados estdo de acordo com o preconizado pela RE N° 899/03 (BRASIL, 2003),
gue preconiza variagées menores que 5% para métodos analiticos. Em virtude dos
baixos coeficientes de variacdo obtidos tanto na repetibilidade quanto na precisao
intermediaria, o método desenvolvido foi considerado preciso.
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TABELA 8 — VARIAGOES OBTIDAS NOS DIFERENTES NiVEIS DE CONCENTRAGAO DO ENSAIO
DE REPETIBILIDADE DA CAFEINA (CAF), BENZOILECGONINA (BEC), LIDOCAINA (LID),
COCAINA (COC), ACIDO BENZOICO (ABZ), FENACETINA (FEN), BENZOCAINA (BEN) E
DILTIAZEM (DTZ).

Analitos
Niveis de
concentracao CAF BEC LID COoC ABZ FEN BEN DTZ
(CV%)  (CV%) (CV%) (CV%) (CV%) (CV%) (CV%) (CV%)
Baixo 4,36 4,19 1,65 2,25 0,39 0,13 3,28 1,19
Médio 1,25 1,44 2,83 1,34 1,15 1,65 1,83 1,44
Alto 0,79 0,73 0,66 0,26 2,87 1,38 0,87 0,08

FONTE: o autor.

TABELA 9 - VARIAGOES OBTIDAS NOS DIFERENTES NiVEIS DE CONCENTRAGAO DO ENSAIO
DE PRECISAO INTERMEDIARIA DA CAFEINA (CAF), BENZOILECGONINA (BEC), LIDOCAINA
(LID), COCAINA (COC), ACIDO BENZOICO (ABZ), FENACETINA (FEN), BENZOCAINA (BEN) E
DILTIAZEM (DTZ).

Analitos
Niveis de
concentracao CAF BEC LID coC ABZ FEN BEN DTz
(CV%)  (CV%) (CV%) (CV%) (CV%) (CV%) (CV%)  (CV%)
Baixo 0,98 0,82 0,12 1,89 1,52 0,15 2,62 1,01
Médio 2,13 0,53 0,30 0,29 0,90 3,83 0,64 0,36
Alto 0,36 0,57 1,87 0,01 0,58 0,50 1,32 0,03

FONTE: o autor.

4.2 .5 Exatidao

Os resultados do ensaio de exatiddo s&o apresentados na Tabela 10. O
método desenvolvido apresentou exatidao satisfatéria, com valores de recuperagéao
variando entre 100,15% e 104,86% para cafeina, 96,70% e 102,40% para
benzoilecgonina, 98,45% e 101,48% para lidocaina, 96,21% e 100,56% para
cocaina, 96,80% e 101,58% para acido benzoico, 98,17% e 103,40% para
fenacetina, 97,06% e 99,24% para benzocaina e 97,40% e 97,93% para diltiazem.
Nao h4a, de fato, legislacdo que determine um valor ideal para exatidao, haja visto
que as variacdes deste parametro sao dependentes do nivel de deteccdo, da matriz
e do detector utilizado. Em nosso estudo, considerando o uso de um detector de
DAD, os niveis de concentracdo analisados (ug mL™") e a complexidade das matrizes
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avaliadas (pasta base, sal e base livre) foram estabelecidos erros de exatidao de no

maximo 5%. Sendo assim, o método foi considerado exato.

TABELA 10 - RESULTADO DE EXAT'IDAO (EXPRESSO EM PERCENTAGEM DE REC,UPERAQAO)
OBTIDO EM DIFERENTES NIVEIS DE CONCENTRACAO DA CAFEINA  (CAF),
BENZOILECGONINA (BEC), LIDOCAINA (LID), COCAINA (COC), ACIDO BENZzOICO (ABZ),
FENACETINA (FEN), BENZOCAINA (BEN) E DILTIAZEM (DTZ).

Analitos
Niveis de
concentracao CAF BEC LID COoC ABZ FEN BEN DTZ
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Baixo 104,86 102,40 101,48 98,23 96,80 103,40 97,06 97,40
Médio 101,09 100,40 99,44 100,56 101,58 100,28 99,24 97,93
Alto 100,15 96,70 98,45 96,21 99,65 98,17 97,28 97,56

FONTE: o autor.

4.2.6 Robustez

Durante o desenvolvimento do método foi possivel verificar que colunas
menores que 250 x 4.6 mm dificimente sdo capazes separar os compostos de
interesse em virtude do numero de substancias e da complexidade da matriz.
Portanto, adaptacdes do método com outras colunas de comprimentos e tamanhos
de particula inferiores a utilizada podem ser realizadas, porém a seletividade deve
ser avaliada com muito critério a fim de manter qualidade desejada nas analises.

As Tabelas 11, 12 e 13 demonstram os resultados das analises estatisticas
aplicadas para avaliar o ensaio de robustez (comparativo das areas obtidas com o
método original e aquelas obtidas com o método modificado). De acordo com os
resultados obtidos, uma pequena reducdao no pH da fase mével, bem como a
variacao de 1 °C na temperatura original do método podem comprometer a exatidao
dos resultados da benzoilecgonina e lidocaina (p< 0,05). Da mesma forma,
pequenas variagbes no fluxo comprometeram a exatiddo da cafeina, lidocaina e
fenacetina. Esses resultados indicam que o pH da fase mével, temperatura e fluxo
podem ser parametros criticos na qualidade dos resultados, e por isso devem ser
mantidos conforme especificado.
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TABELA 11 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ OBTIDOS COM VARIAGOES DO pH DA
FASE MOVEL

. pH da fase Area dos picos (Media o Valor de p
Analito mével + DP) CV%  (teste tde student)
3 776,62+0,99 0,12 0,95805
Cafeina 3.17 750,47+2,01 0,26 -
3.2 839,78+18,65 2,22 0,86455
3 149,6810,72 0,48 0,02038
. . 3.17 147,77+0,35 0,24 -
Benzoilecgonina
3.2 150,44+4,63 3,08 0,97821
3 51,9510,17 0,33 0,00233
. , 3.17 51,35+0,30 0,58 -
Lidocaina
3.2 49,93+1,66 3,33 0,20886
3 87,69+0,11 0,12 0,10985
. 3.17 88,22+2,04 2,31 -
Cocaina
3.2 88,35+0,59 0,67 0,05373
3 311,59+130,47 41,87 0,99855
- . 3.17 311,86+134,98 43,28 -
Acido benzoico
3.2 350,39+199,83 57,03 0,80907
3 276,84+4,86 1,75 0,99883
. 3.17 276,58+0,38 0,13 -
Fenacetina
3.2 276,18+6,39 2,31 0,99872
3 1018,04+4,03 0,39 0,56785
. 3.1* 1016,48+0,15 0,01 -
Benzocaina
3.2 1034,63+25,37 2,45 0,97854
3 142,95+1,51 1,06 0,41323
- 3.1* 143,60£0,24 0,16 -
Diltiazem
3.2 142,1842,29 1,61 0,41044

*pH da fase movel do método original
FONTE: o autor.
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TABELA 12 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ OBTIDOS COM VARIAGOES DA
TEMPERATURA

. Variagoes Area dos picos o Valor de p
Analito temperatura (Media £ DP) CV% (teste t de student)
59 ¢C 776,6715,24 0,67 0,46489
, 60 °C* 747,94+417 0,55 -
Cafeina
61°C 777,57+6,95 0,89 0,45997
59 °C 149,51+1,57 1,05 0,02838
. . 60 °C* 147,42+0,62 0,42 -
Benzoilecgonina
61°C 153,0514,14 2,70 0,44477
59 °C 51,99+0,30 0,58 0,00640
. . 60 °C* 51,35+0,30 0,58 -
Lidocaina
612C 52,24+0,25 0,48 0,01981
59 °C 88,16+0,25 0,29 0,37098
. 60 °C* 88,22+2,046 2,31 -
Cocaina
61°C 88,11+0,22 0,25 0,36394
59 °C 236,69+1,23 0,52 0,19363
o . 60 °C* 234,69+2,00 0,86 -
Acido benzoico
61°C 237,27£1,10 0,46 0,19153
59 °C 281,20+2,36 0,84 0,42734
. 60 °C* 275,74+1,55 0,56 -
Fenacetina
61°C 281,39+1,38 0,49 0,41995
59 °C 1018,2945,94 0,58 0,38398
. 60 °C* 1014,71+£2,50 0,24 -
Benzocaina
61°C 1022,04+6,02 0,58 0,38761
59 °C 144,5340,78 0,54 0,51395
- 60 °C* 144,03+0,79 0,55 -
Diltiazem
61°C 144,68+0,50 0,34 0,38173

*Temperatura de forno do método original
FONTE: o autor.
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TABELA 13 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ OBTIDOS COM VARIAGOES NO FLUXO
DA FASE MOVEL

. o Area dos picos o Valor de p
Analito Variagoes (Media + DP) CV% (teste tde student)

0,99 774,77+3,25 0,42 0,00138

. 1 747,94+4 17 0,55 -

Cafeina

1,01 775,10+2,05 0,26 0,00047
0,99 149,21+1,28 0,86 0,06705

Benzoilecgonina 1 147,4240,62 0,42 .
1,01 148,97+1,09 0,73 0,06613
0,99 51,94+0,28 0,55 0,04047

Lidocaina 1 51,35£0,30 0,58 -
1,01 52,01+0,41 0,79 0,03364
0,99 87,5510,44 0,51 0,37204

Cocaina 1 88,22+2,04 2,31 -
1,01 87,6910,24 0,27 0,57245
0,99 235,99+0,68 0,29 0,00661

Acido benzoico 1 233,19+1,08 0,46 .
1,01 235,8910,68 0,28 0,04782
0,99 279,6411,35 0,48 0,00175

Fenacetina 1 275,74+1,55 0,56 -
1,01 280,491,028 0,36 0,00178
0,99 1016,84+3,53 0,34 0,05546

Benzocaina 1 1014,71+£2,50 0,24 -
1,01 1037,62+47,83 4,61 0,36248
0,99 143,98+0,67 0,46 0,93269

Diltiazem 1 144,03+0,79 0,55 -
1,01 149,02+11,06 7,42 0,34060

*Fluxo da fase mével do método original
FONTE: o autor.
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4.3 ESTABILIDADE

A estabilidade das solucdes estoque e de trabalho foi avaliada para verificar o
comportamento dos analitos mediante as condigdes normais de trabalho. A Tabela
14 apresenta os erros relativos entre as areas dos picos cromatograficos adquiridas
com solugbes armazenadas em diferentes condicdes e aquelas obtidas com
solugcbes preparadas a fresco. Conforme demonstrado, os erros observados
encontram-se dentro da prépria variagdo de precisdo e exatidao do método (<5%).
Em outras palavras, mediante as condicbes normais de trabalho ndo houve
ocorréncia de degradacao significativa para todos os compostos. Portanto, uma

excelente estabilidade foi observada.

TABELA 14 — PERCENTAGEM DE ERRO RELATIVO ENTRE AS AREAS DOS PICOS
CROMATOGRAFICOS ADQUIRIDOS COM SOLUGOES ARMAZENADAS EM DIFERENTES
CONDIGCOES E AQUELAS PREPARADAS A FRESCO

Condicoes de armazenamento

Analito 6 horas na g(férr:cc;)i:dso?%e 7 dias no 30 dias no

i [¢] i [¢]
bancada amostras refrigerador (4 °C) refrigerador (4 °C)

Erro relativo (%) Erro relativo (%) Erro relativo (%) Erro relativo (%)

Cafeina -1,24 -2,62 -1,50 -4,35
Benzoilecgonina -0,02 -0,86 -2,14 -2,65
Lidocaina -0,74 0,47 -0,38 -3,61
Cocaina 0,22 -0,86 -2,97 -3,83
Acido Benzéico -0,52 -1,93 2,17 -1,71
Fenacetina 1,50 -0,75 3,02 1,95
Benzocaina -3,01 -1,30 -3,64 -4,96
Diltiazem -0,13 -0,30 -2,99 -2,69

FONTE: o autor.
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4.4 ANALISE DAS AMOSTRAS APREENDIDAS DE COCAINA

O estado do Parana esta situado na regidao sul do Brasil e faz divisa com os
estados de Sao Paulo, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul, fronteira com a
Argentina e Paraguai e limite com o Oceano Atlantico.

Apresenta-se dividido em 10 regibes geograficas: Metropolitana, Sudeste,
Sudoeste, Centro Sul, Centro Oriental, Centro Ocidental, Oeste, Noroeste, Norte

Central e Norte Pioneiro conforme Figura 21.
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FIGURA 21: MAPA DO ESTADO DO PARANA INDICANDO OS LIMITES DAS REGIOES
GEOGRAFICAS.
FONTE: http://www.ipardes.gov.br/pdf/mapas/base_fisica/regioes_geograficas_parana.pdf

Foram selecionadas aleatoriamente 115 amostras do volume total recebido
para pesquisa de cocaina pelo Instituto de Criminalistica do Parana e apreendido
pelo Departamento Estadual de Narcéticos entre os anos de 2007 e 2012. Sao
amostras provenientes tanto de usuarios quanto de grandes apreensdes destinadas
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ao mercado, sendo 85 amostras provenientes de apreensées na regido
Metropolitana, 2 amostras da regido Sudeste, 4 da regido Sudoeste, 3 da regido
Centro Oriental, 5 da Centro Ocidental, 4 da Centro Sul, 1 da regido Oeste, 7 da
regiao Noroeste e 4 da regiao Norte Central.

As amostras sdo compostas de cocaina sal e cocaina base, sendo 26
amostras (22,60%) na forma de cocaina sal e 89 (77,39%) na forma de cocaina base
ou pasta base (ndo foram diferenciadas). As anélises foram realizadas com o
objetivo de identificar quais os principais adulterantes encontrados nas amostras de
cocaina apreendidas no estado do Parana.

A Figura 22 demonstra 71,43% das amostras apreendidas continham
adulterantes.

A auséncia de adulterantes em 29,56% das amostras ndo significa maior teor
de cocaina, pois as amostras podem apresentar diluentes inorganicos os quais nao
foram motivo de analise.

Cabe a ressalva de que a amostra com maior teor de cocaina (97,22%)
apresentava-se na forma de sal, e ndo apresentou nenhum dos adulterantes

avaliados.

Percentagem de amostras com adulterantes

FIGURA 22: QUANTIDADE DE AMOSTRAS APREENDIDAS QUE CONTINHAM OU NAO
ADULTERANTES
FONTE: o autor.
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A cafeina foi o adulterante mais encontrado, estando presente em 37,39%
das amostras. A distribuicio dos demais adulterantes é apresentada na Figura 23. E
importante ressaltar que das 115 amostras analisadas, 106 amostras (92,17%)
vieram de apreensdes de usuarios, com massa menores que 5g. As demais
amostras s&o oriundas de apreensdes com massas superiores a 7kg.

A presenca de benzoilecgonina em 68,69% das amostras indica a
degradacao devido ao tempo. Apesar da benzoilecgonina poder ser formada no
processo de refino pela oxidacao da cocaina, segundo CASALE & KLEIN (1993) o
aparecimento desse produto em amostras purificadas € normalmente resultante de

degradacao.

Distribuicao dos adulterantes

encontradoos nas amostras analisadas
9,56% 0.86% ™ Cafeina

M| idocaina
M Fenacetina
18,26%

M Benzocaina

M Diltiazem

FIGpRA 23: DISTRIBUIQAO DOS ADULTERANTES ENCONTRADOS NAS AMOSTRAS EM
ANALISE
FONTE: o autor.

Da mesma forma que os adulterantes, grandes variacées no teor de cocaina
também foram observadas. Além disso, das 115 amostras analisadas 13% néo
apresentaram cocaina.

O teor médio de cocaina encontrado nas amostras foi de 70,37%. Valores
bem superiores aos encontrados por ALMEIDA (2003) que foram de 28,8%, porém
compativeis com os valores encontrados por BOTELHO (2011) que foram de 70,5%.
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BARRIO (1997) e FUCCI (1998) constataram que na Europa amostras de
cocaina provenientes de grandes apreensdes apresentaram maiores teores do que
amostras provenientes de usuérios (street drugs). Porém, em nosso estudo onde
apenas 7,82% das amostras sdao provenientes de grandes apreensdes tais dados
néo procedem, pois 45,21% das amostras analisadas continham entre 80-97,22% de
cocaina (Figura 24). Estes resultados vém de encontro aos descritos por ALMEIDA
(2003), a qual ndo encontrou relacdo entre altos teores de cocaina e grandes

apreensdes realizadas no Brasil.

60 -
50 A
a0 A

30 -

20 -
) l' = 0

0% la20% 20a 40% 40a 60% 60a 80% 80a 97%

Numero de amostras

Teor de cocaina

FIGURA 24: TEOR DE CQCAiNA ENCONTRADA NAS 115 AMOSTRAS DA DROGA APREENDIDA
NO ESTADO DO PARANA, BRASIL.

Apenas a regidao Norte Pioneiro, ndo estava representada entre as amostras
analisadas. Comparando as regides geograficas, a maior média de teor de cocaina
foi encontrada nas amostras apreendidas na regido Sudeste — 94,90 % e a menor
média na regido Oeste — 29,07 %. Com relagdo aos adulterantes ha o predominio da
cafeina em todas as regides analisadas, com excecdo das regides Centro Oriental e
Oeste. Nas amostras provenientes da regidao Metropolitana todos os adulterantes
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pesquisados (cafeina, lidocaina, fenacetina, benzocaina e diltiazem) foram
encontrados.

Comparando-se por ano de apreensao, entre 2007 e 2011 os teores de
cocaina encontrados ficaram entre 64,40% e 73,41%, com aumento para 86,01 %
no ano de 2012. Observou-se, ainda, no ano de 2007, a presenca de todos os
adulterantes pesquisados, no ano de 2008 observou-se a presenca de todos menos
diltiazem. Em 2009 apenas a presenca de cafeina e fenacetina, nos anos de 2010 e
2011 cafeina e lidocaina e as amostras apreendidas no ano de 2012 nao

apresentavam nenhum dos adulterantes analisados.
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5. CONCLUSAO

O método por CLAE-DAD desenvolvido nesse trabalho apresentou-se
adequado para quantificagcdo de cafeina, benzoilecgonina, lidocaina, cocaina, acido
benzoico, benzocaina, fenacetina e diltiazem em matrizes como pasta base, cocaina
base e sal. O método apresentou excelente sensibilidade, seletividade, linearidade,
precisdo e exatiddo. O ensaio de robustez demonstrou que a temperatura, o pH e o
fluxo da fase movel podem ser criticos na exatidao dos resultados, portanto nao
devem ser modificados sem prévia revalidagcdo do método. Nas condicdes normais
de trabalho, uma excelente estabilidade foi observada para todos os analitos.

O método foi aplicado com sucesso na andlise de amostras reais de cocaina
apreendidas no estado do Parana entre 2007 e 2012, sem a necessidade de etapas
de pré-tratamento das amostras. Sob todos os aspectos o novo método é
apresentado como uma alternativa confiavel para o fornecimento de subsidios na
caracterizagdo da droga, investigacdes sobre o trafico e aplicagdo em analises

forenses.
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