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RESUMO

CYPRIANO, K.M. Desenvolvimento e aplicacdo de método analitico para determinacéo
de substancias psicoativas em amostras biologicas de motociclistas empregando LC-
MS/MS. 2019. 108 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

Os acidentes de transito consistem em um grave problema de saude publica, principalmente
nos paises em desenvolvimento. No Brasil, um dos recordistas mundiais nesse tipo de
acidente, somente no ano de 2017 o numero de mortos por essa causa foi de aproximadamente
35 mil, sendo que por volta de 12 mil eram motociclistas ou passageiros de moto. Dirigir sob
efeito de substancias psicoativas como drogas ilicitas e algumas classes de medicamentos
pode aumentar significativamente o risco de ocorréncias de acidentes automotivos. Pesquisas
mostram que diversos farmacos psicoativos alteram a capacidade motora e cognitiva dos
usuarios, porém os Unicos estudos brasileiros feitos com motociclistas avaliam a prevaléncia
de uso de drogas ilicitas em usuarios hospitalizados, ndo havendo assim trabalhos sobre 0 uso
de outras substancias psicoativas na populacdo em geral de motociclistas. Visando a
importancia desse fato, o presente projeto avaliou a prevaléncia de drogas ilicitas
(canabinoides, estimulantes e anfetaminas) e de farmacos psicoativos pertencentes as classes
dos anti-histaminicos, relaxantes musculares, benzodiazepinicos e anorexigenos nas amostras
de fluido oral de motociclistas na cidade de S&o Paulo. Para tal, foi desenvolvido um método
analitico que utiliza a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
Além do desenvolvimento de um novo método analitico que poderad ser utilizado para o
monitoramento de motoristas em geral, foram obtidos dados da prevaléncia do uso de drogas
e medicamentos pelos motociclistas na cidade S& Paulo, contribuindo assim para o
desenvolvimento de medidas preventivas, politicas publicas e para o esclarecimento sobre 0s

riscos de dirigir sob efeito de substancias psicoativas.

Palavras-chave: substancias psicoativas, motociclistas, drogas, medicamentos, validacdo de

método analitico.



ABSTRACT

CYPRIANO, K.M. Development and application of analytical method for psychoactive
substances determination in biological samples of motorcyclists using LC-M/MS. 2019.
108 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Séao Paulo, 2019.

Traffic accidents are a serious public health problem, especially in developing countries. In
Brazil, one of the world record holders in this kind of accident, in 2017 the number of death
due to this cause was approximately 35 thousand, and nearly 12 thousand were motorcyclists
or motorcycle passengers. Driving under the influence of psychoactive substances such as
illicit drugs and some prescription drugs can significantly increase the risk of motor vehicle
accidents. Researches shows that several psychoactive drugs alter the motor and cognitive
capacity of users, but the few studies done in Brazil with motorcyclists evaluate the
prevalence of illicit drug use in hospitalized users, thus there is no work on the use of other
psychoactive substances in the general population of bikers. Considering the importance of
this fact, the present project evaluated the prevalence of illicit drugs (cannabinoids,
stimulants, and amphetamines) and psychoactive prescription drugs belonging to the classes
of antihistamines, muscle relaxants, benzodiazepines and anorectics in motorcyclist’s oral
fluid samples in the city of Sdo Paulo. Therefore, an analytical method has been developed
using liquid chromatography coupled to mass spectrometry. A new analytical method was
developed and validated and may be used to monitor drivers in general. Data about drugs
prevalence and drug use by motorcyclists in S&o Paulo city were obtained contributing to the
development of preventive measures, public policies and for clarification on the risks of

driving under the influence of psychoactive substances.

Keywords: psychoactive substances, motorcyclists, drug driving, analytical method

validation.
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Introducao




1 Introdugéo

Os acidentes de transito representam um grande problema de salde publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento. Além dos custos aos cofres publicos,
oferecem grande trauma aos acidentados e familiares envolvidos. Ciente da importancia desse
tema, a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) lancou em 2011 a chamada Década de Acéo
pela Seguranca no Transito 2011-2020, programa no qual mais de 100 paises ao redor do
mundo se compromete em criar politicas publicas direcionadas a prevencao desse tipo de
acidente com o objetivo de reduzir pela metade o ndmero global de mortes e lesbes
relacionadas ao transito até 2020 (WHO, 2011).

Segundo dados do relatorio da Organizacdo Mundial da Satude (OMS) “Global status
report on road safety 2018 ”, aproximadamente 1,35 milhdo de pessoas morrem anualmente
em todo o mundo em decorréncia de acidentes de tréansito. Destas, mais de 50% sdo
motociclistas, pedestres e ciclistas e, como consequéncia, 20 a 50 milhdes de pessoas tém
algum dano fisico decorrente desse tipo de acidente (WHO, 2018).

Em paises pouco desenvolvidos e em desenvolvimento, onde a infraestrutura e as
politicas de transito ndo foram capazes de acompanhar o rapido crescimento do nimero de
veiculos automotivos, o quadro é ainda mais critico. Nesse grupo, os acidentes dessa natureza
vém se tornando cada vez mais frequentes como resultado do aumento da frota de veiculos, da
falta de planejamento e do baixo investimento na seguranca das vias publicas e alcanca taxa
de mortalidade trés vezes maior que os paises desenvolvidos (WHO, 2018).

Ainda de acordo com as estimativas da OMS, o numero de vitimas de acidentes de
transito pode dobrar até 2030, ou seja, muitos paises terdo de fortalecer a legislacdo sobre a
segurancga no transito e investir no setor. Desse modo, a ado¢do de metas para a reducdo deste
tipo de acidente pelos diferentes paises é de extrema importancia e deixa clara a necessidade
de evidéncias cientificas como base para tomadas de decisdo, assim como a criacdo de novas

politicas pablicas que fornecam visibilidade e gerem consciéncia sobre esse tema.

1.1 Dados sobre acidentes de transito

Os acidentes envolvendo veiculos automotores sdo a principal causa de morte entre

criancas e adultos de 5 a 29 anos em todo o mundo, superando causas de morte mundialmente



comum nessa faixa etdria como diarreia e AIDS (WHO, 2018). Nos paises em
desenvolvimento e de menor renda per capita, 0 nUmero de mortes por essa causa é ainda
maior quando comparado com os paises desenvolvidos. Na Africa por exemplo, em paises de
baixa renda, a taxa aproximada de mortes a cada 100.000 habitantes é de 29,3, enquanto nos
paises de alta renda da Europa esse numero € de 5,1 mortes por 100.000 habitantes (WHO,
2018). Esses numeros deixam clara a importancia que o investimento publico, os programas
educacionais e as legislaces bem elaboradas, caracteristicas mais presentes nos paises de alta
renda, podem ter nessa causa.

Apesar do nimero absoluto de mortes por essa causa continuar aumentando a cada
ano, quando relacionado ao nimero da populagdo mundial, ele tem se mantido constante em
18 mortes a cada 100.000 habitantes nos ultimos 15 anos, uma vez que a populacdo mundial
permanece em continuo crescimento (WHO, 2018).

Ainda que tenha havido certo progresso na constancia e até reducdo da taxa de
acidentes por 100 mil habitantes (Grafico 1), esses nimeros estdo longe de alcancar as metas

propostas pelo programa Década de Ac¢do pela Seguranca no Transito.

Grafico 1- Nimero de mortes em acidentes de transito e taxa de morte a cada 100.000

pessoas ho mundo.
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Fonte: WHO (2018).

Um dos problemas gerados pelos acidentes é o alto custo para as economias
nacionais e para os sistemas de salide, uma vez que afetam predominantemente a parcela ativa
da populagdo. Estima-se que as perdas econémicas relacionadas a mortes e lesdes no transito

chegam a R$ 50 bilhdes por ano (OPAS, 2018) contabilizando os custos para o patrimonio



publico e privado, como reabilitacdo de vitimas, custos previdenciarios, do setor policial e dos
processos judiciais, desaceleracdo econémica causada por congestionamentos e

principalmente pela perda de producéo das vitimas (Grafico 2).

Gréfico 2 - Componentes de custo dos acidentes nas rodovias federais brasileiras no ano de 2014.

45
40
— 35
X
» 30
2
9 25
(]
o 20
©
© 15
o
= 10
5
0 |
Hospitalar Perda de Danos materiais - Outros Institucionais e Outros
produgdo veiculos associados aos danos a associados as
veiculos propriedades pessoas

Componentes de custo dos acidentes

Fonte: IPEA (2015).

Os custos também diferem quanto a presenca ou ndo de vitimas. Um Unico acidente
de transito custa para o governo brasileiro, em média, R$ 23 mil quando ndo ha vitima,
enquanto o acidente com feridos custa R$ 261 mil (IPEA, 2015). Dados mais detalhados

podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1- Custo total e médio por gravidade de acidente nas rodovias federais brasileiras no ano de

2014,
Gravidade do Quantidade de Custo total Custo médio
acidente acidentes (em Reais) (em Reais)
Com fatalidade 6.743 4.482.891.117 664.821,46
Com vitimas 62.346 6.031.838.004 96.747,79
Sem vitimas 98.158 2.306.592.728 23.498,77
Total 167.247 12.821.321.848 261.689

Fonte: IPEA (2015).



No ano de 2014, o Ministério da Saude registrou 176.007 internagdes hospitalares,
que acarretaram R$244 milhdes de custos para o Sistema Unico de Satide (SUS), sendo que
0s motociclistas foram responsaveis por mais de 50% da composicdo desses custos (OPAS,
2018).

O Brasil, além de ser reconhecidamente um dos recordistas mundiais em acidentes de
transito, assim como os demais paises de média e baixa renda, passa atualmente por uma
grande expansdo da frota de veiculos automotores, como mencionado acima, 0 que gera
naturalmente uma maior probabilidade de acidentes dessa natureza (ABRACICLO, 2019).

Segundo informagdes do Departamento Nacional de Trénsito (DENATRAN), o
Brasil, até junho de 2019, detinha uma frota de 102,6 milhGes de veiculos, entre automoveis
comerciais leves, caminhdes, Onibus, carretas e motocicletas, um nimero muito superior a
frota que circulava pelo pais em 2001 (32 milhGes de veiculos), mostrando o crescimento
agressivo do setor de veiculos automotores nos dltimos anos (DENATRAN, 2019).

Analisando todo esse quadro, uma situacdo que vem chamando a atencdo dos
especialistas brasileiros é o nimero de motocicletas, que teve sua frota aumentada em 241%

desde 2004 como mostra o Grafico 3.

Grafico 3 - Crescimento acumulado da frota de veiculos automotores no Brasil entre os anos de 2004 e
2015, representado em namero bruto e porcentagem.
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A motocicleta € um tipo de veiculo que por suas caracteristicas intrinsecas apresenta
baixa condicdo de protecdo aos usuarios em caso de colisfes e quedas, proporcionando assim,
alto grau de severidade em caso de acidentes. Como consequéncia, a quantidade de mortos e
feridos graves com esse tipo de veiculo gera nimeros estatisticos alarmantes.

Os acidentes que envolvem esse tipo de veiculo no Brasil s a maioria e
representam 31% do total de acidentes de transitos, resultando em aproximadamente 12,7 mil
mortes por ano (Grafico 4) (WHO, 2018).

Gréfico 4 - Numero de mortes em acidentes de transito no Brasil, por categoria, no ano de 2016.
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Fonte: WHO (2018).

Nas regides norte e nordeste do Brasil o quadro € ainda mais critico. A falta de
investimentos com infraestrutura de transito somada com o fato de ser a regido com o menor
PIB do pais geram resultados catastroficos. O nimero de 6bito de motociclistas acidentados é
0 maior em todo o pais, como pode ser observado na Figura 1, representando 53% dos

acidentes na regido.



Figura 1 - Comparacéo entre nimero de 6bitos (em %) por categoria, nas regides brasileiras nos anos
de 2004 e 2015.
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Fonte: WHO (2015).

1.2 Fatores de risco associados a acidentes de transito

Segundo estudos, os principais fatores de risco para acidentes de transito podem estar
associados a diferentes causas como: condutor, veiculo, condi¢cBes ambientais, infraestrutura
das estradas e clima. Autores sugerem que a maior parte estd relacionada com condi¢fes do
condutor (LARDELLI-CLARET et al., 2003).

Dentre essas principais causas relacionadas ao condutor, destacam-se cinco pontos
principais que devem ser considerados: velocidade, dirigir sob o efeito de substancia

psicoativa, ndo utilizacdo de capacetes por motociclistas, cinto de seguranca e equipamentos



de seguranca infantis. Acredita-se que, controlando esses fatores, seja possivel diminuir
drasticamente as taxas de mortes em acidentes de transito (WHO, 2018).

Dirigir um veiculo automotor envolve processos de interacdo entre as funcdes motora
e cognitiva, tais como: memoria, reflexo, atencdo e tomada de decisbes em um ambiente
repleto de informagdes além de outros veiculos. Todas essas fung¢bes psicomotoras podem ser
alteradas pelo consumo de substancias (licitas ou ilicitas) que apresentam acdo no sistema
nervoso central (SNC) (GJERDE, 2011a).

Entre as principais substancias psicoativas capazes de alterar significativamente o
desempenho na direcdo, destacam-se algumas drogas ilicitas como as anfetaminas, a maconha
e a cocaina que sdo as drogas mais comumente identificadas em estudos nacionais e
internacionais com motoristas e também algumas classes de medicamentos como
benzodiazepinicos, antidepressivos, anti-histaminicos, opioides e relaxantes musculares
(SIMONSEN et al., 2012; RICCI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013). Estas drogas podem
causar como efeitos secundarios letargia, sonoléncia e dificuldade de coordenacéo,
atrapalhando uma direcdo segura (SCHULZE et al., 2012; LACEY, 2009). Apesar da ciéncia
desses efeitos colaterais, pouco se sabe sobre a relagcdo do uso desses com a falta de atengéo
dos motoristas no transito ou com o envolvimento de motoristas em acidentes.

Um estudo de meta-analise concluido na Europa mostrou gue somente no ano de
2013, 1.252.071 mortes ocorreram devido a acidentes de transito, sendo que 51% foram
relacionadas ao uso de anfetaminas, 22% ao uso de cannabis, 14% ao uso de cocaina e 13%
ao uso de opioides (OPAS, 2018).

No Brasil, os estudos publicados até entdo focam na determinacdo do uso de alcool e
drogas de abuso por motoristas de carro e caminhdo, negligenciando de certo modo, o uso de
farmacos psicoativos e a classe de motociclistas, 0 que deixa explicita a necessidade de
estudos de prevaléncia do uso de medicamentos e drogas nessa populagéo.

1.3 Classes de substancias psicoativas abordadas no presente trabalho

Segundo relatério da United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), 271
milhGes de pessoas com idade entre 15 e 64 anos fizeram uso de algum tipo de droga ao

menos uma vez durante o ano de 2017. Desse total, 35 milhdes de pessoas sdo consideradas



usuarias e sofrem de distarbios por essa causa, além de 585 mil mortes terem ocorrido como
consequéncia do uso de drogas durante 0 mencionado ano (UNODC, 2019).

As drogas de maior consumo mundial sdo a cannabis, os opioides, as anfetaminas, 0s
opiaceos, o0 ecstasy, e a cocaina (UNODC, 2019). Na Tabela 2 é apresentado o nimero de

usuarios e as respectivas drogas mais consumidas no ano de 2017.

Tabela 2 - NUmero de usuarios no mundo e respectivas drogas no ano de 2017.

NUmero de usuarios no mundo

Substancia (em milhdes)
cannabis 188
opioides 53

anfetaminas_eNestirT’\u!antes 29
de prescricdo médica

opiaceos 29

ecstasy 21

cocaina 18

Fonte: UNODC (2019).

No Brasil, esse consumo € um pouco distinto. Segundo o Il Levantamento Nacional
Sobre 0 Uso de Drogas pela Populacdo Brasileira — 2019, do qual 16.273 pessoas entre 12 e
65 anos de idade, pertencentes a 1640 municipios das 5 regides brasileiras, participaram da
pesquisa que estimou o uso de substancias psicoativas no pais, foi possivel observar que as
substancias mais consumidas no Brasil por essa populacdo sdo: cannabis, benzodiazepinicos,
cocaina, opiaceos, solventes, anfetaminicos, crack e ecstasy (FIOCRUZ, 2019). As
substancias e o nimero de pessoas que relataram uso a0 menos uma vez na vida sdo

apresentados na Tabela 3.



Tabela 3 - Prevaléncia do consumo (pelo menos uma vez na vida) de substancias psicoativas entre

pessoas de 12 e 65 anos no Brasil, no ano de 2015.

Substéancia NuUmero de usuérios (%)
cannabis 7,7
benzodiazepinicos 3,9
cocaina 3,1
opiaceos 2,9
solventes 2,8
anfetaminicos 1,4
crack 0,9
ecstasy 0,7

Fonte: FIOCRUZ (2019).

Como ja mencionado, grande parte das drogas ilicitas e dos farmacos psicoativos
possuem acao no SNC prejudicando de alguma maneira as funcdes cognitivas. No Quadro 1,
sdo mostrados alguns exemplos de substancias e suas respectivas acgdes psicomotoras

relacionadas ao ato de dirigir.
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Quadro 1- Tlustragdo das substancias psicoativas que tém efeito (@) e que ndo tém efeito (-) sobre

determinadas funces cerebrais.

Prejuizo
Classe Controle
de drogas Droga Tontura Funcdes Fungdes . o lateral Estimativa g o
cognitivas motoras de do tempo
veiculo
Cannabis ° ° ° ° ° ° °
Cocaina - ° ° ° — - —_
E.’fo.gas Anfetamina - ° ° ° — ° °
ilicitas
MDMA - ° — ° — — °
Alucinégenos — ° ° ° — ° °
Benzodiazepinicos ° ) ° - ° - °
Drogas Opioides ° ° ° ° ° — °
prescritas Outros
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] -_ [ ]
depressores
Canabinoides
Novas sintéticos ° * * ° ° ° °
substancias
psicoativas
Catinonas
. sa - [ ] [ ] [ — —_ —_
sintéticas

Fonte: WHO (2016).

A seguir sdo apresentadas as principais caracteristicas das substancias em estudo no
presente projeto, como mecanismo de acdo, vias de biotransformacdo e classe as quais

pertencem.

1.3.1 Drogas de Abuso

1.3.1.1 Anfetamina, Metanfetamina e Metilenodioximetanfetamina (MDMA)

As anfetaminas (ATS) sdo uma classe de substancias estimulantes do sistema
nervoso central (SNC) e periférico (SNP) que compreende uma série de moléculas com
diferentes estruturas quimicas. Essa classe foi utilizada pela primeira vez ha mais de 100 anos,
época em que seu consumo era livre e destinado a tratamento terapéutico de doengas como

hiperatividade e narcolepsia e também na Il Guerra Mundial, com o intuito de manter os
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soldados alertas e menos fadigados (HEAL, 2013; DE LA TORRE et al., 2004). Foi na
década de 60 que a classe passou a ser reconhecida como substancias com alto potencial de
causar dependéncia e em 1970 ja integravam a lista de substancias proibidas nos Estados
Unidos (DE LA TORRE et al., 2004).

Alguns exemplos dessa classe, que é composta por moléculas analogas e que geram
sintomas semelhantes, sdo a propria anfetamina, a metanfetamina e a 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA\), analitos presentes no método validados neste estudo.

A estrutura molecular da anfetamina e metanfetamina sdo muito similares, j& que a

diferenca entre elas se faz por meio de um dos radicais, como pode ser observado na Figura 2.

Figura 2- Estrutura quimica da anfetamina e metanfetamina.

R1 R2 R3 R4
Anfetamina H CH; H H
Metanfetamina H CH; H CH;

Atualmente, as anfetaminas sdo a terceira classe de substancias ilicitas mais
utilizadas no mundo, sendo que somente no ano de 2017, aproximadamente 29 milhdes de
pessoas consumiram alguma das substancias dessa classe (UNODC, 2019).

Os efeitos clinicos das ATS ocorrem por meio do aumento dos niveis dos
neurotransmissores dopamina, norepinefrina e serotonina nas fendas sinapticas por meio da
inibicdo da degradacdo dos mesmos pela enzima monoamina oxidase e inibicdo da recaptura
desses neurotransmissores (BERMAN et al., 2009).

Pelo fato de serem moléculas relativamente lipofilicas, atravessam facilmente a
barreira hematoencefalica alcancando os seus principais locais de acdo no cérebro. A
intoxicacdo aguda por anfetamina produz alteragbes comportamentais como aumento da
estimulacdo e do estado de vigilia, anorexia, paranoia, psicose e hiperatividade. Os efeitos
adversos incluem principalmente perturbacdes do humor e do comportamento, que cessam
logo apds a interrupgdo da exposicdo ao estimulante, além de perda de apetite, insonia,
nervosismo e febre (CHIANG, 2011; DE LA TORRE et al., 2004).
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Dentre as substancias pertencentes a essa classe, a anfetamina é a que possui maior
potencial de abuso, propiciando assim o desenvolvimento de dependéncia da substancia.
Segundo estudos, os mecanismos envolvidos nas propriedades de reforco da droga,
aparentemente estdo relacionados com o aumento extracelular de dopamina no nucleo
accumbens e nucleo caudado, porém, o mecanismo de acdo exato ainda nao esta elucidado
(DE LA TORRE et al., 2004; HUTSON et al., 2014).

A metilenodioximetanfetamina (MDMA) possui uma estrutura molecular um pouco
diferente das anfetaminas mencionadas anteriormente, uma vez que POSSUi um grupo

metilenodioxi (CH,0,) ligado nas posicdes 3 e 4 do anel aromatico (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura quimica da MDMA.

H
N
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A MDMA, também conhecida como ecstasy é uma base sintética com semelhancas
estruturais as anfetaminas. Seu mecanismo de acdo, apesar de ndo totalmente elucidado,
ocorre inicialmente promovendo um aumento na liberagdo de serotonina (5-HT) na fenda
sinaptica e concomitantemente diminuindo a recaptura da mesma pela membrana pré-
sinaptica, responsavel pela sensacdo de bem-estar (COLE; SUMNALL, 2003). Quanto aos
seus efeitos a curto-prazo podem ser observados sintomas como taquicardia, boca seca, perda
de apetite, ranger dos dentes e dilatagdo das pupilas, enquanto que os efeitos a longo-prazo
geralmente séo depressdo, insonia, rigidez muscular, hipersudorese e hipertermia (temperatura
corporal acima de 43°C) sendo que estes dois ultimos efeitos podem levar a morte devido a
desidratacéo e hemorragia intracraniana (FREEDMAN et al., 2005; XAVIER et al., 2008).

O processo de biotransformacdo das ATS € majoritariamente hepatico e sua
eliminacdo se da por via renal. A meia vida dessa classe varia muito para cada tipo de
molécula, para a anfetamina é de 8 a 30 horas e para 0 MDMA, 5 a 10 horas (DRUGBANK,
2019; DE LA TORRE et al., 2004).
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1.3.1.2 Cocaina

A cocaina é um dos estimulantes naturais mais antigos da historia. Proveniente das
folhas de duas espécies do género Erytroxylum (E. novogranatense e E. coca), cultivadas
principalmente na América do Sul, era consumida pelos indigenas da regido dos Andes ha
mais de trés milénios com o intuito de aumentar a toleréncia a fome e reduzir a fadiga nas
elevadas altitudes (PROSSER et al., 2011).

Essa substancia passou a ser utilizada com fins terapéuticos somente no final do
século XIX, apds ter sido isolada quimicamente em 1860 por Niemann (BORTOLOTTI et al.,
2012) como agente no tratamento da asma, depressao, como anestésico local e principio ativo
de diversos medicamentos (WILLS, 2005). O uso indiscriminado, devido a auséncia de leis
ou regulamentacdo especifica, resultou em episddios de toxicidade, tolerancia, dependéncia e
até mesmo morte (SILVA et al., 2010). Somente a partir do século XX, medidas de controle
foram implementadas por diversas nacionalidades, visando minimizar os efeitos negativos
associados ao uso desse alcaloide (WILLS, 2005).

O consumo recreacional da cocaina foi disseminado no Brasil a partir de 1980,
inicialmente na forma de po cristalino solivel em &gua podendo ser utilizado pela via
intranasal, oral ou intravenosa (BOGHDADI et al., 1997).

A partir da década de 90, o crack comeca a ser utilizado no Brasil. Essa
nomenclatura é dada para a cocaina na forma de base livre, obtida através do aquecimento da
solucdo aquosa de cloridrato de cocaina com substancias basicas (geralmente bicarbonato ou
hidréxido de sodio) gerando cristais irregulares que geralmente sdo fumados devido ao baixo
ponto de fusdo (98°C) (DRUGBANK, 2019a). Atualmente, segundo o Levantamento
Nacional de Alcool e Drogas, cerca de seis milhdes de brasileiros (4% da populacdo adulta) ja
utilizaram cocaina pelo menos uma vez na vida (UNODC, 2015).

A cocaina é um estimulante psicomotor que promove a inibicdo da recaptacao pré-
sinaptica de serotonina, dopamina e noradrenalina (BORTOLOTTI et al., 2012). O aumento
destes neurotransmissores nas fendas sinapticas produz uma sensacdo de euforia e prazer no
usuario, assim como melhora das atividades motoras, intelectuais, e perda da sensacdo de
cansaco e fadiga (SILVA et al., 2010), aléem de efeitos indesejaveis como paranoia,
alucinacoes e disforia que também podem acontecer (ISENSCHMID, 2010).

Os efeitos adrenérgicos como midriase, vasoconstri¢do, hipertensdo, taquicardia e

taquipneia estdo correlacionados com o aumento na disponibilidade de noradrenalina nas
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fendas sinapticas (ISENSCHMID, 2010). Por sua vez, o acimulo de dopamina nos receptores
pos-sindpticos D1 e D2 esté relacionado com o mecanismo fisiopatoldgico pela qual ocorre a
euforia e prazer. Por essas caracteristicas, a dopamina apresenta importante papel na
dependéncia, porém estudos mostram que a acdo serotoninérgica também esta correlacionada
a muitos aspectos da sindrome de abstinéncia e dependéncia (PROSSER et al., 2011; SILVA
etal., 2010; FILIP et al., 2010).

Os sintomas clinicos mais comuns da intoxicacdo aguda por cocaina incluem
estimulacdo do sistema nervoso central com psicose e convulsdes, acidente vascular cerebral,
taquicardia e disfuncdo respiratria que pode evoluir para parada respiratdria, assim como
midriase, hipertenséo, hipertermia, infarto do miocérdio e coma (ISENSCHMID, 2010).

A absorcdo da cocaina depende de sua via de administracdo. No caso da via
intranasal, 80% da dose atinge a circulacdo sistémica. Devido as suas propriedades
vasoconstritoras, este valor é inferior aquele obtido com as vias intravenosa e pulmonar (90%)
(GOLDSTEIN et al., 2009; SILVA et al., 2010). A via oral, normalmente ndo é utilizada, pois
grande parte da droga sofre hidrolise no trato gastrointestinal diminuindo assim o efeito da
droga (ISENSCHMID, 2010).

A concentracdo maxima no sangue ocorre apés 20 a 30 minutos da administracdo
pela via intranasal, 3 a 5 minutos ap6s a administracdo por via pulmonar e intravenosa, € 60 a
90 minutos no caso da via oral. A distribuicdo do farmaco € consideravelmente répida e seu
tempo de meia vida varia de 4 a 5 horas, dependendo da via administracdo (CONE, 1995).

A biotransformacéo da cocaina gera produtos como a benzoilecgonina e a éster metil
ecgonina, que sdo muito utilizados como biomarcadores do uso da droga (BORTOLOTTI et
al., 2012). Quando a cocaina é consumida concomitantemente com bebidas alcodlicas, ocorre
via transesterificacdo hepatica, a formacao de cocaetileno, produto ativo que apresenta efeitos
semelhantes ao da cocaina, entretanto mais prolongados (PROSSER et al., 2011). Assim, a
substancia cocaetileno atua como um biomarcador que mostra se o individuo fez o uso de
cocaina com &lcool.

A anidroecgonina metil éster (AEME), também atua como biomarcador do uso da
cocaina, porém na forma fumada. Quando a droga é fumada na forma de crack, ocorre a
pirdlise da cocaina, gerando o AEME cujo mecanismo de acdo, apesar de ndo totalmente
elucidado, demonstra ter atividade agonista colinérgica (GARCIA et al., 2012).

Na Figura 4, sdo apresentados 0s principais produtos da cocaina mencionados

anteriormente.



15

Figura 4 - Produtos de biotransformacao, pirdlise e transesterificacdo da cocaina.
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1.3.1.3 Tetrahidrocanabinol

O tetrahidrocanabinol (THC) é o principio ativo encontrado na planta Cannabis
sativa responsavel pelos seus efeitos psicoativos. Essa planta € utilizada ha milhares de anos
em diversos contextos e em diferentes continentes, no entanto, acredita-se que 0s chineses
foram os primeiros a relatar o seu uso para fins medicinais, ha mais de 4000 A.C
(MCGUIGAN, 2011).

O seu carater recreativo surgiu tanto na Europa Ocidental como nos Estados Unidos,
mais especificamente a partir do século 19 e se dissipou mundialmente, fazendo assim com
que varios paises comecassem a adotar leis de proibi¢do face ao seu potencial de abuso por

parte dos usuarios.
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Os efeitos a curto-prazo produzidos pela droga séo de taquicardia inicial seguida de
sensacOes de relaxamento, autoconfianga, euforia, desinibicdo, percepcéo do tempo retardada,
aumento do apetite, campo sensorial aumentado, boca seca e eventualmente podem ser
experienciadas sonoléncia e depressdo, de acordo com o usuario (NIDA, 2012).

No que diz respeito a efeitos a longo-prazo, vérios estudos apontam para uma
reduzida capacidade de aprendizagem assim como comprometimento do desempenho motor e
cognitivo, bem como o prejuizo da memoria. As sensacbes de ansiedade e panico,
eventualmente experienciadas pelo usuario, podem evoluir para alucinacfes e episodios de
psicose. Existem também evidéncias que atestam que em individuos propensos a desenvolver
esquizofrenia, o consumo desta droga pode antecipar esse quadro (HALL et al., 2009).
Usuarios regulares podem vir a desencadear problemas respiratorios e cancer de pulméo, no
entanto, casos de Gbito por consumo exacerbado da droga nunca foram relatados (HUESTIS,
2007).

Embora o THC seja o principal composto psicoativo da Cannabis sativa, existem
mais de 400 compostos na planta e cerca de 60 deles sdo canabinoides, como o canabinol e 0
canabidiol. Estes compostos estdo presentes nas folhas, caule, flores e resina provenientes da
planta feminina (HUESTIS, 2007). Na Figura 5, sdo apresentados os principais produtos de
biotransformacéao do THC.

Figura 5 - Principais produtos do THC.

THC 11-OH- THC THC-COOH

A principal via de administracdo desta droga é a pulmonar através dos cigarros de
maconha que sdo compostos por folhas e flores secas da planta, onde geralmente se encontra
uma porcentagem de THC entre 0,5 e 5%, podendo eventualmente atingir valores
significativamente maiores. Utilizando esta forma é possivel obter um efeito bastante rapido,

visto que as substancias psicoativas chegam rapidamente ao SNC depois de atravessar
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rapidamente a barreira hematoencefélica, resultando assim em um pico plasmatico entre 3 a
10 min (GROTENHERMEN, 2003; HUESTIS, 2007).

J& 0 mesmo ndo se observa quando a via de administracdo escolhida é a oral. E
possivel ingerir altos teores de THC por meio de chas e/ou alimentos preparados a base da
planta, 0 que gera ndo s6 um pico plasméatico maximo mais tardio, cerca de 1h a 1h30min,
mas também um efeito bastante mais prolongado e intenso (GROTENHERMEN, 2003).

A distribuicdo do THC para tecidos altamente vascularizados € rapida, no entanto,
visto se tratar de uma substancia extremamente lipofilica, o THC fica acumulado em tecidos
menos vascularizados, como o tecido adiposo, e a sua biotransformacdo se da
majoritariamente no figado por acdo das enzimas do citocromo P450. Finalmente, a sua
excrecdo acontece por meio das fezes e da urina com taxas de 65 e 20%, respectivamente
(GROTENHERMEN, 2003).

Quanto a sua farmacodindmica, o THC age no SNC através dos receptores
canabinoides, CB; e CB,. Naturalmente, esses receptores, principalmente o CBj, se ligam a
uma substancia enddgena conhecida como anandamida, que possui efeitos similares, mas
reduzidos, aos do THC (HALL et al., 2009).

1.3.2 Medicamentos

1.3.2.1 Clonazepam

O clonazepam é um farmaco ansiolitico pertencente a classe dos benzodiazepinicos
(BZD), que sdo depressores do SNC. Tais caracteristicas atribuidas aos BZD fazem deles 0s
medicamentos mais prescritos no mundo nos ultimos anos para quadros como ansiedade,
insOnia, agitacéo, epilepsia, entre outros (HOOD, 2014; NOZAWA et al., 2015).

Desde a década de 1980, essa classe ja ocupava o topo no ranking das substancias
mais prescritas no mundo e ainda nos dias de hoje, no Brasil, os BZD ocupam o0s trés
primeiros lugares na lista de medicamentos controlados mais vendidos nos anos de 2009 a
2011 segundo o Sistema Nacional de Gerenciamento de Produtos Controlados (SNGPC)
(ANVISA, 2011a).

O mecanismo de acdo dessa classe se da pela alta afinidade e seletividade a um Unico

sitio dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), contendo as subunidades al, 02,
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a3 ou a5 e uma subunidade y. Desse modo, atuam como moduladores alostéricos positivos
sobre GABA,, potencializando a regulagdo dos canais na presenca de GABA.

Essa classe de farmacos é composta por diversos exemplares que se diferenciam
segundo a meia vida de cada um, que varia entre curta (triazolam e midazolam), intermediaria
(oxazepam, alprazolam, bromazepam) e longa (diazepam e clonazepam), sendo os de agéo
curta preferiveis para tratamento da insonia e os de agdo intermediéria ou longa utilizados
para o tratamento dos transtornos de ansiedade (RANG et al., 2007; REYNOLDS et al.,
2012).

Por serem sedativos, os fa&rmacos dessa classe apresentam alguns efeitos adversos
como sonoléncia, fraqueza muscular, vertigem, letargia, tontura, confusdo e apatia. Esses
efeitos dependem muito da susceptibilidade individual e com as caracteristicas fisiologicas de
cada paciente (HOWARD et al., 2014), e podem ser um agravante se usados por motoristas de
veiculos automotores.

A excrecdo do clonazepam ocorre majoritariamente via urina (50-70%) e
aproximadamente 10 a 30% ¢ excretado pelas fezes na forma biotransformada. Menos de 2%
do farmaco é eliminado na sua forma inalterada (DRUGBANK, 2019b).

No Quadro 2, séo apresentados alguns dados de consumo dessa classe durante 0s anos
de 2009 a 2011 em diferentes estados pertencentes as 5 regibes brasileiras. Os dados séo
referentes ao universo de aproximadamente 4 mil farmacias cadastradas no sistema eletrénico
da ANVISA. Nao foram consideradas as férmulas magistrais contendo clonazepam, somente
0s produtos industrializados.

Infelizmente, ndo foram encontrados dados mais recentes para observar a progresséo

do consumo de BZD no pais.
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Quadro 2 - Consumo de clonazepam em diferentes estados nos anos de 2009 a 2011.

2009 2010 2011
Estado UCD/ UCD/ UcCD/
UcCD 100 UcbD 100 UcbD 100
habitantes habitantes habitantes
PA 59.124 0,80 95.169 1,26 120.146 1,56
BA 56.151 0,38 281.433 2,01 509.087 3,61

GO 299.658 5,06 358.401 5,97 444501 7,31

SP 1.132.781 2,74 1.691.331 4,10 2.746.784 6,60

RS 740.047 0,84 1.063.542 9,95 1.293.378 12,05

UCD: unidades de caixas dispensadas
Fonte: ANVISA (2011).

1.3.2.2 Meprobamato

O meprobamato é um carbamato com acdo hipndtica, sedativa e ansiolitica,
amplamente utilizado como tranquilizante na década de 1960 e que apds o surgimento dos
benzodiazepinicos alguns anos depois, deixou de ser a primeira opcdo na terapia com
sedativos (GREENBLAT; SHADER, 1971).

Atualmente o meprobamato € encontrado como principal produto de
biotransformacédo do carisoprodol, relaxante muscular de venda livre utilizado mundialmente
(KUMAR, 2016). No Brasil, o carisoprodol estd presente em diversas formulacdes de
relaxantes musculares.

Seu mecanismo de acdo nao é completamente elucidado, porém estudos mostram que
o farmaco atua como agonista dos receptores GABA,, gerando assim sua a¢do inibitdria.

Devido a sua potente acdo depressora, somente no ano de 2005, 0 meprobamato foi
responsavel por 7% dos casos de suicidio na Franca além de gerar um indice de mortalidade
de 1,7 a 5% entre os usuarios do farmaco (CESCHI, 2013).

Estudos mostraram que o consumo de 350 mg de carisoprodol (dose terapéutica) ja é
suficiente para gerar prejuizo psicomotor no usuério, fato que gera o questionamento se o
amplo consumo de algumas classes de relaxantes musculares ndo é também devido a agdo do
meprobamato que possui tempo de meia vida de 6 a 17 horas, enquanto que o carisoprodol
somente 1 a 3 horas (ZACNY, 2011; WANG et al., 2011).
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Os sintomas clinicos que podem ocorrer apos administracdo de dose terapéutica de
meprobamato s&o letargia, sonoléncia, fraqueza muscular e depressdo respiratéria (CESCHI,
2013).

Ap0s ingestdo oral, o pico plasmatico ocorre entre 1 e 3 horas. A porcentagem de
meprobamato que se liga as proteinas plasmaticas é de 14% a 24% e o volume de distribuicéo
é de 0,7 L/kg. Sua biotransformacdo é majoritariamente hepética e sua excrecdo renal,
apresentando meia vida de 7 a 17 horas (CESCHI, 2013).

1.3.2.3 Clorfeniramina

A clorfeniramina é um farmaco pertencente a classe dos anti-histaminicos que esta
presente nas formulacdes de medicamentos amplamente utilizados com o intuito de aliviar 0s
sintomas de alergias generalizadas, gripe e febre.

A histamina ¢ uma substancia mediadora de diversos processos fisiol6gicos como
vasoconstricao, resposta alérgica, contracdo bronquica e intestinal, aumento de muco, entre
outras. Sua acgdo ocorre pela ligacdo a quatro receptores diferentes de histamina Hy, Hp, Hs e
H,, sendo que os subtipos H; e H, sdo 0s principais responsaveis por atuar nos processos de
resposta alérgica e vigilia (KOVACOVA-HANUSKOVA, 2015).

Os farmacos anti-histaminicos, caso da clorfeniramina, atuam como antagonistas dos
receptores H; e sdo conhecidos por gerarem sintomas de sonoléncia e prejuizo cognitivo.
Esses sintomas sdo devidos a sua acdo sobre os receptores H; do SNC, podendo ocasionar
também sintomas como boca seca, arritmia e problemas urinarios devido ao mecanismo nao
elucidado sobre os receptores muscarinicos do trato urindrio (HISHINUMA, 2014). Apesar
dos sintomas prejudiciais serem bem conhecidos, essa classe de farmacos possui venda livre
na maioria dos paises.

A clorfeniramina faz parte da composicéo de diversos medicamentos anti-gripais por
sua acdo vasoconstritora, levando ao descongestionamento e a reducdo de coriza comuns
dentre os sintomas da gripe. Outro efeito gerado € a reducdo da secre¢do das glandulas
mucosas do trato respiratorio, melhorando assim a rinorreia devido a sua acao anticolinérgica
fraca (KIM, 2012).
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Quando administrado via oral, esse farmaco apresenta pico plasmético de 3 horas e
sua meia vida é de aproximadamente 24 horas. Sua biotransformacdo é majoritariamente

hepatica e sua eliminacdo é via renal (YASUDA, 2002).
1.3.2.4 Ciclobenzaprina

A ciclobenzaprina é um farmaco que pertence ao grupo dos relaxantes musculares de
acao central, amplamente prescrito no tratamento de espasmos musculares, dores miofasciais
e musculoesqueléticas agudas (BRIOSCHI et al., 2013).

O farmaco foi sintetizado pela primeira vez em 1961 na concentracdo de 10 mg,
porém apds constatacdes do seu forte efeito sedativo, foi estabelecida que a dosagem de 5 mg
era a mais adequada para o tratamento da sintomatologia de dores musculares. Em alguns
casos de fibromialgia, sdo prescritas doses que variam de 10 mg a 30 mg por dia
(WINCHELL et al., 2002; BRIOSCHI et al., 2013). No Brasil, podem ser encontrados no
varejo comprimidos com 5mg e 10 mg de ciclobenzaprina.

A ciclobenzaprina possui acdo anticolinérgica central e periférica, além de inibir a
recaptura de norepinefrina e apresentar atividade anti-histaminica e propriedades
serotoninérgicas que sdo responsaveis pelos efeitos colaterais tipicos como boca seca,
sonoléncia e retencdo urinaria, além de prolongar o intervalo QT (pardmetro
eletrocardiogréafico) (SEE; GINZBURG, 2008; COHEN; GUILBAULT, 2018).

A explicacdo pela sua atividade anticolinérgica pode ser corroborada pela sua
semelhanca estrutural com os antidepressivos triciclicos, mais especificamente com a
amitriptilina, uma vez que se diferem apenas pela presenca de uma dupla ligacdo (Figura 6)
(COHEN; GUILBAULT, 2018).

Figura 6 - Estrutura quimica dos farmacos ciclobenzaprina e amitriptilina.
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Com uma biodisponibilidade via oral de aproximadamente 55%, e meia vida longa
de 18 a 33 horas, fato que gera ainda mais preocupacao na sua administracdo, o farmaco sofre
biotransformacdo majoritariamente no figado onde séo gerados produtos inativos (BURRA et
al., 2019; CIMOLAI, 2014).

Além da sua acdo depressora, alguns relatos na literatura mostram que o farmaco
também pode induzir individuos mais suscetiveis a quadros de psicose (COHEN;
GUILBAULT, 2018).

Segundo a bula do medicamento elaborada por um dos fabricantes desse farmaco “as
atividades que exijam atencao, como a operacao de maquinas ou veiculos, devem ser evitadas,
pois podem ocorrer sintomas como sonoléncia e tontura durante o tratamento com cloridrato
de ciclobenzaprina” (EUROFARMA, 2016).

1.3.2.5 Femproporex e Dietilpropiona

Esses dois farmacos fazem parte da classe dos anorexigenos, atuando como
inibidores de apetite e sendo muito utilizados no tratamento de obesidade. Ambos séo
vendidos no Brasil hd mais de 30 anos e fazem parte dos medicamentos sujeitos a controle
especial, integrando assim a Portaria n.° 344/98 — SVS/MS, de 12 de maio de 1998.

No ano de 2017 no Brasil, a cdmara dos deputados aprovou a Lei 13.454/17 que
libera a venda e o consumo sob prescricdo médica de substancias anorexigenas, o0 que gerou
bastante controvérsia e discussdo por parte da comunidade cientifica e da ANVISA sobre a
eficacia no tratamento de pacientes obesos e a seguranca desses farmacos, uma vez que
possuem muitos efeitos adversos e podem gerar dependéncia.

O femproporex, desenvolvido e muito utilizado na década de 1960, apOs ser
administrado via oral, tem aproximadamente 50% sua molécula convertida rapidamente em
anfetamina (PAUMGARTTEN, 2016).

Seu mecanismo de acdo ocorre pela sua acdo direta nas vesiculas pré-sinapticas,
aumentando a liberacgdo de neurotransmissores e inibindo a recaptacdo de dopamina no centro
responsavel pela fome, no hipotdlamo. Além disso, ele promove a inibicdo da recaptacéo de
serotonina por desacoplamento deste neurotransmissor do seu transportador pré-sinaptico e
inibicdo da enzima monoamina oxidase, podendo gerar sindrome adrenérgica, principalmente,

com estimulagdo circulatoria e respiratoria (ANVISA, 2011b).
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A dietilpropiona, popularmente conhecida como anfepramona, comegou a ser
comercializada mundialmente em 1958 com o intuito de ser um farmaco supressor de apetite
sem ter acdo no SNC, porém, ap0s comercializacdo, estudos notaram que mesmo em doses
terapéuticas ocorrem reagfes adversas como inquietacdo, delirio e paranoia (ANVISA,
2011b).

Seu efeito se da pela agdo nos neurénios dopaminérgicos, promovendo aumento da
liberacdo de dopamina nos terminais pré-sindpticos (SAMARIN, 1993). Esses efeitos
estimulantes do SNC fazem com que esses farmacos sejam muito procurados e utilizados para
fins recreacionais (ANVISA, 2011b).

Sua ac¢do ocorre pelo mesmo mecanismo das anfetaminas, ou seja, atuam inibindo a
recaptura de norepinefrina e dopamina (TEODORAK et al., 2015) e gerando assim todos 0s
efeitos como ja mencionado no mecanismo das anfetaminas.

Os dados apresentados no Quadro 3 abaixo, correspondem ao universo de

aproximadamente 600 farmacias cadastradas no sistema eletrénico da ANVISA.

Quadro 3 - Consumo de anfepramona em diferentes estados nos anos de 2009 a 2011.

2009 2010 2011
Estado Miligramas Miligramas Miligramas
vendidos vendidos vendidos
PA 30.942.813,50 38.020.010,04 40.694.123,20
BA 37.413.677,99 44.307.060,35 52.713.821,52
GO 206.424.116,23 250.946.308,99 288.985.971,96
SP 1.471.202.742,52 | 1.835.677.669,85 | 2.019.139.876,08
RS 182.803.869,51 237.892.196,06 211.281.876,69

Fonte: ANVISA (2011).

Os dados relacionados a quantidade de miligramas vendidos nos anos de 2009, 2010 e

2011 sobre o farmaco femproporex néo estdo disponiveis no relatério supracitado.
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1.4 Prevaléncia de acidentes de transito correlacionados com uso de substancias

psicoativas

Os estudos de prevaléncia citados a seguir sdo, na maior parte, relacionados a
motoristas de carro, pois 0s estudos com motociclistas sao muito escassos tanto mundialmente
qguanto no Brasil, deixando mais uma vez evidente a necessidade e a importancia de dados
cientificos embasados nessa populacao.

Na Europa, a preocupagdo com o nimero de acidentes envolvendo motoristas sob
efeito de substancias psicoativas fez com que fosse criado o projeto chamado DRUID, do
inglés Driving Under the Influence of Drugs, Alcohol, and Medicines, promovendo assim
diversos estudos que avaliam a prevaléncia de motoristas dirigindo sob a acdo de substancias
psicoativas tanto vitimas de acidentes, quanto na beira da estrada, os chamados roadside
studies.

Atualmente, os paises europeus vém observando que o numero de acidentes com
motoristas sob efeito de substancias psicoativas esta superior aqueles onde os motoristas estéo
sob efeito de &lcool (SIMONSEN, 2012).

Um estudo de meta-analise publicado em 2013 na Europa revisou artigos que
correlacionavam acidentes de transito e uso de substancias psicoativas e chegou a conclusao
de gue o uso de benzodiazepinicos pelo condutor chega a dobrar o risco de envolvimento em
acidente de transito fatal. Essa é a classe de medicamentos mais encontrada em analises de
amostras biolégicas de condutores de veiculos automotores (SCHULZE et al., 2012;
GOMEZ-TALEGON et al., 2012; INSTITORIS et al., 2013; LACEY, 2009).

Em motoristas vitimas de acidentes em seis paises europeus (Bélgica, Dinamarca,
Finlandia, Italia, Lituania e Holanda), amostras de sangue foram coletadas e determinou-se a
presenca de mais 23 substancias psicoativas. Os pesquisadores apontaram que, além de alcool
e drogas de abuso, os motoristas também haviam ingerido medicamentos, sendo que 0s
benzodiazepinicos e os opioides foram as classes de maior prevaléncia (10,2 e 7,8%,
respectivamente) (LEGRAND et al., 2013).

Na Bélgica e na Holanda, em estudo conduzido com 535 motoristas, vitimas de
acidentes que deram entrada em centros de emergéncias hospitalares, 52% apresentaram
resultados positivos para alcool, drogas de abuso (cocaina, anfetaminas e cannabis) e
medicamentos (benzodiazepinicos e ciclopirrolonas). Os motoristas mais gravemente feridos

tiveram resultados positivos para zolpidem e zolpiclona (Bélgica: 1,8%; Holanda: 0,5%) e
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também para medicamentos derivados de épio (Bélgica: 3,3%; Holanda: 0,5%) (LEGRAND,
etal., 2012).

Pesquisadores suicos, no ano de 2010, apresentaram estudos de prevaléncia onde
motoristas apresentaram resultados positivos para medicamentos como: benzodiazepinicos,
morfina, zolpidem, antidepressivos e difenidramina (SENNA et al., 2010).

No Brasil, os estudos publicados até entdo focam na determinacdo do uso de alcool e
drogas de abuso por motoristas de caminhao.

Atualmente existem apenas dois estudos com motociclistas no Brasil. O primeiro,
realizado com usuérios acidentados que deram entrada em dois hospitais da cidade de Porto
Alegre, identificou a presenca de maconha em 13,5%, cocaina em 9,2% e benzodiazepinicos
em 3,2% das vitimas (BREITENBACH et al., 2012). Ja o segundo trabalho, avaliou 232
motociclistas acidentados internados na cidade de S&o Paulo e mostrou que 20,3% apresentam
resultado positivo para alcool e outras drogas (Carvalho et al., 2016).

Né&o foram encontrados trabalhos sobre o uso de outras classes de medicamentos

psicoativos por motociclistas ndo acidentados em territério nacional.

1.5 Legislagdo

As leis que regulamentam o uso de substancias psicoativas por motoristas sdo uma
das préticas que compdem um grupo de fatores importantes na prevencdo de acidentes.
Garantir que a populacdo cumpra as leis € um desafio em muitos paises, pois se faz necessario
qgue agentes policiais executem um papel direcionado a isso além de investimentos
governamentais nesse setor.

Com a disseminacgéo dos estudos que elucidam o ato de dirigir sob efeito de drogas,
conhecido mundialmente pela sigla DUID (Driving Under the Influence of Drugs), novas
abordagens legislativas vém sendo adotadas com o intuito ndo s6 de educar os motoristas,
como impedir que esses dirijam com a capacidade psicomotora alterada.

Nos dltimos anos, a comunidade cientifica vem contribuindo de forma significativa
para o0 entendimento do uso de substancias psicoativas no transito por meio do
desenvolvimento de experimentos capazes de elucidar o efeito de substancias sobre as
fungdes motoras e cognitivas de motoristas, implementando assim novas estratégias analiticas

indicativas de ingestdo recente de substancias. Tais estudos fornecem informacdes e dados de
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extrema importancia aos 6rgdos competentes, que as utilizam para o aprofundamento de
legislacdes, planejamento consistente de novas politicas publicas e de novas campanhas de
prevencdo a conducdo de veiculos sob o efeito de substancias psicoativas (ANDREUCETTI
etal., 2019; GJERDE et al., 2011a)

Segundo o Relatério das Nagbes Unidas, somente no ano de 2017, aproximadamente
271 milhdes de pessoas com idade entre 15 e 64 anos fizeram uso de alguma substancia
psicoativa a0 menos uma vez (UNODC, 2019). Devido ao fato dessas substancias
apresentarem acdo no SNC e estarem associadas a diversas formas de prejuizo do
desempenho no ato de dirigir, a prevaléncia de medicamentos psicoativos em vitimas
envolvidas em acidentes de veiculos automotivos vem sendo estudada em diversos paises
(HETLAND, 2014).

1.5.1 Mundo

Os paises europeus ja estudam ha alguns anos a consequéncia do uso de substancias
psicoativas por motoristas, demonstrando assim uma preocupacao e um cuidado que ainda séo
ausentes em muitos paises, porém as legislaces diferem muito entre si nos diversos paises, ja
que dependem muito dos aspectos sociais, econdémicos e contexto histérico da regido. Cada
local tem sua particularidade com relagdo ao tipo de substancia, concentragfes permitidas e
abordagens juridicas nas suas constitui¢@es, variando desde a proibicdo total do consumo até
um valor limite permitido do farmaco no sangue (cut-off). O termo cut-off é designado a um
valor numérico, utilizado em andlises toxicoldgicas e analises clinicas em que os resultados
das amostras que estdo abaixo deste valor sdo considerados negativos e os resultados acima
desse valor sdo considerados positivos (DRUID, 2012).

No ano de 2006, a Europa lancou o projeto DRUID (Driving under the Influence of
Drugs, Alcohol and Medicines) com a colaboracdo de 19 paises, cujo objetivo era obter dados
sobre o impacto das substancias psicoativas na seguranca do trénsito e consequentemente,
gerar novos projetos de politica publica voltados para esse fim. O projeto forneceu uma base
solida para toda a regulamentacdo harmonizada existente atualmente na Europa sobre o tema
dirigir sob influéncia de &lcool, drogas e medicamentos (DRUID, 2012).

A Australia € um dos paises pioneiros na investigacdo do uso de substancias

psicoativas no transito. Em 2004, enquanto os estudos estavam acontecendo na Europa e
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Estados Unidos, a Australia implementou uma lei para monitorar motoristas de forma
randomica e coletar fluido oral para analisar a presenca de drogas (DAVEY et al., 2014).

Nos Estados Unidos, em 2007, foi feito um estudo em rodovias (do inglés roadside
survey) com 5000 individuos que forneciam amostras de sangue e fluido oral. Em 2012 o
6rgdo nacional de administracdo em seguranca de transito (National Highway Traffic Safety
Administration — NHTSA) propds guias de padronizacao e avaliacdo para o uso de drogas e
farmacos no transito com valores de cut-off para sangue, urina e fluido oral (LOGAN et al.,
2013). Atualmente os Estados Unidos dispdem de diversos 6rgdos que atuam nessa frente,
como National Governors Highway Safety Association - NGHSA, Office of National Drug
Control Police - ONDPC, Substance Abuse and Mental Health Services Administration —
SAHMSA, etc (NHTSA, 2019).

Muitos paises utilizam em sua legislacdo medidas e autuacBes baseadas na
equivaléncia entre a concentracdo do farmaco e a concentracdo de etanol no sangue,
conhecida como Blood Alcohol Concentration (BAC). Isso se deve ao fato de ja existir na
maioria desses paises muitas pesquisas que correlacionam a dose de etanol ingerida com a
respectiva alteracdo psicomotora no usuario. Um exemplo desse uso é o Reino Unido, cuja
legislacdo apresenta ndo apenas os farmacos de uso controlado, mas também as respectivas

concentragdes maximas permitidas no sangue (Tabela 4).
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Tabela 4 - Concentragdo maxima permitida de alguns farmacos em sangue para motoristas no Reino

Unido.

Medicamentos Concentracdo maxima permitida no sangue
Anfetamina 250 pg/L
Clonazepam 50 pg/L

Diazepam 550 pg/L

Flunitrazepam 300 ug/L

Lorazepam 100 pg/L

Metadona 500 pg/L

Morfina 80 ng/L
Oxazepam 300 pg/L
Temazepam 1000 pg/L

Fonte: TRANSPORT (2014).

Essa correlacdo farmaco versus alcool é muito elucidativa e auxilia tanto os juristas
guanto a populacdo consumidora, pois gera um parametro na aplicacdo de uma sentenca com
base nos resultados analiticos da amostra coletada do motorista em caso de acidentes e
fiscalizacdo. Ja para as pessoas que fazem uso dessas substancias, facilita o entendimento de
como e qual dose 0 medicamento pode ser prejudicial ao motorista.

Em 1959, a Noruega ampliou um programa ja existente em sua legislacdo chamado
The Norwegian Road Traffic Act, com o prop6sito de englobar os danos causados pelo uso de
drogas ilicitas e medicamentos por motoristas. O processo juridico exige uma declaragdo de
um farmacologista especializado que valide a alteracdo psicomotora do motorista e compare
esta alteracdo com a correspondente dose de etanol, para assim decidir a respeito da
penalizacdo (VINDENES, 2014). Em 2011, o pais estabeleceu concentragBes sanguineas
legais para alguns farmacos usualmente vendidos no mercado varejista.

Na Suécia, o tema é tratado de forma mais rigorosa, pois ndo é admitida a presenca
de determinados farmacos em nenhuma concentragdo em amostras bioldgicas de condutores
de veiculos (JONES, 2005; VINDENES et al., 2012).

Nos Estados Unidos, a legislacdo € especifica para cada estado. Alguns deles como

Havai e Nova lorque separam a legislacdo em dois estatutos: dirigir sob influéncia de drogas
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(DUI-drugs), que engloba os medicamentos, e dirigir sob influéncia de alcool (DUI- alcohol).
Nos estados de Arizona, Delaware, Georgia, Indiana, Minnesota, Pennsylvania e Utah, a
legislacdo é baseada nos valores de limites per se, sendo chamados de estados per se (Quadro
2).

Quadro 4 - Exemplos de abordagens juridicas utilizadas em diferentes paises em casos de dirigir sob
efeito de drogas.

Se 0 motorista mostra claros sintomas de deficiéncia em seu

Impairment approach L )
comportamento ou no modo de dirigir, ele é autuado

Se uma droga é constatada no fluido corporal do motorista
Limites Per se (sangue ou em alguns paises fluido oral) acima da

concentracdo definida como cutoff, o motorista é autuado

Permite combinar as vantagens de duas regulamentacdes, ex:
) ) combina uma san¢do mais branda quando a droga esta
Sistema Two-tier . o
presente numa concentragdo acima do limite per se e uma

san¢do mais rigorosa se o motorista estiver “incapacitado”

Fonte: DRUID (2011).

Enguanto alguns paises sdo mais rigorosos em sua legislacdo, outros preferem
investir em campanhas de conscientizacdo e politicas publicas voltadas a prevencdo para
reduzir o numero de acidentes por essa causa. A Australia, por exemplo, iniciou uma
campanha em 2005 envolvendo pacientes e profissionais da salde com o objetivo de alertar a
populacdo sobre os possiveis efeitos perigosos de alguns medicamentos durante a condugédo
de veiculos. Para isso, foram criados criptogramas que foram inseridos nos cartuchos de
medicamentos que possuem ac¢do no sistema psicomotor, alertando os usuarios. Um deles, em
amarelo, indica "tenha cuidado™; um segundo, em laranja, indica “tenha muito cuidado” e um

terceiro, em vermelho, indica “nao dirija" (Figura 7).
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Figura 7 - llustracdo de avisos utilizados em medicamentos psicoativos na Australia, alertando os

motoristas sobre trés diferentes niveis de comprometimento psicomotor. psicomotor.

o & A

Cuidado Muito cuidado Atencio, perigo: nio
. e dirija
Nio dirija sem Nio dirija sem
ler as instrugdes orientagio de um Antes de dirigir. procure
profissional de saude orientacio médica

Fonte: SMYTH; SHEEHAN; SISKIND (2011).

Na Figura 8 ¢é apresentado como exemplo, as classes e a quantidade de farmacos

classificados dentro desses 3 niveis de alerta em 2005 na Franca.

Figura 8 - Numero de unidades de medicamentos classificados e suas respectivas classes.

Neurolépticos 21 10
Ansioliticos 3 13 =
Hipnaticos e Sedativos 2 1N
Antidepressivos 25
Analgésicos 1 24 i
Antiepiléticos 17 i
Antiparkinsonianos 2 13
Anestésicos 1
Diabetes 19
Antihistaminicos 7 23

Antigripais 10 3
Antieméticos s g

Nivel 1 de severidade
Nivel 2 de severidade
Nivel 3 de severidade [

Oftalmoldgicos 3 13 ]

Fonte: AFSSAPS (2005).
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Essa medida de alerta também estd sendo adotada na Espanha e Holanda com o
intuito de conscientizar os motoristas sobre o perigo do consumo de medicamentos e o ato de
dirigir (FIERRO, GOMEZ-TALEGON, ALVAREZ, 2013; MONTEIRO et al., 2013;
SMYTH et al., 2013).

1.5.2 Brasil

No contexto de substancias psicoativas e motoristas, a legislacdo brasileira ainda se
encontra em desenvolvimento, uma vez que essa ndo é clara sobre quais medicamentos e em
qual concentracao estdo proibidos na conducgéo de veiculos automotores.

A primeira abordagem sobre substancias psicoativas no Codigo de Transito
Brasileiro (CTB) ocorreu na Lei n® 9.503/97, que traz a proibi¢cdo do uso de substancias
psicoativas no artigo 165: “..dirigir sob a influéncia de &lcool, em nivel superior a seis

decigramas por litro de sangue, ou de gualquer substancia que determine dependéncia fisica

ou psiquica”. Essa lei foi atualizada em 2008 (Lei 11.705) e posteriormente em 2012, para a
atual Lei n° 12.760, conhecida popularmente como “Lei Seca” (BRASIL, 2012).

Mesmo passando por atualizagdes, a atual lei ndo deixa explicito o que se entende
pelo termo “substdncia psicoativa que determina dependéncia’”, além de ndo correlacionar
esse termo com a Unica portaria existente sobre substancias entorpecentes, que é a Portaria
344.

Desse modo, a falta dessa mencéo clara no codigo de transito brasileiro (CTB) gera
margem para muitas discussées judiciais. Ademais, a legislacdo vigente ndo estabelece como
deverd ser realizada a fiscalizacdo e a constatacdo do uso de farmacos psicoativos pelo
motorista, ficando sem esclarecimento questbes como: A escolha dos motoristas a serem
abordados deve ser feita de modo aleatério como nas blitz de alcool? Qual técnica deve ser
utilizada para a triagem in loco? Como sera coletada a amostra do motorista para fazer o teste
confirmatorio (que garante que o motorista esta sob efeito da substancia psicoativa)?

No ano de 2015, a Lei 13.103 entrou em vigor no Brasil acrescentando no CTB o
artigo 148 onde ¢ exigido dos motoristas das classes C, D e E o0 exame toxicologico de larga
janela de deteccdo (90 dias) para renovacdo da carteira nacional de habilitacdo (BRASIL,
2015). Essa lei estd em vigor atualmente, mas também gera muita controvérsia, pois o0 CTB

deixa explicito que o motorista ndo pode dirigir sob efeito de substancias psicoativas e 0
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exame de ‘larga janela de deteccdo’ exigido utiliza como matriz bioldgica o cabelo, que nédo
prova que 0 motorista estava dirigindo sob efeito de substancias psicoativas, 0 que mostra
certa incoeréncia (LEYTON et al., 2015; LEYTON et al., 2018).

1.6 Identificacio de substancias psicoativas em fluido oral

Quando se trata de analise de substancias psicoativas em motoristas, um fator muito
importante a ser considerado € o tipo de matriz biologica a ser utilizada, o local da coleta, o
profissional responsavel pela coleta e os aparatos necessarios.

Na maior parte das vezes, 0 motorista é abordado em blitz organizadas em ruas e
rodovias ou apos um agente treinado perceber alguma alteracdo visivel na execucao do ato de
dirigir. Esse contexto dificulta a coleta de alguns tipos de matrizes biol6gicas, como por
exemplo, 0 sangue e a urina, uma vez que se faz necessario toda uma estrutura para tal coleta.

Por essas razdes, o fluido oral vem sendo muito utilizado atualmente nesse tipo de
monitoramento e tem ganhado destaque em estudos de prevaléncia, pois a coleta pode ser
feita em qualquer local, ndo € invasiva e consequentemente € menos rejeitada por voluntarios
(GJERDE et al., 2011; DRUMMER, 2006). Além disso, se comparado a urina, matriz
biolégica muito utilizada para fins de deteccdo do uso de substancias psicoativas, o fluido oral
possui também vantagens em relacdo a dificuldade de adulteracdo e facilidade de vigilancia
durante o ato da coleta (MACCALL et al., 2013; FENDRICH et al., 2004).

Outro beneficio sobre a urina é a capacidade do fluido oral de refletir de modo mais
preciso o uso recente de substancias. A droga na sua forma inalterada é, na maior parte dos
casos, mais presente no fluido oral e reflete a concentragdo da droga livre no plasma, o que
permite uma melhor correlacdo com os efeitos farmacodindmicos da droga (BOSKER, 2009).
Desse modo, o fluido oral é atualmente a matriz de escolha para diversos projetos
internacionais que atuam com a tematica: dirigir sob a influéncia de substancias psicoativas
(LACEY et al., 2009; SCHULZE et al., 2012).

Os dispositivos coletores de fluido oral disponiveis no mercado, na sua maioria, Sao
adequados para as coletas no transito oferecendo praticidade e simplicidade no seu manuseio.
Segundo estudos de avaliacdo de sensibilidade e especificidade destes dispositivos coletores,
a grande maioria apresentou em média 80% de sensibilidade, especificidade e eficiéncia
analitica ap6s avaliacdo (DRUID, 2012; BOSKER; HUESTYS, 2009).
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O fluido oral é composto por saliva (secrecdo das glandulas parétida, submandibular
e sublingual), glicoproteinas (mucina), enzimas, além de bactérias e residuos de alimentos
ingeridos.

O uso dessa matriz bioldgica é extremamente interessante, pois a deteccdo de uma
substancia no fluido oral, como j& mencionado, estd diretamente relacionada com sua
presenca no sangue e, portanto, com o fato de o individuo estar sob sua influéncia da
substancia no ato da coleta. Isso ocorre porque as glandulas salivares sdo altamente
perfundidas por capilares sanguineos, permitindo assim uma rapida transferéncia de
moléculas do sangue para a saliva (CONE; A HUESTIS, 2007).

1.7 Caracteristicas fisico-quimicas do analitos em estudo

O conhecimento da farmacocinética dos analitos em estudo é um fator determinante
para entender a presenca dos mesmos nas matrizes biologicas, pois a maior parte das
substancias que entram no organismo passam pelos processos de absorcdo, distribuicdo,
biotransformacéo e excre¢do e dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da substancia e
do tempo de uso da mesma, ela estard mais presente nem determinadas matrizes e em
determinadas concentracgdes.

A maior parte das substancias que estdo presentes no sangue chega ao fluido oral por
difusdo passiva. Para que esse fenbmeno ocorra, o analito deve ser lipossollvel, estar na
forma ndo ionizada, ndo ter forte ligacdo as proteinas plasmaticas e ter tamanho menor que
500 Da (ANIZAN, 2013).

No Quadro 6 sdo apresentadas as moléculas em estudo e suas principais
caracteristicas fisico-quimicas como massa molecular (MM), ndmero de identificagcdo
internacional da substancia (CAS), valores de pKa, tempo de meia vida e percentual de

ligacdo as proteinas plasmaticas.
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Quadro 5 - Estrutura molecular, valor de pKa e tempo de meia vida dos analitos em estudo.

Tempo de ngaga}o as
o proteinas
Nome Estrutura molecular pKa meia vida plasmaticas
(plasma) (%)
Delta-9-THC " :l) L. ‘
H
: 9.34 0
CAS: 1972-08-3 “ ‘ o 4 a 30 horas 97%
MM: 314.5 g/mol L
4]
H. g H
ANFETAMINA ‘ 10.01
0
CAS: 300-62-9 | 11 horas 20%
MM: 135.21 g/mol
H, .
N
METANFETAMINA '
10.21
CAS: 537-46-2 ‘ 4,5 horas ND
MM: 149.23 g/mol
\ / \
CICLOBENZAPRINA | |\ . L | 0.76
H 18 horas 93%

CAS: 303-53-7
MM: 275.4 g/mol

continua
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Tempo de Ligagé}o &
Nome Estrutura molecular pKa meia vida prote[ngs
(plasma) plasmaticas
(%)
_N
C
FEMPROPOREX Hoy-
CAS: 16397-28-7 ‘ 7.88 ND ND
MM: 188.27 g/mol |
]
DIETILPROPIONA ‘T”
7.44

CAS: 90-84-6 °s 5 horas ND

MM: 205.3 g/mol ‘

H
\
AEME \ e
\ /

CAS: 43021-26-7 A~ - ND ND

MM: 181.23 g/mol |

0~ ~0
\
. N H
COCAINA o \
|'Il|Ir ."'. f

CAS: 50-36-2 N A / 8.85 th ND

MM: 303.35 g/mol
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Tempo de Ligagé}o as
s proteinas
Nome Estrutura molecular pKa r(nt?:; r\1/1|ad)a plasmaticas
g (%)
BENZOILECGONINA ”\\_t'
0 ¥
i
CAS: 519-09-5 y L X 9.54 ND ND
MM: 289.33 g/mol [ | 0 l H
0 0
H
\
COCAETILENO o NS
I /
CAS: 529-38-4 | o~ ,{ / - ND ND
MM: 317.4 g/mol |
0 (8]
|I
/'JJ -,
N
CLORFENIRAMINA ‘ | ”
CAS: 132-22-9 \ 9.47 24 horas 2%
MM: 274.79 g/mol “ ‘
|
)
MEPROBAMATO Y, {ﬁ 1517
H AY
CAS: 57-53-4 N o \ 0o~ M 10 horas ND

MM: 218.25 g/mo
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Tempo de Ligagé}o as
Nome Estrutura molecular pKa meia vida PTEIES
(plasma) plasmaticas
P (%)
MDMA H
N 0 10.14
CAS: 42542-10-9 ‘ ” \) 6 horas ND
MM: 193.24 g/mol U/
CLONAZEPAM /.-' ﬁ 1189
+ 0,
CAS: 1622-61-3 /N = NG, 35 horas 84%
MM: 315.71 g/mol { “ |
N
N
0 H

Fonte: PUBCHEM, DRUGBANK (2019).

Estudos comprovam que existe uma correlacdo entre sangue e fluido oral quando se
trata de cinética. A cocaina, um dos analitos em estudo no presente projeto, é um exemplo de
substancia onde essa correlacdo entre as duas matrizes pode ser claramente observada
(SCHEIDWEILER, 2010), porém essa correlacdo ndo ocorre para todas as substancias. O
THC, por exemplo, € uma das substancias em que a correlagdo entre as duas matrizes nao é
exata.

O fato do THC e de seus produtos de biotransformacdo serem muito lipossolaveis e
ligarem-se fortemente as proteinas plasmaéticas dificulta muito a transferéncia dessas
substancias quando presentes no sangue para o fluido oral. Desse modo, a identificacdo de
THC no fluido oral é por meio da presenca residual da substancia na cavidade bucal do

usuario que fumou.
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Assim, quando a analise de THC é feita no fluido oral, a molécula a ser identificada é
a delta 9-THC, ou seja, molécula ativa da cannabis que ainda ndo foi biotransformada
(MOFFAT etal., 2011).

O fato do periodo de deteccdo do fluido oral ser semelhante ao plasma, pois
enquantoa substancia esta presente no plasma estd sendo perfundida para o fluido oral,
respeitando as caracteristicas cinéticas de cada uma, confere a essa matriz uma 6tima opcéao
quando é necessario saber se o individuo estd sob efeito ou fez uso recente de alguma
substancia psicoativa, uma vez que ao passar algumas horas, a substancia sera

biotransformada e estara presente em menores concentrag¢fes no fluido oral (Figura 9).

Figura 9 - Periodo de deteccédo de diferentes matrizes bioldgicas

Periodo de deteccdo

Matriz biolégica Horas 1ldia 2dias 3 dias Semanas Meses  Anos

Sangue
Fluido oral
Urina

Cabelo
Fonte: UNODC (2015).

No Quadro 5 sdo apresentadas as vantagens e desvantagens do uso do fluido oral como matriz
para identificacdo de substancias psicoativas.
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Quadro 6 - Vantagens e desvantagens entre matrizes bioldgicas alternativas.

Matriz biolégica  Periodo de deteccédo

Vantagens

Desvantagens

Meses - dependendo

Pode ser utilizada para
identificar o uso crénico

Coleta relativamente néo-
invasiva

Passivel de obter uma segunda
amostra para contraprova (se
necessario)

N&o adequado para detectar uso
recente de drogas

Pode ser considerada uma coleta
invasiva se a quantidade de
cabelo for insuficiente

Requer técnicas sensiveis de
triagem e confirmacéao por
espectrometria de massa

Cabelo do tipo de droga
A deposigéo da droga e/ou do
seu produto de biotransformacao
. i depende da pigmentagéo do
Dificilmente adulteravel cabelo
Passivel de contaminacéo
externa
Coleta relativamente ndo- x
. . Janela de deteccéo curta
invasiva
Coleta passivel de observacéo, Requer técnicas sensiveis de
portanto dificilmente adulterada triagem e confirmacéao por
Horas ou dias - ou substituida espectrometria de massa
Fluidooral ~ dependendo do tipo de Os dispositivos coletores podem
droga diluir a amostra o que torna a
Para algumas drogas, a deteccéo de drogas mais dificil
concentragdo pode ser .
correlacionada com aquela Depois de fazer uso de
encontrada no plasma Cannabis, 0 A-9-THC € a
substéncia detectada na cavidade
bucal
. Requer técnicas sensiveis de
Mensura o uso cumulativo de . . <
q triagem e confirmag&o por
roga .
espectrometria de massa
Grande variabilidade entre os
Suor Semanas - dependendo individuos

do tipo de droga

Pode monitorar o uso de drogas
por um periodo de semanas
utilizando um adesivo
apropriado

Para monitorar o uso de drogas

no ambiente de trabalho, o uso

de um adesivo por varios dias é
impraticavel

Fonte: OSSELTON; WATTS (2011).
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1.8 Analise toxicologica de farmacos e drogas em fluido oral

Atualmente, as pesquisas voltadas para a area de transito focam na utilizagdo do
fluido oral como matriz bioldgica de escolha, pois devido as facilidades e as vantagens que
essa matriz oferece, claramente ha uma tendéncia em utiliza-la com mais frequéncia em
detrimento das matrizes mais complexas (BOSKER, et al., 2009).

Para extrair os analitos de interesse do fluido oral, algumas metodologias s&o mais
utilizadas como a extracdo em fase solida, do inglés solid phase extraction (SPE) que
constitui em uma fase estaciondria com caracteristicas especificas para determinadas
moléculas garantindo assim maior seletividade e clean up da amostra. Por ser especifica, ela
restringe o tipo de substdncias a serem analisadas, exigindo que seja feita mais de uma
extracdo da mesma amostra nas analises onde ha o intuito de identificar diversas classes de
substancias num mesmo método (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

Jé& a extracdo liquido-liquido, do inglés liquid-liquid extraction (LLE) onde se faz o
uso de um solvente, permite que uma gama maior de substancias seja extraida e analisada
num mesmo método, uma vez que o solvente consegue extrair da matriz diversas substancias
(LAW; TODD, 2008). Além disso, o método é mais barato e mais simples quando comparado
a extracdo em fase sélida.

Atualmente, alguns dispositivos coletores de fluido oral j& possuem um tampdo que
garante a estabilidade da amostra, além de promover uma diminuicdo da viscosidade da

matriz, fato que facilita bastante a analise do fluido oral (BOSKER, et al., 2009).

1.9 Valores de cutoff

Valor de cutoff ¢ o termo que se refere ao niimero utilizado como “limite” numa
analise, ou seja, um valor adotado como fator de decisdo onde acima dele a amostra é
considerada positiva e consequentemente abaixo, é considerada negativa para a presenca de
determinada substancia. A determinacdo do valor de cutoff é bastante discutido na area
cientifica, pois para determina-lo deve-se levar em consideracdo contaminacdes externas e a

dose na qual a substancia causa algum efeito no individuo (BIEDERMANN et al., 2018).
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Instituicdes presentes em diferentes paises, elaboram os préprios valores de cutoff
que acham adequados para uso no pais, baseados em pesquisas que acreditam mais adequadas
ao perfil do local.

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores de cutoff utilizados por algumas dessas
instituicdes conhecidas na &rea de monitoramento de substancias psicoativas. As organizagdes
sdo a americana Substance Abuse and Mental Health Services Administration (SAMHSA), o
projeto europeu Driving Under the Influence of Drugs Alcohol and Medicines (DRUID) e do
International Meeting in Talloires- France (TALLOIRES).
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Tabela 5 - Valores de cutoff em fluido oral recomendados por SAHMSA, DRUID e Talloires.

SAMHSA SAMHSA DRUID Talloires
Substancias triagem confirmagéo confirmagcdo  confirmacéao
(Mg/L) (Ho/L) (Mg/L) (Ho/L)
Canabinoides 4 2° 1 2
Opiéaceos 40 - - -
Morfina 0 40 20 20
Codeina - 40 20 20
6AM 4 4 5 5)
Metadona - - 20 20
Fenciclidina 10 10 - -
Anfetaminas 50 - - -
Anfetamina - 50 25 20
Metanfetamina - 50° 25 20
MDMA 50 50 25 20
MDA - 50 25 20
MDEA - 50 25 20
Cocaina ou BE 20 8 10 10
Benzodiazepinicos
Flunitrazepam - - 1 -
Diazepam - - 5 -
Alprazolam - - 1 -
Oxazepam - - 5 -
Nordiazepam - - 1 -
Lorazepam - - 1 -
Clonazepam - - 1 -

“THC
® Espécime deve conter anfetamina > LOD do método
Fonte: BOSKER (2009).

Na validacdo de método apresentada no presente projeto, foram utilizados os valores
de cutoff do DRUID, pelo motivo de ser o Unico que aborda os benzodiazepinicos, fato esse
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que serviu de referéncia para a avaliagdo de um dos analitos pertencentes a essa classe, 0

clonazepam.

1.10 Parametros validados no presente método

A validacdo de um método analitico € o processo que garante por meio dos estudos
experimentais que a metodologia desenvolvida possui confiabilidade analitica garantindo
assim, a aplicabilidade dos resultados. Para garantir tal confiabilidade, alguns parametros
devem ser seguidos segundo guias de validacéo nacional e internacional.

A seguir, séo apresentados os parametros validados no presente projeto.

1.10.1 Linearidade

Linearidade é o pardmetro que determina se existe uma relacdo diretamente
proporcional entre a resposta do método e a concentracdo do analito na matriz sobre a faixa de
concentracdes do analito de interesse (faixa de trabalho). A faixa de trabalho, ou seja,
intervalo de concentracdo da curva no método, é determinada baseada na finalidade do
mesmo. Um dos critérios que garantem o proposito desse parametro é o coeficiente de
correlacdo (r), que idealmente deve ser > 0,99, mas muitas vezes e um valor inferior a 0,99

ainda pode ser adequado (SWGTOX, 2013).

1.10.2 Limite de deteccéo

O limite de deteccdo é a menor quantidade de analito que pode ser detectada com um
determinado grau de certeza na amostra, porém nédo necessariamente quantificada (SWGTOX,
2013).

Existem varios metodos de estimar o LOD, os quais dependem da analise de

amostras em branco e do exame da relacéo sinal-ruido.
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1.10.3 Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo (LOQ) é a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes da metodologia proposta. A
determinacdo desse valor € feita por meio da analise de concentragdes decrescentes dos
analitos em estudo na matriz. O menor valor alcangado com precisdo e exatiddo sera o valor
de LOQ (SWGTOX, 2013).

1.10.4 Precisao intra e inter-ensaio

A precisao € o parametro que avalia a proximidade entre os resultados obtidos com
as diversas replicatas de uma mesma amostra analisadas em um mesmo método e nas mesmas
condicGes. Desse modo sdo avaliadas a reprodutibilidade e a repetibilidade do método
(SWGTOX, 2013).

O valor da precisdo é calculado pela por meio do coeficiente de variacdo (CV) e é
concentracdo dependente, ou seja, a precisdo deve ser mensurada em diferentes concentracdes
de uma mesma curva analitica que sera utilizada no método, geralmente nos pontos
correspondentes as concentragdes baixa, média e alta. O valor de precisdo ideal deve estar
compreendido entre 0 e 20%, mostrando assim que a variacao entre as analises ndo deve ser
grande (SWGTOX, 2013).

1.10.5 Exatidao

Exatiddo é o parametro que mede a diferenca entre o valor real da concentracao
presente na amostra e o valor obtido na analise. Geralmente é expressa em porcentagem e é
avaliada por meio da inexatiddo, ou seja, quanto os valores obtidos nas andlises se afastam
dos valores ideais (SWGTOX, 2013).



45

1.10.6 Recuperagéo

A recuperacao avalia a eficiéncia do método de tratamento da amostra. Toda amostra
que recebe tratamento de andlise indireta (extragdo, concentracdo, derivacdo) deve ter
calculado experimentalmente a perda do analito decorrente desse tratamento.

A recuperacao expressa a variacdo de resposta obtida entre a quantidade de analito
adicionada antes da extracdo e aquela decorrente da adicdo da mesma quantidade do analito

apos o processo de extracao.

1.10.7 Carryover

A palavra carryover, que em portugués significa transferir ou carregar, € o termo
utilizado exemplificar a transferéncia do analito para uma amostra subsequente e que pode
levar a um resultado qualitativo ou quantitativo errdneo (SWGTOX, 2013).

Para garantir que nenhum analito da amostra seja transferido para as amostras
subsequentes, esse parametro deve ser avaliado geralmente analisando 3 amostras brancas

logo ap6s o ponto de maior concentracdo da curva analitica.
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2 Objetivo

O objetivo do presente trabalho € o desenvolvimento e a validacdo de método analitico
para identificacdo de anfetamina, metanfetamina, metilenodioximetanfetamina (MDMA),
cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, metilecgonidina (AEME), ciclobenzaprina,
clonazepam, clorfeniramina, dietilpropiona, meprobamato, femproporex e tetrahidrocanabinol
(THC) em fluido oral e aplicacdo da metodologia validada em amostras de motociclistas da

cidade de Sao Paulo.
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Material e método
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3 Material e método

3.1 Material

3.1.2 Equipamentos

- O equipamento utilizado para a identificacdo dos analitos e validacdo do método foi o
cromatégrafo liquido modelo Nexera X2, acoplado a um espectrémetro de massas triplo
quadrupolo, modelo LC8060 — Shimadzu (Japao);

- Centrifuga, modelo Sorvall ST 8R — Thermo Scientific (EUA);

- Vortex, modelo Genie2 — Scientific Industries (EUA);

- Turbovap Biotage LV - concentration workstation

3.1.3 Padroes analiticos

As solucbes-padrdo de anfetamina, metanfetamina, metilenodioximetanfetamina
(MDMA), cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, anidroecgonina metil éster (AEME),
ciclobenzaprina, clonazepam, clorfeniramina, dietilpropiona, meprobamato, femproporex,
tetrahidrocanabinol (THC) e as solugbes-padrdo deuteradas, como anfetamina-d5,
benzoilecgonina-d3, clonazepam-d4 e delta-9-tetrahidrocanabinol-d3 foram obtidas da
Cerilliant Corporation (Round Rock, Texas, EUA).

A partir dessas solucdes foram preparadas solucfes de trabalho na concentracdo de
10 pg/mL e 1,0 pg/mL utilizando o mesmo solvente de origem (metanol ou acetonitrila). As

solugdes foram armazenadas em freezer a — 20 °C.

3.1.4 Reagentes e outros materiais

Os reagentes metanol e acido férmico utilizados na fase movel, foram obtidos da
empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). Os sais bicarbonato de sodio e formiato de amonio
foram obtidos da empresa Sigma Aldrich (Missouri, EUA).

Os dispositivos para coleta de fluido oral (Quantisal®), foram adquiridos da empresa

Immunalysis (Pomona, Canada).
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3.1.5 Material bioldgico

3.1.5.1 Amostras de referéncia negativa

As amostras de fluido oral utilizadas como referéncia negativa durante os testes e
etapas de validacdo do método, foram adquiridas de voluntarios que alegaram néo ter feito
uso de nenhuma das substancias em estudo (anfetamina, metanfetamina, MDMA, cocaina,
benzoilecgonina, cocaetileno, AEME, ciclobenzaprina, clonazepam, clorfeniramina,

dietilpropiona, meprobamato, femproporex e THC).

3.1.5.2 Amostras de referéncia positiva

Para a validacdo de todos os parametros do método, foram utilizadas como referéncia
positiva, amostras de fluido oral de referéncia negativa adicionadas de solucdes padrdo de
anfetamina, metanfetamina, MDMA, cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, AEME,
ciclobenzaprina, clonazepam, clorfeniramina, dietilpropiona, meprobamato, femproporex,
THC e das solucdes-padrdo deuteradas, utilizadas como padrdo interno, anfetamina-d5,

benzoilecgonina-d3, clonazepam-d4 e delta-9-tetrahidrocanabinol-d3.

3.2 Métodos

3.2.1 Casuistica

Foram convidados a participar voluntariamente do projeto, pessoas maiores de 18
anos que fossem portadoras da carteira Nacional de Habilitacdo (CNH) categoria A e estavam

guiando motocicleta minutos antes da pesquisa.

3.2.2 Coleta das amostras

As amostras de fluido oral de motociclistas foram coletadas no Sindicato de

Motofrete do estado de Sdo Paulo, local onde os motociclistas passam diariamente para
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resolver questdes burocréticas e buscar auxilio juridico quando necessario. No total, foram
coletadas 202 amostras.

A coleta das amostras de fluido oral dos voluntarios foi feita utilizando o dispositivo
Quantisal® onde 1mL de fluido oral é coletado utilizando um swab (que indica com a cor azul
quando esse volume foi atingido) e misturado com 3mL de tampdo de composicéo patenteada
e ndo fornecida pelo fabricante, presente originalmente no coletor (Figura 10). Em seguida os
dispositivos sdo levados ao laboratério onde sdo mantidos em freezer, numa temperatura de -

20 ° C até o momento da analise.

Figura 10 - llustragdo do dispositivo Quantisal®.

A
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Fonte: IMMUNALYSIS (2019).

Os motociclistas foram abordados, o intuito do projeto foi explicado e aqueles que
aceitaram participar, doaram uma amostra de fluido oral.

As coletadas foram feitas de acordo com a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP (CAAE: 66090517.6.0000.0067) e
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina — USP (CAAE:
66090517.6.3001.0065), uma vez que o presente projeto € feito por meio de colaboragéo entre

essas faculdades.

3.2.3 Aplicagéo de Questionario

Os voluntarios que aceitaram participar do projeto também responderam a um

questionario (Anexo I) que continha perguntas que visionavam identificar o perfil social e do


http://www.immunalysis.com/
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consumo de &lcool e drogas dos motociclistas. Todos o0s participantes assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.

3.2.4 Otimizacéo do processo de extragdo

A extracdo dos analitos contidos na amostra para anélise foi feita por extracao liquido-
liquido, do inglés liquid-liquid extraction (LLE) uma vez que é uma metodologia pratica,
viavel e que permite a concentragdo de um numero de analitos maior do que metodologias
como a extracdo em fase sélida (SPE).

Com o intuito de inovar a técnica tdo tradicional de LLE, decidiu-se adicionar ao
método a técnica de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe ) onde se faz o
uso de alguns sais solidos, como o sulfato de magnésio (MgSQ,), e de um sorvente, no caso
uma amina primaria-secundaria, do inglés primary secondary amine (PSA) com o objetivo de
promover a limpeza da amostra (Anastassiades et al., 2003), ou seja, retirar da amostra
moléculas que possam atuar como interferentes (proteinas, lipideos, etc.).

O procedimento original de QUEChERS descrito na literatura e proposto por
Anastassiades et al., (2003) faz o uso de acetonitrila, porém a mesma nao demostrou grande
eficacia na extracdo dos analitos quando testada, por essa razdo, foi feito um novo teste para
identificarmos qual o melhor solvente para extrair os 14 analitos com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas entre si. Como houve a alteracdo do solvente originalmente
proposto, a técnica foi denominada modified QUEChERS.

Foram testados solventes de diferentes polaridades e também mistura de solventes na
tentativa de obter a melhor extracdo possivel dos 14 analitos em estudo. Os solventes testados

sdo apresentados no Quadro 7.
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Quadro 7 - Solventes testados na extracdo dos analitos em estudo.

Tentativa Solvente (s)

acetonitrila
metanol
acetato de etila
cloroférmio + etanol
hexano + acetato de etila
diclorobutano + cloroférmio + etanol
MTBE + cloroférmio + etanol
acetato de etila + cloroférmio + etanol
MTBE + hexano + acetato de etila

OO N WIN|F

Apds todos os testes foi identificado que a mistura cloroférmio com etanol era a mais
vantajosa.

A etapa seguinte foi a identificacdo do pH ideal para a extragdo dos 14 analitos
propostos. Para isso, respeitou-se o valor de pKa de cada substancia e foram testadas duas
substancias com o intuito de manter a amostra em pH= 9, pois assim todas as substancias
estariam em sua forma molecular. A cautela nessa etapa foi em néo ultrapassar o pH para
valores maiores que 9, uma vez que a cocaina sofre hidrélise em pH= 10.

Diferentes molaridades de hidréxido de sodio foram testadas, porém como uma
minima mudanca de concentracdo alterava o pH bruscamente, decidiu-se fazer o uso de
bicarbonato de sddio, pois com esse sal a alteracdo de pH de modo brusco nédo ocorre e o pH

foi mantido em 9 como desejado.

3.2.5 Preparo de amostras

A analise cromatogréafica de substancias psicoativas em fluido oral, de modo geral,
utiliza tratamento prévio da amostra. Essa etapa tem como intuito a eliminacdo de substancias
indesejadas (como as glicoproteinas e outros residuos), além da concentragdo dos analitos de
interesse. Geralmente € a fase mais longa de um processo analitico e a principal fonte de erros
e discrepancias (RAMOS, 2012).
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Com o intuito de transformar o preparo da amostra em uma etapa mais curta, mais
simples e que tenha menor custo, o atual projeto utilizou o QUECHhERS de forma
miniaturizada, ou seja, pequenas quantidades de sais foram utilizadas.

Na Figura 11 é apresentado todo o processo de preparo da amostra até 0 momento de
injecdo no cromatografo liquido acoplado ao espectrébmetro de massas, do inglés liquid
chromatograph mass spectrometer (LC-MS/MS).

Figura 11 - Fluxograma do preparo da amostra.

500 pl de amostra
+

26 uL pool padrées internos (Pl)

- 10" vortex
- 10 mg NaHCO3 (ajuste de pH)

2,2 mL de solvente
cloroférmio + etanol (80:20)

l - 5’ agitac¢do (2500 rpm)

10 mg MgSO4
+
5 mg PSA

l - 4’ centrifugagdo (4500 rpm)

[ Coleta de 1,8mL de sobrenadante ]

l - secagem no Turbovap (fluxo de N,)

Ressuspensdo com 100 uL de fase movel

l - 10" vortex

[ Injecdo no LC-MS/MS ]
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3.2.6 Paréametros cromatograficos e espectrométricos

Nos Quadros 8 e 9 sdo apresentados 0s parametros cromatograficos e espectrométricos

utilizados na validacédo do método proposto.

Quadro 8 - Parametros cromatograficos utilizados no método validado.

Parametros cromatogréaficos
Coluna de fase-reversa - C18

Coluna (2.1 x 100 mm id, 1.7um)
Volume de injecédo 3 uL
Temperatura da coluna 50°C
0,4 mL/min

Fluxo da fase movel

Formiato de aménio (2mM) em agua

Composicéo da fase +
mével A Acido férmico 0,1%

Formiato de aménio (2 mM) em metanol

Composigéo da fase +
movel B i
Acido férmico 0,1%

0—4min: 10-100% B
4 — 6 min: 100% B
. f 4 I
Gradiente da fase méve 6—62min: 100—10% B
6,2 — 7 min: 10% B
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Quadro 9 - Parametros espectrométricos utilizados no método validado.

Parametros espectrométricos
Modo de ionizagao Eletrospray (+)
Modo de operagéo MRM
Temperatura da interface 400° C
Fluxo do gas nebulizador 3L/ min
Fluxo do géas de aquecimento 15 L/ min
Temperatura da fonte 120°C

3.2.7 Determinacdo de substancias psicoativas em fluido oral por LC-MS/MS.

O método de separacdo cromatografica foi validado para a determinacdo das
seguintes substancias: anfetamina, metanfetamina, MDMA, benzoilecgonina, cocaina,
cocaetileno, AEME, THC, ciclobenzaprina, clonazepam, clorfeniramina, dietilpropiona,
femproporex e meprobamato em fluido oral. Para tal, amostras de referéncia negativas de
fluido oral foram obtidas de voluntarios que declararam ndo ter usado qualquer uma das
substancias em estudo e em seguida adicionados os analitos nas concentracdes de interesse.

As substancias em estudo foram agrupadas com os relativos padrbes internos
mostrados na Tabela 6. Para isso, os grupos foram formados utilizando o critério de
proximidade entre os picos cromatograficos dos analitos e os picos dos padrfes internos, fato

gue demonstra que as substancias atuam de uma mesma maneira perante a coluna escolhida.



Tabela 6 - Analitos em estudo e seus respectivos padrdes internos.
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Analitos

Padroes internos

Anfetamina
Metanfetamina
Ciclobenzaprina
Femproporex
Dietilpropiona
AEME

Anfetamina-d5

Cocaina

Benzoilecgonina

Cocaetileno
S Cocaina-d3
Clorfeniramina
Meprobamato
MDMA
THC THC-d3

Clonazepam

Clonazepam-d4
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Resultados
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4. Resultados

Sdo apresentados a seguir, os resultados do método desenvolvido e validado para
determinacéo de substancias psicoativas em fluido oral.

Todos os parametros validados foram baseados no guia de validacdo internacional
destinado a &rea de toxicologia forense intitulado como Scientific Working Group for
Forensic Toxicology (SWGTOX, 2013).

4.1 Validacdo de método analitico para identificacdo de anfetamina, metanfetamina,
MDMA, cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno, AEME, ciclobenzaprina, clonazepam,

clorfeniramina, dietilpropiona, meprobamato, femproporex e THC em fluido oral.

4.1.2 Infusdo e injecdo dos padrdes analiticos

Os padrdes analiticos das substancias em estudo foram primeiramente infundidos no
espectrometro de massas, seus respectivos ions quantificadores e qualificadores foram
identificados, assim como a energia de colisdo ideal para cada substancia. Em seguida, 0s
padrbes analiticos foram injetados no LC-MS/MS e os respectivos tempos de retencdo foram
obtidos.

Esses dados sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 7 - Tempo de retencéo, energia de coliséo e relagdo massa carga (m/z) dos ions precursores,
qualificadores e qualificadores dos analitos em estudo no método validado.

Energias Tempo

. fon in‘ _igns de colisao de

Analitos precursor quantificador qualificadores * retenco
(m/z) (m/z) (m/z) V) (min)
THC 315 193,0 123,0 23,33 4,96
Anfetamina 136,1 91,0 65,1 17,37 2,04
Metanfetamina 150,1 91,0 119,0 20,12 2,08
Ciclobenzaprina 276,1 2150 191,0 45,21 3,47
Femproporex 189,1 91,0 119,0 23,12 2,02
Dietilpropiona 206,1 105,0 100,0 23,23 2,07
AEME 182 91,0 118,1 27,22 1,17
Cocaina 304 182,1 82,0 20, 31 2,56
Benzoilecgonina 290,1 168,0 105,0 20, 31 2,41
Cocaetileno 318 196,1 82,0 21,33 2,82
Clorfeniramina 275,1 230,0 167,0 41,18 2,99
Meprobamato 219,1 158,0 97,0 14,09 3,03
MDMA 194,1 163,0 105,0 14, 25 2,06
Clonazepam 316 270,0 214,1 26, 40 3,51

4.1.3 Cromatogramas da amostra de fluido oral adicionada dos analitos em estudo e dos

analitos individualmente

Na Figura 12 abaixo, é apresentado o cromatograma resultante da analise de uma
amostra de fluido oral negativa adicionada dos analitos em estudo e dos padrbes internos

deuterados ap0s preparo de amostra validado.
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Figura 12 - Cromatograma dos analitos anfetamina (ANF), metanfetamina (META), MDMA, cocaina
(COC), benzoilecgonina (BE), cocaetileno (CE), AEME, ciclobenzaprina (CBZ), clonazepam (CLO),
clorfeniramina (CFE), dietilpropiona (DTP), meprobamato (MEP), femproporex (FEM) THC na
concentracdo 50ng/mL e dos padrdes internos deuterados anfetamina-d5(ANF-d5), benzoilecgonina-
d3 (BE-d3), THC-d3 e clonazepam-d4(CLO-d4) na concentracdo de 20ng/mL.

(x10,000,000)

2.00-20,681,706 EA
MDMA |
1 BE e BE-d3
FEM — ‘
] |
1 00- ANF & ANF-d5 ‘h
| Ul CBZ
| AEME DTP /
A\ \“ | CLO e CLO-d4
] Hl THC e THC-d3
|| MEP
D DG_ T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T I T T T T l T T T T I | T T T T ‘ T T T T I T T T T A| T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50
min

A seguir, sdo apresentados os cromatogramas individuais dos analitos em estudo na

concentragdo de 50 ng/mL e dos padrdes internos, na concentragdo de 20 ng/mL (Figura 13).

Figura 13 - Cromatogramas individuais da anfetamina-d5 e da AEME.

! (1)/141.1000=124.2000(+)@2 (1) . (1)/182.0000=122.1000(t)@1 (1)
8,876,164 ID#: 1 4,946,522 I D#: 2
Substincia: amphetamine-d5 Substancia: AEME
m/z: 141.1000=96.1000 m/z: 182.0000=91.0000
Type: Istd Type: Target
Tempo Retenglo: 2.023 min \ Tempo Retengdo: 1.176 min
Area: 20440378 Area: 12973141
Conc.: 1.000 ng/mL Conc.: 54.339 ng/mL
m/'z Act% | Set% m'z Act% | Set%
141.1=1242 | 27.0 | 258 182.0-1181 | 836 | 85.0
182.0=122.1 | 60.0 | 61.0

2.0 2.5 1.0 1.5
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Figura 14 - Cromatogramas individuais da anfetamina, metanfetamina, MDMA, benzoilecgonina,
cocaina, clonazepam, THC e meprobamato.

13 (1)/136.1000=65.1000(+)@3 (1)

ID#: 3

Substincia: amphetamine
m/z: 136.1000=91.0000
Type: Target

Tempo Retengio: 2.044 min
Area: 19339710

Conc.: 53.126 ng/mL

m/'z Act% | Set%

136.1265.1 24.0 | 23.0

8,089,454 &
T
2.0

(1)/194.1000=105.0000(+)@4 (1)

2.5

ID#: 5

Substancia: MDMA

m/z: 194.1000=163.0000
Type: Target

Tempo Retengdo: 2.062 min
Area: 41681327

Conc.: 48.948 ng/mL

17,478,617 K

m/z Act% | Set%
19411050 | 72.8 | 74.0
.? 2 00 2 25 .50
) (1)/304.0000=82.0000()@10 (1)
13,696,443 D#: 7

Substdncia: cocaine
m/z: 304.0000=182.1000
Type: Target

Tempo Retencio: 2.563 min

Area: 32976628

Conc.: 49.452 ng/mL

m/z Act% | Set% |

304.0=82.0 31.9 | 330 |

(1)/315.0000=123.0000()@18 (1)

ID#: 9

Substancia: THC

m/z: 315.0000=193.0000
Type: Target

Tempo Retencio: 4.960 min

Area: 1681874

Conc.: 48.970 ng/mL

m/'z Act? | Set%

315.0=123.0 66.7 | 64.0

§50,251 &
— 1
50

7 (1)/150.1000>65.0000(H)@7 (1)
00,681,706

D#: 4
Substincia: methamphetamine
m/z: 150.1000=91.0000
Type: Target
Tempo Retengio: 2.087 min
Area: 53119307

Conc.: 49.201 ng/mL
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Figura 15 - Cromatogramas individuais da benzoilecgonina-d3, clorfeniramina, ciclobenzaprina,
dietilpropiona, femproporex, THC-d3, cocaetileno e clonazepam-d4.
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4.1.4 Parametros validados

4.1.4.1 Linearidade

No presente trabalho, o estudo de linearidade foi realizado pela anélise de amostras
de fluido oral com 8 pontos, em sextuplicata, nas concentragdes: 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0;
30,0 e 50,0 ng/mL (para os analitos metanfetamina, MDMA, cocaina, benzoilecgonina,
AEME,

femproporex e THC) e com 7 pontos, em sextuplicata, nas concentragdes: 1,0; 2,0; 5,0; 10,0;

cocaetileno, ciclobenzaprina, clonazepam, clorfeniramina, dietilpropiona,
20,0; 30,0 e 50,0 ng/mL ( para os analitos anfetamina e meprobamato).
As equacles de regressdo linear, coeficientes de correlacdo obtidos e fatores de

ponderacdo sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 8 - Dados obtidos no ensaio de linearidade dos analitos presentes no método proposto.

Analitos Equagéol _de regressao Coeficiepte d% Fator de~
inear correlacdo (R) ponderacao
THC y =0,0127 x + 0,0020 0,9987 1
Anfetamina y =0,0374 x - 0,0060 0,9891 1/XA2
Metanfetamina y =0,0887 x - 0,0082 0,9987 1/Y2
Ciclobenzaprina y =0,0609 x - 0,0472 0,9913 1/YA2
Femproporex y =0,0552 x + 0,0221 0,9999 1/Y2
Dietilpropiona y =0,0559 x + 0,0200 0,9989 1/YA2
AEME y =0,0685 x - 0,0005 0,9986 1Y

Cocaina y = 0,003 x - 0,00006 0,9992 1/X"2
Benzoilecgonina y =0,0365 x - 0,0125 0,9975 1/XA2
Cocaetileno y =0,0019 x + 0,0003 0,9989 1/X"2
Clorfeniramina y =0,0367 x - 0,0295 0,9919 1/X"2
Meprobamato y =0,0003 x + 0,0001 0,9965 1/X"2
MDMA y = 0,0545 x - 0,0370 0,9952 1/YA2
Clonazepam y =0,0336 x - 0,0104 0,9977 1/X"2
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4.1.4.2 Limite de deteccao e limite de quantificacéo

Para determinacédo dos limites de deteccdo (LOD), foram feitos testes de acordo com
o item 7.6.4.2 Estimating LOD Using Reference Materials, presente no guia de validacdo
SWGTOX, que sugere a utilizacdo de amostras negativas fortificadas com concentracGes
decrescentes dos analitos de interesse em pelo menos trés replicatas. Utilizando essa
abordagem, é possivel identificar as menores concentracdes detectaveis que sdo capazes de
produzir um resultado positivo, constituindo assim os valores de LOD adequados.

Para determinacdo dos limites de quantificacdo (LOQ), estdo sendo realizados testes
de acordo o item 7.7.3. Estimating LOQ Using Rreference Materials, presente no guia de
validacdo SWGTOX, que sugere a utilizacdo de trés fontes diferentes de amostras negativas
fortificadas com concentracbes decrescentes dos analitos preparadas em duplicatas. Cada
amostra serd analisada em no minimo trés corridas diferentes (SWGTOX, 2013).

As concentragdes utilizadas para essa abordagem devem permanecer dentro dos
critérios de precisdo e exatiddo previamente estabelecidos pelo mesmo guia.

Os valores estipulados para LOD e LOQ na metodologia proposta, sao mostrados na
Tabela 10 e estdo de acordo com as concentracdes preconizadas no guia DRUID seguido
como parametro de cut-off para os analitos (BOSKER; HUESTIS, 2009).
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Tabela 9 - Valores de limite de deteccdo (LOD), quantificacdo (LOQ) e valores de cut-off utilizados

no presente método.

DRUID cut-off

Analitos LOD LOQ confirmacéo
(ng/mL)

THC 0,5 ng/mL 1 ng/mL 1
Anfetamina 1 ng/mL 2 ng/mL 25
Metanfetamina 0,5 ng/mL 1 ng/mL 25
Ciclobenzaprina 0,5 ng/mL 1 ng/mL }
Femproporex 0,5 ng/mL 1 ng/mL l
Dietilpropiona 0,5 ng/mL 1 ng/mL -
AEME 0,5 ng/mL 1 ng/mL -
Cocaina 0,5 ng/mL 1 ng/mL 10
Benzoilecgonina 0,5 ng/mL 1 ng/mL 10
Cocaetileno 0,5 ng/mL 1 ng/mL }
Clorfeniramina 0,5 ng/mL 1 ng/mL }
Meprobamato 1 ng/mL 2 ng/mL }
MDMA 0,5 ng/mL 1 ng/mL 25
Clonazepam 0,5 ng/mL 1 ng/mL 1

4.1.4.3 Precisao intra e inter-ensaio

Os testes de precisdo intra e inter-ensaio foram conduzidos com amostras de fluido

oral em cinco dias diferentes, utilizando quatro replicatas para cada concentracdo de controle

de qualidade (CQ). As concentracGes empregadas para os controles de qualidade baixo, médio

e alto foram de 3 ng/mL, 15 ng/mL e 40 ng/mL respectivamente.

Os resultados foram definidos pelo coeficiente de variacdo (CV) da andlise das 4

replicatas nas diferentes concentracdes e sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.
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Tabela 10 - Valores de precisdo intra-ensaio obtidos com a anélise de fluido oral dos controles baixo,
médio e alto.

Precisdo intra-ensaio (CV%o)

Analitos
3 ng/mL 15 ng/mL 40 ng/mL

THC 3,08 2,45 2,65
Anfetamina 1,68 4,34 5,12
Metanfetamina 251 1,84 5,30
Ciclobenzaprina 5,09 7,06 8,25
Femproporex 5,00 3,36 3,93
Dietilpropiona 6,22 5,14 3,52
AEME 4,33 5,05 5,45
Cocaina 4,90 5,37 5,73
Benzoilecgonina 3,64 3,37 5,24
Cocaetileno 4,45 3,44 4,88
Clorfeniramina 4,31 6,75 9,04
Meprobamato 4,59 6,07 6,56
MDMA 2,46 3,00 4,03

Clonazepam 2,54 1,93 2,18
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Tabela 11 - Valores de precisédo inter-ensaio obtidos com a anélise de fluido oral dos controles baixo,
médio e alto.

Precisdo inter-ensaio (CV%)

Analitos
3 ng/mL 15 ng/mL 40 ng/mL

THC 17,39 13,31 9,32
Anfetamina 5,36 5,94 14,60
Metanfetamina 18,39 12,54 9,35
Ciclobenzaprina 15,68 9,24 12,04
Femproporex 15,54 8,97 12,77
Dietilpropiona 17,05 7,11 8,26
AEME 9,26 12,47 10,78
Cocaina 16,88 10,47 7,68
Benzoilecgonina 9,32 14,12 11,65
Cocaetileno 7,14 14,56 14,26
Clorfeniramina 10,54 7,98 11,47
Meprobamato 17,12 12,66 14,05
MDMA 12,56 14,96 10,77
Clonazepam 9,87 10,50 9,35

4.1.4.4 Exatidao

O calculo de exatiddo foi feito utilizando-se as concentracfes baixa, média e alta (3,
15 e 40 ng/mL). A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, sendo que o desvio ndo deve
exceder 15%, exceto para o ponto baixo da curva, para o qual se admite desvios menores ou
iguais a 20%. Na Tabela 13, sdo apresentados os resultados de exatiddo obtidos nas

respectivas concentragoes.
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Tabela 12 - Valores de exatidao obtidos com a analise de fluido oral dos controles baixo, médio e alto.

Exatidao %
Analitos
3 ng/mL 15 ng/mL 40 ng/mL

THC 109,94 99,14 100,94
Anfetamina 101,12 93,19 93,14
Metanfetamina 98,07 84,77 95,24
Ciclobenzaprina 111,62 84,26 85,52
Femproporex 92,89 101,70 105,30
Dietilpropiona 112,65 108,41 119,22
AEME 82,30 81,11 91,33
Cocaina 119,94 116,39 107,22
Benzoilecgonina 105,55 92,24 92,67
Cocaetileno 101,47 89,55 94,62
Clorfeniramina 88,29 107,55 129,09
Meprobamato 107,16 105,41 83,14
MDMA 99,56 109,61 111,12
Clonazepam 105,75 109,46 97,77

4.1.4.5 Recuperacgao

Para o estudo de recuperacdo do método, dois grupos de amostras foram analisados.
No primeiro grupo, os padrdes de anfetamina, metanfetamina, MDMA, cocaina,
benzoilecgonina, cocaetileno, AEME, ciclobenzaprina, clonazepam, clorfeniramina,
dietilpropiona, meprobamato, femproporex e THC foram adicionados as amostras, em duas
concentracdes 3 e 40 ng/mL, as quais foram submetidas a extragcdo conforme procedimento
para cada concentragdo. No segundo grupo, consistindo também de sextuplicatas para cada
concentracdo, os mesmos padrdes foram adicionados somente apds a extracdo, sendo apenas 0
padrdo interno adicionado antes. A recuperacdo foi avaliada pela area absoluta obtida no
segundo grupo em relacdo a area relativa absoluta obtida no primeiro e os resultados sdo

apresentados na Tabela 14.
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Tabela 13 - Valores de recuperagéo obtidos com a analise de fluido oral dos controles baixo (3ng/mL)
e alto (40 ng/mL).

Recuperacédo %

Analitos
3 ng/mL 40 ng/mL

THC 99,19 86,90
Anfetamina 80,71 81,09
Metanfetamina 85,27 86,55
Ciclobenzaprina 97,89 91,32
Femproporex 97,33 95,28
Dietilpropiona 93,47 95,44
AEME 78,93 86,00
Cocaina 85,21 89,88
Benzoilecgonina 70,32 72,54
Cocaetileno 84,63 94,07
Clorfeniramina 88,65 88,66
Meprobamato 100,70 94,47
MDMA 88,55 88,35
Clonazepam 94,22 90,29

4.1.4.6 Carryover

Foram analisadas trés amostras negativas seguidas da corrida do maior ponto da
curva (50ng/mL) como preconizado pelo guia SWGTOX.

Né&o foi identificado carryover para nenhum dos analitos .

4.2 Dados epidemioldgicos dos voluntarios participantes

Os dados apresentados abaixo mostram o perfil dos motociclistas abordados na
cidade de Séo Paulo e que aceitaram participar do projeto. No total, foram 202 motociclistas

participantes que responderam ao questionario socioeconémico (Anexo 1) onde foram feitas
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perguntas especificas sobre o condutor (idade, escolaridade, sexo, cor da pele, etc), itens de
seguranca da motocicleta, dados de saude, dados de acidentes e consumo de alcool, drogas
ilicitas e medicamentos.

A seguir, sdo apresentados na forma de gréaficos, alguns dados abordados no
questionario. Todos os dados apresentados nessa secdo, foram relatados pelos proprios

motociclistas nos questionarios.
4.2.1 Idade dos participantes

No Grafico 5, é apresentada a distribuicdo dos participantes da pesquisa por idade.

Todos os motociclistas que participaram da pesquisa responderam a essa questéo.

Gréfico 5 - Distribuicdo dos participantes por idade.
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4.2.2 Grau de escolaridade dos participantes

Na Tabela 15, é apresentado o nivel de instrucdo dos motociclistas participantes da

pesquisa. Todos os motociclistas que participaram da pesquisa responderam a essa questao.
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Tabela 14 - Grau de escolaridade dos participantes da pesquisa.

Nivel de ensino Numero de motociclistas
Técnico 2
Fundamental incompleto 18
Fundamental completo 17
Médio incompleto 22
Médio completo 109
Superior incompleto 7
Superior completo 27

4.2.3 Sexo dos participantes

Na Tabela 16 é mostrado o nimero total de motociclistas participantes da pesquisa
separados por sexo. Todos os motociclistas que participaram da pesquisa responderam a essa

questéo.

Tabela 15 - Nimero de motociclistas participantes do sexo feminino e masculino.

Sexo NuUmero de participantes
Feminino 5
Masculino 196

4.2.4 Horas diarias de trabalho

No Gréfico 6, sdo mostradas quantas horas diarias, em média, os voluntarios

abordados utilizam a motocicleta.
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Gréfico 6 - Quantidade de horas em média, que os motociclistas guiam por dia.
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4.2.5 Acidentes anteriores

A maior parte dos motociclistas participantes relata ter sofrido ao menos 1 acidente
na vida. Na Tabela 17, sdo mostrados os nimeros de acidentes e a gravidade dos mesmos.

Todos os motociclistas que participaram da pesquisa responderam a essa quest&o.

Tabela 16- Numero de motociclistas que ja sofreram acidentes e gravidade dos mesmos.

Tipo de acidente NuUmero de motociclistas
Nunca sofreu acidente 40
Acidente leve (sem hospitalizacdo) 43
Acidente com hospitalizacdo 64

Acidente grave com internacéo 55
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4.2.6 Consumo de alcool

No Gréfico 7 é apresentado o nimero de motociclistas que consomem bebida
alcodlica e a frequéncia de consumo. Ja no Gréfico 8, pode ser observada a quantidade de
doses habitualmente administradas por aqueles motociclistas quer relataram ser consumidores
de bebida alcodlica. Todos os motociclistas que participaram da pesquisa responderam a essa

questéo.

Gréfico 7 - Namero de motociclistas consumidores de bebida alcodlica e frequéncia do uso.
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Gréfico 8 - Numero de motociclistas e de doses de bebidas alcodlicas consumidas em um Unico dia.
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4.2.7 Consumo de drogas ilicitas

O consumo de algumas classes de drogas ilicitas pelos motociclistas e a frequéncia

sdo apresentados na Tabela 18. Nela é possivel observar que a maconha é a droga mais

consumida dentre as classes abordadas.

Tabela 17 - Numero de motociclistas e respectiva frequéncia no uso de maconha, cocaina e

anfetaminicos.

Tipo de droga Maconha Cocaina Anfetaminicos
Nunca usou 133 169 199
Ja fez uso ao menos 1 vez na vida 10 4 1
Ja usou ~algumas vezes, mas 37 99 0
nédo atualmente
Usa diariamente 10 1 0
Usa 1 vez por semana 6 4 0
Usa uma vez ao més 1 0 1
Faz uso, mas nédo sabe a frequéncia 5 2 1

4.2.8 Consumo de medicamentos

No Grafico 9 é apresentado o consumo de algumas classes de medicamentos pelos

motociclistas, no minimo uma vez ao més. Nela é possivel observar que o consumo de

analgeésicos é feito pela maioria dos voluntarios.
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Grafico 9 - Classe de medicamentos consumidos no minimo uma vez ao més pelos motociclistas.
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4.3 Resultado da analise toxicoldgica do fluido oral dos participantes

No presente trabalho, foram coletadas ao todo 202 amostras de fluido oral de
motociclistas. Todas foram analisadas utilizando a metodologia validada, onde 14 substancias
psicoativas sdo passiveis de identificacao.

Na Tabela 19, séo apresentadas apenas as amostras que tiveram resultado positivo
para pelo menos uma das substancias analisadas no método proposto.
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Discussoes
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5. Discussoes

Os acidentes de transito representam um grande problema de sadde publica, que além
de gerarem custos enormes aos cofres pablicos, oferecem grande trauma aos acidentados e
familiares envolvidos. A Década de Acdo pela Seguranca no Transito 2011-2020, projeto
langado pela Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) em 2011, visiona diminuir pela metade
0 nimero de acidentes de trénsito em todo o mundo até 2020 (WHO, 2011), uma vez que
atualmente 1,35 milhdo de pessoas morrem anualmente em todo o mundo em decorréncia
dessa causa (WHO, 2018).

A motocicleta € um tipo de veiculo que oferece maior risco aos usuarios devido as
suas caracteristicas intrinsecas e o nimero de acidentes de transito envolvendo essa classe de
veiculos é algo preocupante no Brasil, pois além do fato de estarem expostos a maior risco,
eles estdo ainda mais suscetiveis pelo fato do Brasil ser um pais em desenvolvimento e com
pouca infraestrutura na area de transito.

Na cidade de Sao Paulo, onde foram feitas as coletas, a populacéo é de 12,1 bilhdes
de pessoas (IBGE, 2018) e o transito é muito intenso. Desse modo, 0 uso da motocicleta ndo
s0 é uma Otima op¢do como a maioria das entregas de documentos, alimentos e outros
servicos, sdo feitas por motociclistas que além de enfrentarem um ndmero de carros de 5,7
milhdes (DENATRAN, 2019), vivenciam uma jornada de trabalho longa, sendo incentivados
a executar os diversos servigos em menor tempo possivel em troca de bonificacbes, o0 que 0s
estimula a andarem sempre em alta velocidade e muitas vezes até serem imprudentes.

O estudo sobre o consumo de substancias psicoativas por essa populacdo é de grande
importancia. No Brasil, esse é o primeiro trabalho que avalia a prevaléncia de drogas licitas e
ilicitas em motociclistas durante a jornada de trabalho dos mesmos, tracando desse modo, um
perfil do consumo dessas substancias durante as atividades diarias.

A identificacdo e quantificacdo de substancias psicoativas em matrizes bioldgicas sao
do interesse de diversas areas cientificas uma vez que permitem a elucidacdo de
problematicas, muitas vezes em contextos socioecondmicos, a fim de auxiliar a satde publica
como um todo.

O método de escolha para a analise de substdncias no presente projeto foi a
cromatografia liquida, pois essa técnica alem de atual, propicia deteccdo, identificacdo e

quantificacdo de substancias em analises toxicoldgicas se mostrando assim uma técnica bem
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adequada, especialmente devido a alta sensibilidade, reprodutibilidade, capacidade de
separacdo, além de permitir a quantificacdo simultanea de varios compostos, (ALABDALLA,
2005; FLORIANI et al., 2014; MORENO et al., 2013).

O uso de detector de massas acoplado a cromatografia liquida (LC-MS) é uma técnica
que otimiza muito a qualidade da andlise, pois agrega a elevada seletividade da detecgdo por
espectrometria de massas com a possibilidade de analisar diretamente amostras aquosas,
hidrofilicas, termo instaveis e ndo volateis (MAURER, 2007).

Pelos motivos supracitados, o0 método foi validado utilizando cromatografia acoplada a
espectrometria de massas e a matriz bioldgica de escolha foi o fluido oral por oferecer coleta
simples, ndo requerer um profissional especializado e ndo exigir um local apropriado, sendo
por essas razdes, a matriz mais indicada para as pesquisas em transito (LACEY et al., 2009;
SCHULZE et al., 2012).

No desenvolvimento do método algumas etapas foram bem desafiadoras. A primeira
delas foi tentar injetar diretamente no HPLC o tampdo contendo a amostra de fluido oral sem
nenhum preparo de amostra, método chamado dilute-and-shoot. Essa tentativa foi feita pelo
fato de existir na literatura alguns estudos feitos dessa maneira, onde a amostra (matriz
bioldgica) é diluida e injetada diretamente no cromatografo liquido ((ENDERS; MCINTIRE,
2015) SHIHABI, 2006; MARTINAVARRO-DOMINGUEZ et al., 2002), proporcionando
assim uma analise rapida, de baixo custo e muito interessante, uma vez que elimina a etapa de
preparo de amostras que € a mais trabalhosa e onde ha maior probabilidade de ocorrer erros.

Apos algumas tentativas de injecdo direta, p6de-se observar nos cromatogramas
obtidos que ndo era possivel identificar com clareza os picos referentes aos analitos e muito
ruido era presente, provavelmente referente aos sais do tampao contido no dispositivo coletor,
além de proteinas e outras sujidades presentes no fluido oral. A tentativa seguinte foi filtrar a
amostra com intuito de limpa-la para em seguida fazer a injecéo direta.

Foram testados os filtros de seringa de 22 um de diferentes materiais como fluoreto de
polivinilideno (PVDF), polietersulfona (PES) e nylon. Durante os testes, somente um pequeno
volume de amostra passava pelo filtro, pois pelo fato de ser uma matriz de alta viscosidade a
passagem pela membrana filtrante é muito dificil. Além da dificuldade do manuseio, nenhum
dos filtros gerou resultado satisfatorio, uma vez que resultou em cromatogramas tao ruidosos
quanto anteriormente.

Ao observar claramente que o metodo dilute-and-shoot ndo era uma opgdo viavel,

optou-se por aplicar um método para extragdo dos analitos no preparo da amostra.
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Os métodos mais utilizados para extracdo de drogas e farmacos de fluido oral séo a
extracdo em fase solida, do inglés solid phase extraction (SPE), que sdo cartuchos que contém
com uma fase estacionaria no seu interior. Ao passar a amostra pela fase estacionaria, as
substancias que tiverem afinidade quimica pela mesma, ficam retidas e em seguidas sao
eluidas com solvente.

As desvantagens da SPE sdo, principalmente, o alto custo e a limitagdo da fase
estacionaria para determinadas substancias. Como mostrado anteriormente na Tabela 5 do
item 1.7 do presente projeto, os métodos que utilizam SPE para extracdo, geralmente analisam
somente uma classe de substancias devido a especificidade da fase estacionaria. Os métodos
que analisam diferentes classes de substancias e fazem uso de SPE, utilizam mais de um
cartucho por amostra, 0 que além de tornar o método ainda mais custoso, exige que um maior
volume de fluido oral seja coletado.

Apos concluirmos que o uso de SPE no método proposto era inviavel, decidiu-se fazer
uma extracdo liquido-liquido, do inglés liquid-liquid extraction (LLE) uma vez que seria uma
técnica prética, viavel e com capacidade de extrair da matriz diferentes classes de substancias
em uma Unica etapa.

De qualquer modo a etapa de extracdo seria um desafio, pois mesmo com as vantagens
da LLE, identificar um solvente que extraisse 14 analitos de diferentes caracteristicas fisico-
quimicas exigiu muitos testes. Por essa razdo foram feitas as diversas tentativas mostradas no
Quadro 9, do item 3.2.4 do presente projeto onde identificou-se que o melhor solvente foi a
mistura cloroférmio / etanol (80:20).

Ainda assim, com o intuito de inovar a tradicional técnica de LLE e otimizar a
extracdo dos analitos, decidiu-se adicionar ao método a técnica de QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe) que faz o uso de alguns sais s6lidos, como o sulfato de
magnésio (MgSQO,), e de um sorvente, no caso uma amina primaria-secundaria, do inglés
primary secondary amine (PSA) com o intuito de promover a limpeza da amostra
(Anastassiades et al., 2003). Por utilizar um solvente diferente do originalmente proposto
originalmente, a técnica foi denominada QUEChERS modificado, do inglés modified
QUEChERS.

A técnica aplicada (modified QUEChERS) mostrou otimizar significativamente o
processo de extracdo, pois foi possivel estimar que a recuperacdo de alguns analitos nas
amostras que utilizamos LLE sem QUECHERS era inferior a 50%. Essa baixa recuperagdo de

algumas substancias pela LLE, como a benzoilecgonina, por exemplo, € reportada em alguns
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estudos (ZANCANARO et al., 2012 & OIESTAD; JOHANSEN; CHRISTOPHERSEN,
2006).

No estudo de ZANCANARO et al., (2012), que também foi feito LLE em fluido
oral, foi obtida uma recuperagdo < 1% para benzoilecgonina, 6% para dietilpropiona, 40.4%
para anfetamina e 44,8% para o THC. Na metodologia validada no presente projeto, a
recuperacdo para as mesmas substancias foi de 70.3%, 93.4%, 80.7% e 99.1%
respectivamente.

A validacdo do método proposto foi feita seguindo os pard@metros do guia internacional
destinado a é&rea de toxicologia forense intitulado como Scientific Working Group for
Forensic Toxicology (SWGTOX, 2013) e se mostrou bastante eficaz. Os valores de cutoff
usados na validacdo foram baseados na organizacdo europeia DRUID pelo fato de ser a
organizacao que menciona a maior parte dos analitos presentes no método proposto.

A escolha da cromatografia liquida foi muito adequada para identificacdo de 14
substancias, uma vez que a cromatografia gasosa exige muitas vezes uma etapa de
derivatizacdo para as moléculas ndo volateis. Desse modo, o uso cromatografia liquida
colaborou para a otimizacao da etapa de preparo da amostra.

As condicBes cromatograficas empregadas mostraram bons resultados, pois foi
possivel identificar todos ao analitos numa corrida cromatografica de apenas 7 minutos.

No estudo de linearidade, a faixa de trabalho escolhida foi de 1 a 50ng/mL. A
concentragdo do ponto mais baixo e do ponto mais alto da curva foram escolhidas baseando-
se nos valores de cut-off exigidos pela organizacdo europeia DRUID, uma vez que decidimos
segui-la no presente trabalho, além de trabalhos na literatura cientifica que mostram os
valores mais prevalentes de amostras positivas para drogas e farmacos (GJERDE et al.,
2011& LOGAN et al., 2014).

Dentre os 14 analitos validados, 13 apresentaram coeficiente de correlacio (R?) > 0,99
no estudo de linearidade. A anfetamina foi o Gnico analito que apresentou R?= 0,9891, porém
o valor foi considerado adequado para o estudo uma vez que essa foi uma das substancias que
apresentou mais oscilagdo nos parametros de validag&o.

Nas precisdes intra e inter-ensaio os testes foram feitos com 3 concentragfes (baixa,
média e alta) da curva analitica. Na precisdo intra-ensaio os coeficientes de variacdo foram
abaixo de 10% para todos os analitos. J& na precisdo inter-ensaio os valores foram todos
abaixo de 20%.
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Os valores de exatiddo alcancaram os resultados esperados e 0 método nao apresentou
carryover.

A recuperacdo do método apresentou resultados muito satisfatérios, pois a
porcentagem recuperada foi acima de 70 % para todos os analitos. Como ja mencionado, 0s
resultados foram muito satisfatdrios principalmente quando comparados aos métodos
existentes na literatura que tiveram uma recuperacdo muito baixa para analitos comuns ao
método presente.

Desse modo os valores obtidos nos parametros estudados foram adequados e
cumpriram com as determinac6es preconizadas pelo guia seguido.

A coleta de fluido oral de motociclistas foi facil e rapida, como esperado para essa
matriz. Os motociclistas abordados foram muito participativos e apds explicados o propdésito
do projeto a maioria aceitou doar a amostra e responder ao questionario.

Os questionarios aplicados aos 202 motociclistas voluntarios possibilitaram
entendermos um pouco sobre o perfil do motociclista na cidade de S&o Paulo como nivel de
escolaridade, quantidade de horas que eles trabalhadas diariamente.

O dado obtido como idade, escolaridade e horas trabalhadas dos 202 motoristas
participantes do projeto mostrou que mais de 50% possui idade entre 30 e 40 anos, ensino
médio completo e guiam entre 6 e 8 horas por dia.

Dentre as 19 amostras positivas para THC, 14 voluntérios relataram o uso da droga, ou
seja, 73% deram relato fiel. Ja dentre as amostras positivas para cocaina, somente 25% dos
voluntarios relataram o uso da droga. Isso pode ser explicado pelo fato da maconha ser
encarada pela sociedade como uma droga mais comum e ndo tdo maléfica, fazendo com que
os individuos tenham menos receio de relatar o uso, diferentemente da cocaina.

Para os medicamentos, dentre as amostras positivas considerando clorfeniramina e
meprobamato juntos, 60% relataram ser consumidores dessas classes de medicamentos.

O que pode ser observado de comum entre as amostras positivas para pelo menos uma
substancia, foi o consumo de alcool, uma vez que 82,5% dos voluntérios faz uso de alcool
pelo menos 2 vezes ao més.

Alguns resultados geraram questionamentos como no caso das 8 amostras que tiveram
resultado positivo para cocaina, das quais somente 4 deram positivo para benzoilecgonina.
Sera que coletamos a amostra num periodo de uso tdo recente que ndo houve tempo para

biotransformacéo?
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Com os dados obtidos por meio do questionario foi possivel tracar um perfil dos
motociclistas da cidade de Sdo Paulo e constatar que as drogas mais consumidas por essa
populacdo sdo a maconha e em seguida a cocaina. Ja quanto aos medicamentos, a

clorfeniramina presente nos antigripais foi a mais prevalente seguida do meprobamato.
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Conclusoes
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6 Conclusoes

A metodologia desenvolvida para identificacdo de anfetamina, metanfetamina,
metilenodioximetanfetamina ~ (MDMA), cocaina, benzoilecgonina, cocaetileno,
metilecgonidina (AEME), ciclobenzaprina, clonazepam, clorfeniramina, dietilpropiona,
meprobamato, femproporex e tetrahidrocanabinol (THC) utilizando a técnica LLe com
QUEChERS modificado mostrou-se eficaz e de baixo custo. Os parametros validados tiveram
resultados muito bons e todos dentro dos valores preconizados pelo guia seguido.

A escolha do fluido oral como matriz bioldgica, além de cumprir o requisito de
praticidade de coleta nas ruas e estradas, permite que diversas substancias de diferentes
caracteristicas fisico-quimicas sejam pesquisadas. O fato de possuir correlagdo com o plasma
para a maioria das substancias nos permite afirmar se o individuo estd sob efeito de
substancias psicoativas no ato da coleta, o que é uma exigéncia para 0 monitoramento de
substancias psicoativas no transito uma vez que o cédigo de transito brasileiro menciona
como crime o “ato de dirigir sob efeito de substancias psicoativas”.

O presente estudo pode colaborar ndo s6 com o desenvolvimento de uma metodologia
eficaz, mas também com a aquisicdo de dados socioecondmicos importantes para que a
populacdo em estudo (motociclistas) seja compreendida e desse modo, politicas publicas e
programas diversos sejam elaborados para essa populacdo que nunca havia sido estudada.

Nessa analise de dados obtidos, observou-se que entre os motociclistas da cidade de
Sdo Paulo, as substancias psicoativas em estudo mais consumidas séo: cannabis seguida de

medicamentos antigripais, cocaina e por fim, em menor quantidade, relaxantes musculares.
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ANEXO |

Questionario aplicado aos motociclistas voluntarios

IDENTIFICACAO

NUmero de Controle Laboratorial: Entrevistador:
Participante: ( ) Aceitou participar ( ) Recusou participar, motivo:
Idade: Sexo: Feminino( ) Masculino ( )

Estado civil: Solteiro ( ) Casado( ) Viluvo( ) Divorciado( ) Amasiado ( )
Cor da pele: Branca ( ) Negro( ) Amarelo( ) Pardo( )

Escolaridade: Analfabeto ( ) Fundamental incompleto ( ) Fundamental completo ( )
Médio incompleto ( ) Médio completo ( ) Superior incompleto ( )
Superior completo ( ) Técnico () Outro

Habilitacdo: Sim( ) Ndo () Tempo: anos

Usa a moto todo dia? Sim ( ) Néo ( ) Usa a moto para ir trabalhar? Sim () Néo ( )
Profissdo: Motofretista ( ) Mototaxista( ) Outro:
Motoescola: Sim( ) Nao () Direcéo defensiva: Sim () Néo ()
Quantas horas dirige por dia?

EQUIPAMENTOS SEGURANCA
EQUIPAMENTOS DE SEGURANCA MOTOCICLISTA MOTOCICLETA

Capacete: Sempre ( ) Asvezes () Nunca( ) Aberto () Antena: Sim () N&o ()
Fechado ( ) ]

Bota: Sempre () Asvezes( ) Nunca( )
Jaqueta: Sempre () Asvezes( ) Nunca( )
Luvas: Sempre () Asvezes() Nunca()

Mata-cachorro: Sim () Néo ()

MOTOCICLETA

Cilindradas
Propria: Sim () Néo () Tem ha quanto tempo?
Comprou nova? Sim () N&o () J&teveoutras motos? Sim( ) Qts? N&o ()

Possui outro veiculo? Sim () Nao ()
Faz revisdes periddicas? Sim () N&o () Ultima
INFORMACOES SOBRE A SAUDE

Pressdo alta ( ) Diabete ( ) Estresse () Outro ( ) Nenhum ()
Medicamento todo dia: Sim () N&o ( ) Qual? Motivo:

Ja sofreu acidentes com a moto? Sim ( ) Qts? Néo ( )
Deu entrada no hospital? Sim ( ) N&o ( ) Quanto tempo internado?

RELATO DE USO DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS
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NOS ULTIMOS 12 MESES, COM QUE FREQUENCIA VOCE CONSUMIU BEBIDAS QUE
CONTEM ALCOOL?

( )Nunca ( )Umavez por mésoumenos ( ) 2-4 vezespor més
() 2-3vezesporsemana ( )4 ou mais vezes por semana

QUANDO BEBE, QUANTAS BEBIDAS CONTENDO ALCOOL CONSOME EM UM DIA NORMAL?
()12 ()34 ()56 ()79 ( )10o0umais

COM QUE FRE~QUENCIA CONSOME 4 (MULHERES) /5 (HOMENS) OU MAIS BEBIDAS NUMA
UNICA OCASIAO?

() Nunca () Menos de umavez por més () Pelo menos uma vez por més
() Pelo menos uma vez por semana () Diariamente ou quase diariamente

Usa algum tipo de droga ou medicamento?
Maconha ( ) Crack ()

Cocaina () Ecstasy ()

IAnalgésico () Relaxante muscular ( )

Para dormir () Outro

Uso( ) Nunca() Jausei ()

Frequéncia (vezes por semana):

() diariamente () 1vez por semana
() 2-3 vezes porsemana () 4-5 vezes por semana
Quando foi a ultima vez?

Outras informagdes relevantes:
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ANEXO 11

Aprovacao do comité de ética em pesquisa com humanos
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USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS W
DA UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento & aplicagio de método analltice para determinagio de substancias
psicoativas em amostras bioldgicas de motociclistas empregando LC-MS/MS

Pesquisador: Mauricio Yonamine

Aroa Temdtica:

Versdo: 2

CAAE: 66090517.6.0000.0067

Institulcdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrecinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESS0AL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2 528 204

Apresentagio do Projeto:

0 Cddigo de Transito Brasileiro & abrangente guando trata de outras substincias

psicoativas que ndo o dlcool. De acordo com a Lei n® 12.760, de 20 de dezembro de 2012, conhecida como
“nova lei seca”, como infragdo gravissima “dirigir sob a influéncia de dlcool ou de qualguer outra substancia
psicoativa que determine dependéncia™. A mesma lei estipula come crime, punivel com pena de detencao, a
conducio de “velculo automotor com capacidade psicomotora alterada em razio da infludncia de alesol ou
de outra substancia psicoativa que determine dependéncia®. Apesar de a legislagio brasileira incluir o termo
“putras substancias psicoativas®

nos mesmos artigos que tratam do consumo de dlcool, ela ndo determina especificamente

as substancias que devem ser consideradas. Além disso, ndo s3o0 estabelecidos limites de concantracao
gue devem ser constatados & nem modos de deteccao dessas substncias

para que s& cumpra os dispostos nos artigos de crime e infragao de trdnsito. Sendo assim, na

pratica, o uso

de outras substincias psicoativas durante a conducio de velculos passa a nao ser punivel, apesar de
também apresentar riscos para a seguranca no transito (BRASIL, 2015). Ao mesmo tempos que
aproximadamente 1,24 milhdo de pessoas morrem anualmente eém todo o mundo em decoméncia de
acidentes de rangito, sendo 23% desse total motociclistas (OMS, 2015).acredita-se que contralando os
fatores de risco assoclados ao condutor, como a velocidade, dirigir seb o

efeito de substincia psicoativa, nao utilizar capacetes em motocicletas, cinto de seguranga e

equipamentos de seguranga infantis, sera possivel diminuir drasticamente as taxas de mortes em acidentes
de transito (WHO, 2015). O presente projeto almeja primeiramente o desenvolvimento metodoldgico para
determinacao de drogas psicoativas ilicitas e licitas, pertencentes 4s classes dos estimulantes (cocaina,
anfetamina, metanfetamina e metilenodioximetanfetamina-MDMA), canabinoides (THC), antihistaminicos
(dexclorfeniramina), relaxantes musculares (ciclobenzaprina), anorexigenos (femproporex e dietilpropiona) e
benzodiazepinicos (clonazepam) em amostras de fluido oral @ avaliar a prevaléncia de uso dessas
substincias em motociclistas (n=200). Para tanto, sera utilizada a técnica de cromatografia |lquida acoplada
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4 espectrometria de massas, utilizando equipamento disponivel no Laboratdrio de Andlises Toxicoldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (LAT-FCF-USP). Além do
desenvolvimento de novos métodos anallticos que poderdo ser utilizados para futune monitoramento de
motoristas @ motociclistas, serao obtidos resultados objetivos da prevaléncia do uso de drogas e
medicamentos por esta populacio, contribuinde para o desenvolvimento de medidas preventivas e de
pollticas plblicas.

Todos os dados obfidos durante o estudo serdo analisados com o programa Epi-Info 6.0 @ Stata 8.0 para
Windows. Apds anilise descritiva dos

dados, os participantes serdo agrupados de acordo com as substancias identificadas nas amostras. Serao
realizadas comparacies enire os grupos

por teste de Qui-quadrado de Pearson, ou por Teste Exato de Fisher para varidveis nominais, & pelo teste t
de Student para variaveis de

mensuracdo do tipo intervalar com distribuicao normal & varidncia homogénea. Se a distribuicao dos dados
ndo & comportar de forma normal, serdo

utilizados testes ndo paramétricos de Mann - Withney ou Kruskall — Wallis. Como medida de associacio
serd ulilizada a OR (odds ratio), calculado

por regressao logistica e a hipdtese nula serd refutada quando p < 0.05.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Geral

O objetivo desse projeto & avaliar a prevaléncia de substancias psicoativas licitas e
ilicitas em motociclistas na cidade de Sao Paulo, além de desenvalver um método
analiico rapido baseado am extracao por eletromembrana e cromatografia liquida
acoplada a espectromefria de massas.

Objetivos especificos

a) Desenvolver e aplicar um métodoe analitico para a quantificacao de farmacos e

drogas ilicitas em amostras de fluido oral utilizando uma técnica de extragio mais
inovadora como a eletromembrana, gue & maks ripida, utiliza menog amostra e gera menos residuo
organico.

b) Mo presente projeto, pretende-se substituir totalmente o solvente orgénico na
extragao por eletromembrana, por uma camada de gel de eletroforese, técnica inovadora
nunca antes estudada que toma o método ainda mais facil de ser executado e mais
sustentivel.

c) Avaliar a possivel utiizagao de uma amaostra bioldgica altemativa que possul

coleta facl & nao invasiva em casos de acidentes ou fiscalizagao de trinsito.

d) Formnecer dados sobre o uso de substincias psicoativas por motociclistas que

possam auxiliar na implantacao de politicas pdblicas de prevencio de acidentes de
transito relacionados ao consumo dessas substancias.

Avallagio dos Riscos e Beneficlos:

Riscos:

D= riscos 3o minimos, pois esta pesquisa ndo terd nenhum impacto sobre o voluntirio uma vez que a
coleta é realizada de modo nao invasivo,

evitando qualquer desconforto.

Beneficios:

Mao haverd beneficios diretos aos voluntdrios doadores de amostra. O estudo de prevaléncia de
substincias psicoativas em motociclistas pode

auxiliar em novas politicas plblicas que auxiliam na diminuigao do ndmero de acidentes de transito.
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Comentirios @ Consideractes sobre a Pesquisa:
As pendéncias foram atendidas e devidamente corrigidas no TCLE e nos demais documentos.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
considera-se dentro das solicitaches da Resolucio 46612

Recomendacbes:
Sem recomendacoes ou pendéncias

Conclugdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Este CEP entende que o projeto de pesquisa pode ser aprovado.

Consideragies Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquive Postagem Auttor Situagio
Infarmacgoes Basicas| PB_INFORMAGUOES_BASICAS DO P | 1310/2017 Aceito
do Projeto ROJETO BTE545.pdf 14:51:12
Recurso Anexado Carta_CEP_F pdf 131072017 | Maunicio Yonamine Aceito
pelo Pesquisador 14:48:42
Projeto Detalhado [ |Projeto_versao_ 2 pdf 131072017 | Mauricio Yonamine Aceito
Brochura 14:4T:38
Investigadar I
Declaracao de Colaboracao_Sindimoto_versao 2 pdf 131072017 | Mauricio Yonamine Aceito
Instituicio e 14:46:38
TCLE / Termos de  [TCLE wversao 2 pdf 131072017 |Mauricio Yonamine Aceito
Assantimento | 14:43:50
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de rosto versao 2 pdf 131072017 |Mauricio Yonamine Aceito

14:43:13
Cronograma Cronograma_pdf 21/03/2017 |Mauncio Yonamine Aceito
14:19:10
TCLE/ Termos de | TCLE_motociclistas.pdf 217032017 |Mauricio Yonamine Aceito
Assentimento | 14:18:55
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 211032017 |Mauricio Yonamine Aceito
Brochura 14:18:18
Investigador I
Oreamento Recursa APROVADO capes forense | 200372017 |Mauricio Yonamine Aceito
DOU pedf 14:57:04
Declaracio de participacac_sindimotosp. pdf 2000372017 |Mauricie Yonamine Aceito
Pesguisadores 13:15:12
Declaracio de participacac_Katia_pdf 2000372017 |Mauricie Yonamine Aceito
Pesquisadores 13:14:41
Declaracio de coparticipacac_Vilma.pdf 1000372017 | Mauricio Yonamine Aceito
Pesguisadores 17:35:06
Declaracio de anuencia_ FMUSP_pdf 10/03/2017 | Mauricio Yonamine Aceito
Pesguisadores 17:34:37
Declaracio de Anuencia_ FCF.pdf 10/0372017 | Mauricio Yonamine Aceito
Pesquisadores 16:19:27
Shtuagio do Parecer:
Aprovado

HNecessita Apreclacio da CONEP:

Nao

SA0 PAULO, 06 de Margo de 2018

Aszsinado por:

Cristina Northfleet de Albuguergue

{Coordenador)
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