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Resumo:

A cocaina é uma substancia psicoativa que causa dependéncia e quando 0 uso é
feito concomitantemente com bebidas alcodlicas ocorre a biotransformacdo das
moléculas no organismo, dando origem ao analito cocaetileno. O cocaetileno
formado acarreta potencializacdo dos transtornos fisicos e mentais ao usuario. A
identificacdo e quantificacdo de drogas de abuso em amostras bioldgicas sao
importantes para facilitar o tratamento precoce de pacientes intoxicados, atendidos
em servicos de emergéncia, e para acompanhar o tratamento. O fluido oral € uma
amostra vantajosa pela facilidade de coleta e para identificar um consumo recente
de substancia psicoativa. E de suma importancia que sejam desenvolvidas técnicas
de andlise sensiveis, seletivas e com valores acessiveis. O atual trabalho teve como
objetivo primario otimizar, realizando-se analise multifatorial, a técnica de
Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva em fluido oral, para identificagcdo e
guantificacdo dos analitos cocaina e cocaetileno, por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas. O desenvolvimento dos delineamentos
multifatoriais, através de ferramentas estatisticas, foi substancial para determinar as
varidveis significativas para a técnica e os valores 6timos para posterior realizagdo
da validacao, evitando desperdicios, como o0 dos reagentes e de outros materiais, e
otimizando o tempo.

Introducgao

As drogas de abuso sdo substancias psicoativas (SPAs) capazes de induzir
dependéncia quimica, devido ao pressuposto de proporcionar prazer ao usuario
(OGA et al., 2021), em contrapartida, elas acabam fazendo com que este passe a
nao cumprir suas obrigacdes cotidianas, desenvolva doencas e muitas vezes
cometam crimes para suprir seu vicio (SENAD, 2013). Consequentemente, a
realidade predominante € a sobrecarga do sistema de saude publica, tendo um
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grande impacto socioeconémico. Para deteccdo de SPAs € necessario o
desenvolvimento de uma metodologia de analise, inicialmente com preparo de
amostra e posteriormente por equipamento sensivel e seletivo, para identificacédo e
guantificacdo. O preparo de amostra pode ser otimizado multivariavelmente, com o
minimo de experimentos realizados para encontrar valores 6timos de variaveis
significativas no processo de extracado, bem como rapidez no processo, colaborando
positivamente com a reducao de custos (HAN, et al., 2012). Ademais, a identificacao
e quantificacdo de drogas de abuso em amostras biologicas é de grande importancia
para facilitar o diagnéstico prévio do paciente intoxicado, que estd sendo atendido
em uma unidade de emergéncia, uma vez que isso direcionaria um melhor
tratamento para amenizar sinais/sintomas do usudrio de determinada classe de
SPAs (CALVACANTE et al., 2008). Em vista disso, 0 presente estudo teve como
principal objetivo a otimizacdo por analise multifatorial da técnica de microextracao
liguido-liquido dispersiva (do inglés, Dispersive Liquid-Liquid Microextraction -
DLLME), para identificar e confirmar o uso de cocaina e a sua associagado
concomitante com bebida alcoolica, analito cocaetileno, em amostra de fluido oral,
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

Materiais e Métodos

Amostra bioldgica

Para realizacdo do estudo, utilizou-se, através de expectoracdo, o fluido oral de
voluntarios que néo fizeram o uso de cocaina e/ou qualquer outra droga ilicita, que
pudesse interferir nas analises. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (COPEP/UEM), CAAE n°
56482016.1.0000.0104, sob o parecer n° 2.025.144.

Técnica de extracao - Microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Inicialmente, utilizou-se tubos de centrifuga 15 mL, ao qual foram adicionados (-1 ou
0 ou -1) de amostras de FO enriquecidas com o padrdo de cocaina e cocaetileno,
ambos com 200 ng mL™, e 500 pL de &gua destilada e NaCl (0, 1% ou 2%). Em
seguida, adicionou-se, rapidamente, com auxilio de micropipeta (10mL), uma
mistura (-1 ou 0 ou -1) de solvente dispersor (acetonitrila) e (-1 ou 0 ou -1) de
solvente extrator (diclorometano). Os tubos foram agitados por 1 minuto em vortex.
Em seguida, foram centrifugados (1000 rpm/10 minutos). Posteriormente, 200 pL da
fase extratora (depositada ao fundo do tubo — fase de interesse que contém cocaina
e cocaetileno) foi pipetada e transferida ao vial, para posterior evaporacdao em banho
de agua (40°C). Para finalizacdo do preparo da amostra, foi adicionado 50uL de
solugdo derivatizadora composta por dois reagentes: BSTFA (bis-trimetilsilil-
trifluoroacetamida) + 1%TMCS (triclorometilssilano). Na sequéncia, os vials foram
direcionados a estufa (50°C) por 10 minutos e 1uL da aliquota final foi injetada no
CG-EM.

Otimizag&ao multifatorial
A andlise multivariada foi executada a partir de dois planejamentos estatisticos para
obtencado do Diagrama de Pareto e Superficie de respostas, para definir as variaveis
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significativas e os valores 6timos dessas para execucao da técnica DLLME/CG-EM,
respectivamente. As variaveis testadas, que possivelmente poderiam interferir na
DLLME para extracéo de cocaina e cocaetileno, foram: volume da amostra, volume
do solvente extrator, volume do solvente dispersor, forca ibnica e pH da amostra.

O primeiro planejamento foi o delineamento fatorial fracionado (2*%), através do
software Statistica, das cinco variaveis que podiam influenciar na DLLME de cocaina
e cocaetileno em fluido oral. Avaliou-se as variaveis em 3 niveis. Foram realizados
16 experimentos em duplicata e 3 pontos centrais, totalizando 19 experimentos.

O Segundo planejamento, delineamento fatorial central completo, foi realizado para
avaliacdo das 3 variaveis significativas, em 3 niveis. Foram realizados 14
experimentos, incluindo pontos axiais, em duplicata e 3 pontos centrais, totalizando
17 experimentos.

Resultados e Discussao

Inicialmente, alguns experimentos, apds evaporacdo da aliquota pela DLLME,
apresentaram precipitado (cristais) sendo que logo depois da ressuspensao dos
analitos com BSTFA, a solucdo deveria estar limpida para ndo danificar a coluna do
cromatografo. Este fato coincidiu com a interpretagdo do Diagrama de Pareto,
gerado apos delineamento fatorial, pois direcionou para diminuir a forgca iénica, com
0 proposito de otimizar a analise.

O Diagrama de Pareto também evidenciou que para melhorar a eficiéncia de
extracdo da cocaina, seria importante aumentar o volume do solvente extrator e o
volume da amostra e diminuir a forca idnica, de acordo com p > 0,05, conforme
ilustrado na figura 1 (A). Para o analito cocaetileno, a interpretacdo do diagrama
direcionou para o aumento do volume do solvente extrator e da amostra, figura 1 (B).
Vale ressaltar que o volume do solvente dispersor n&o foi significativo,
permanecendo constante na execucédo do segundo planejamento e o pH da amostra
também ndao foi significativo, ndo sendo avaliado nas andlises posteriores.

A B

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Area de COC 1
5 factors at two levels; MS Residual=177190E7
DV: Area de COC 1

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Area dos analitos
5 factors at two levels; MS Residual=245814E7
DV: Area dos analitos

(1)Volume solvente extrator (uL) (5)Volume da amostra (uL) 2,458443
(5)Volume da amostra (uL) (1)Volume solvente extrator (uL) 2,45832
(4)Forca lonica (%NaCl) (3)pH da amostra 191443
(3)pH da amostra (4)Forca Ionica (%NaCl) -1,7895.
(2)Volume solvente dispersor (ul) 0016125 (2)Volume solvente dispersor (ul) :| 2250983
p=,05 p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Figura 1. Diagrama de Pareto para analise da cocaina (A) e cocaetileno (B).
A execucao do segundo planejamento foi realizada em duas tentativas, na presenca
e na auséncia da variavel % de NaCL, resultaram em modelos significativos, porém,
nao preditivos. Consequentemente, ndo foi possivel gerar o grafico de superficie de
resposta, a fim de prever os valores fora dos valores experimentais, pois 0 erro seria
muito grande.

Conclusoes

O Diagrama de Pareto evidenciou que, para melhorar a eficiéncia de extracdo de
cocaina e cocaetileno em fluido oral por DLLME/CG-EM, era importante aumentar o
volume do solvente extrator e da amostra e diminuir a for¢ca iénica. O delineamento
fatorial central completo resultou em modelos significativos, porém nao preditivos
para os analitos de interesse no estudo. A metodologia DLLME/CG-EM foi otimizada
e serd executada a validacdo com a utilizacdo de 900uL de fluido oral, 600uL de
solvente dispersor e 800uL de solvente extrator.
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