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RESUMO 

 

Embora as anfetaminas estejam proibidas no Brasil, elas continuam sendo 
adquiridas ilegalmente assim como os canabinóides e cocaína, que representam 
um dos principais problemas de saúde pública a serem enfrentados no nosso país. 
Um dos grandes desafios desta área é a dificuldade de obtenção de material para 
exames periciais. O humor vítreo por encontrar-se isolado em um compartimento 
relativamente protegido de contaminação externa, invasão de microorganismos e 
traumatismos em geral, bem como por sua simplicidade/estabilidade analítica e 
esterilidade durante um longo período após a morte constitui-se como uma 
excelente amostra para a determinação de xenobióticos em corpos 
politraumatizados, carbonizados ou em decomposição, auxiliando na delegação 
da causa mortis. O uso da espectrometria de massas e o advento de novas 
metodologias de ionização são ferramentas essenciais à toxicologia forense, a V-
EASI (venture easy ambient sonic-spray), é uma fonte de ionização de fácil 
aplicação e instalação, que não requer fluxo de eluente e os demais fatores 
utilizados nas fontes comerciais. Além disso, o uso da espectrometria de massas 
de ressonância ciclotrônica de íons por transformada de Fourier (FT-ICR-MS) de 
ultra-alta resolução e exatidão (valores de m/z exatos) leva a exata composição 
molecular, alcançando erros abaixo de 1 ppm (partes-por-milhão). Perante isso a 
avaliação da fórmula molecular normalmente é inequívoca. Quando acoplada a 
ionização por eletrospray (ESI) espécies moleculares suaves são formadas 
reduzindo a complexidade do espectro e produzindo informação composicional 
livre de fragmentos em misturas complexas facilitando sua compreensão. Portanto 
este trabalho visa o desenvolvimento de metodologias analíticas para análise de 
drogas de abuso presentes em humor vítreo, empregando o uso de técnicas 
modernas de espectrometria de massas (FT-ICR-MS e V-EASI-MS). 

 

Palavras-chave: humor vítreo, drogas de abuso, toxicologia forense, 
espectrometria de massas.  
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ABSTRACT 

 

Although amphetamines are banned in Brazil, they remain illegally acquired as 

cannabinoids and cocaine, which account for a public health task to be faced in 

this country. The major challenge is to obtain material for investigation exams. The 

vitreous humor constitutes a good alternative for these exams, since it occurs 

isolated in a protected space, free of external contamination and of 

microorganisms and traumatisms, and also due to its analytical stability and sterility 

preserving it for a long period after death. Moreover, the vitreous humor constitutes 

an excellent sample for the determination of xenobiotics even in polytraumatized 

bodies, carbonized or in decomposition, involved in the causa mortis. The use of 

mass spectrometry and the advent of new ionization methods are essential tools 

for forensic toxicology, the V-EASI (venture easy ambient sonic-spray), is a source 

of ionization easy to use and install, not requiring nitrogen flow, eluent flow and 

other factors used in commercial sources. Furthermore, the use of Fourier 

transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FT-ICR-MS) provides ultra 

high resolution and accuracy in mass analysis and its accurate m/z values lead to 

the exact molecular composition, reaching errors below 1 ppm (parts-per-million) 

on normal operational conditions, the assigned molecular formula are normally 

unequivocal. When electrospray ionization (ESI) is used, soft molecular species 

are formed reducing spectra complexity and providing fragment-free compositional 

information about complex mixtures facilitating comprehension. Therefore, this 

work aims at the development of analytical methodologies for the analysis of drugs 

of abuse present in the vitreous humor, employing the use of modern techniques of 

mass spectrometry (FT-ICR-MS and V-EASI-MS). 

 

Key-words: vitreous body, street drugs, forensic toxicology, mass spectrometry 
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 1 

1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil, o maior país da América Latina, com uma população de mais de 
190 milhões de habitantes e é a oitava economia mundial. Entretanto, a maioria da 
população não tem acesso às riquezas geradas no país. Cerca de 6% da 
população é composta por crianças de 10 anos ou mais de idade e grande parte 
dessas não tem acesso às necessidades básicas. As diferenças regionais do país 
são marcantes, refletindo-se em peculiaridades culturais que envolvem desde o 
nível de educação às práticas religiosas.1 

Essa variabilidade também se reflete no cenário do consumo de drogas 
psicotrópicas, chegando a ser marcante para algumas drogas específicas. O 
consumo de cocaína é um exemplo típico, concentrando-se em algumas regiões 
do país, em especial no Sudeste e no Sul do Brasil, sendo mais comum em 
algumas populações específicas e praticamente inexistentes em outras. Por outro 
lado, vale considerar que existem drogas cujo consumo se distribui de forma mais 
uniforme no território nacional, como é o caso do álcool e do tabaco. Também 
merecem destaque as diferenças de padrão de consumo entre homens e 
mulheres, sendo as drogas ilícitas (maconha e cocaína) mais consumidas por 
homens, e os medicamentos psicotrópicos (ansiolíticos, anfetaminas, entre outros) 
preferidos pelas mulheres.2 

O conhecimento dessas peculiaridades é essencial para subsidiar as políticas 
públicas. No entanto, ainda é pouco conhecida a real dimensão do uso de drogas 
no Brasil, bem como os problemas decorrentes desse uso, especialmente devido 
à carência de estudos nessa área, o que se acentua diante das dificuldades 
relacionadas à clandestinidade que envolve o uso de drogas ilícitas. Entre os 
poucos estudos epidemiológicos até hoje realizados no Brasil, destaca-se o 
levantamento realizado pelo Cebrid (Centro Brasileiro de Informações sobre 
Drogas Psicotrópicas) em 2010, entre estudantes do ensino fundamental e médio 
das redes pública e privada de ensino nas 27 capitais brasileiras, o qual indica o 
álcool (42,4%) e o tabaco (9,6%), respectivamente como os psicotrópicos mais 
consumidos. Entretanto, excetuando estes, 25,5% dos estudantes entrevistados, 
relataram já ter ao menos experimentado drogas. Os inalantes (solventes) foram 
os psicotrópicos mais citados (5,2%), seguidos pela maconha (3,7%), pelos 
medicamentos ansiolíticos (2,6%), cocaína (1,8%) e pelos anfetamínicos (1,7%), 
conforme demonstrado na tabela 1 abaixo.3 
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Nota: Rede pública engloba as escolas municipais, estaduais e federais. 
(1) A partir do 6º ano. 
(2) Excluindo álcool e tabaco. 
(3) Maconha, cocaína, crack, anfetaminas, solventes, ansiolíticos, anticolinérgicos, analgésicos 
opiáceos, esteróides/anabolizantes, ópio/heroína, LSD, êxtase, 
metanfetamina, ketamina, benflogin®, energético com álcool. 
(4) Maconha, cocaína, crack, anfetaminas, solventes, ansiolíticos, anticolinérgicos. 
(5) Dados ponderados e expressos em porcentagem. 
 

Mediante os argumentos acima, faz-se necessário à utilização de métodos 
mais rápidos de detecção de drogas, de fácil manuseio, aplicação e instalação. Na 
literatura, no período de 2009 a 2012, foram descritos estudos analíticos com um 
grande número de drogas, no humor vítreo, através dos mais diversos métodos.4-6 

As técnicas que estão sendo propostas (FT-ICR-MS e V-EASI-MS) possuem 
vantagens, em relação às descritas na Tabela 2 (abaixo), como a não preparação 
da amostra, como por exemplo, o uso de cartuchos de extração em fase sólida 
(SPE) e, além disso, a retirada do artifício de precipitação da parte protéica com o 
uso de solventes orgânicos (MeOH, ACN) e o uso do processo de extração tanto 
por interação líquido-líquido (ELL), quanto assistida por micro-ondas. Fora isso, 
despensa a necessidade de derivatização química dos compostos de interesse e o 
processo de separação cromatográfica utilizado respectivamente nos métodos por 
CG e HPLC. As variantes anteriormente descritas, no tocante ao procedimento de 
preparo de amostra, são desvantagens desses procedimentos analíticos, em 
relação ao novo método proposto. Este pretende fornecer respostas rápidas, ser 
de fácil aplicação em relação aos métodos disponíveis, contribuindo para a criação 
de estratégias analíticas que minimizem o esforço técnico-científico na elucidação 
da causa mortis. 

 

 

Tabela 1: Uso de diferentes drogas psicotrópicas entre 50.890 estudantes de ensino 
fundamental (1) e médio das redes pública e privada das 27 capitais brasileiras, de 
acordo com os tipos de uso. 3 
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Tabela 2. Determinação de drogas de abuso em amostra biológica (de 2009 a 2012).4-6  

Analitos 
Tipo de 

amostra 

Preparação de 

amostra 

Modo de 

detecção 

Anfetaminas, metadona, 2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina, 

morfina, codeína, 6-acetilmorfina,  dihidrocodeína, benzodiazepínicos, 

grupo da cocaína. 

Humor Vítreo 
ELL (pH 8)            

Pentafluoropropil 
GC-MS (EI) 

morfina, 6-acetilmorfina, codeína.  Humor Vítreo 

SPE (Screen de 

limpeza ZSDAU020) 

BSTFA + 1% TCMS 

GC-MS (EI) 

morfina, 6-acetilmorfina, codeína.  Humor Vítreo TFA GC-MS (EI) 

9-tetrahidrocanabinol, benzoilecgonina, hidrocodona, codeína, 

morfina, 6-acetilmorfina, anfetamina,  metanfetamina.  
Humor Vítreo 

Cozart DDS801 

Teste Kits 

GC-MS (EI) 

HPLC-

MS/MS 

morfina, codeína, 6-acetilmorfina, benzoilecgonina, cocaína, 

cocaetileno,  

2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina, metadona. 

Humor Vítreo 
SPE (cartuchos 

Oasis® HLB) 
HPLC-PDA 

cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, morfina, 6-acetilmorfina, 

metadona,  

2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina, codeína.  

Humor Vítreo 

MAE (extração 

assistida por    

micro-ondas)          

SPE (cartuchos 

Oasis® HLB) 

HPLC-DAD 

codeína, morfina, 6-acetilmorfina. Humor Vítreo 

Extração por pipeta 

descartável (DPX) / 

MSTFA 

GC-NPD 

cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, morfina, codeína, 6-

acetilmorfina.  
Humor Vítreo SPE 

GC-MS/MS    

(Ion Trap) 

cocaína, morfina, 6-acetilmorfina, anfetamina, ecstasy, LSD, 2-

etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina.  
Humor Vítreo SPE 

HPLC-TOF-

MS 

 

Nesse sentido, este trabalho visa contribuir para o estudo dos teores de 
drogas de abuso, através da análise do humor vítreo utilizando metodologias mais 
recentes, a FT-ICR-MS e a V-EASI-MS. 

Como este estudo prevê a análise de material de cadáveres do IML, que 
usualmente se referem a moradores de rua e criminosos (corpos ainda não 
sepultados), supõe-se encontrar os compostos mencionados em teores 
significativos. Os resultados auxiliarão a Polícia Civil com informações para os 
prontuários dos mesmos. Hoje, essas análises vêm sendo feitas nos laboratórios 
do IML, porém por métodos demorados e pouco precisos, devido aos parcos 
recursos disponíveis. 

Face ao exposto e considerando a importância dos exames periciais, contudo 
no auxílio aos toxicologistas forenses, às amostras biológicas não-convencionais 
(também chamadas de alternativas), em relação aos tradicionais urinas, sangue 
ou aos seus derivados (soro e plasma), vem sendo utilizadas com sucesso para 
verificação da exposição de xenobióticos, onde cada matriz biológica possui 
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peculiaridades, vantagens e desvantagens; e o conhecimento sobre a estabilidade 
dos analitos no material biológico é de fundamental importância nas análises 
toxicológicas, uma vez que várias situações acabam por inserirem intervalos de 
tempo variáveis entre a coleta do material, seu transporte até o laboratório e o 
momento da análise. Dentre isso, o humor vítreo encontra-se isolado em um 
compartimento relativamente protegido de contaminação externa, invasão de 
microorganismos e traumatismos em geral, constituindo-se como uma amostra 
privilegiada.7 

Por isso, o uso de compostos anfetamínicos, canabinóides e cocaína 
(separado ou conjunto), sendo esses, possuidores de efeitos diversos sobre o 
SNC, torna-se importantíssima tanto a sua detecção quanto a sua confirmação na 
delegação da causa mortis.8  

Com isso, nas análises forenses de corpos politraumatizados, carbonizados 
ou em decomposição, onde a inexistência de amostra fatível para a coleta 
(sangue, urina, soro, plasma), decorrente tanto dos fenômenos putrefativos, 
quanto de fatores oriundos de outrem, faz-se impreterivelmente o uso da única 
matriz resistente, ali presente, ou seja, o humor vítreo.7 

Mediante discriminado anteriormente, este trabalho visa o desenvolvimento 
de novas técnicas analíticas aplicadas a drogas de abuso presentes em humor 
vítreo. 

 

 

1.1 Humor vítreo 

O humor vítreo que é uma matriz disponível apenas nas análises post-

mortem, desempenha um papel importante ajudando a resolver muitas questões 
na examinação. Devido a isso, deve ser recolhido em todos os casos, sempre que 
possível, incluindo estes em que nenhuma autópsia é realizada.7,9-10  

Trata-se de um fluido aquoso, gelatinoso (seroso), transparente e incolor, 
contendo pouca proteína; portanto, qualquer xenobiótico ou metabólito presente, 
muitas vezes podem ser extraídos como se estivessem em solução tampão. 
Encerrado nas telas do corpo vítreo nos quatro quintos posteriores do bulbo do 
olho, posterior à lente (câmara postrema ou vítrea, ou segmento posterior); 
mantido coeso por uma delicada rede de fibrilas, cuja sua viscosidade 
relativamente alta é devida à presença do ácido hialurônico e colágeno. Além de 
transmitir luz, mantém a retina no lugar e sustenta a lente 7,11-14 (imagem em zoom 
da figura 1). 
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Constitui matriz sumamente simples e estável em termos analíticos quando 
comparados à urina e ao sangue, ou aos seus derivados (soro e plasma). Seu uso 
é indicado na análise de vários xenobióticos de interesse forense (ricina, 
fenciclidina, canabinóides, morfina, barbitúricos, antidepressivos tricíclicos, 
benzodiazepínicos, anfetamínicos (MDA, MDMA), digoxina).7, 9, 13, 15-18 

A passagem de xenobióticos para o humor vítreo, da-se por difusão simples 
através da barreira lipídica entre esse fluido e o sangue, limitada apenas pela 
lipossolubilidade destes no pH fisiológico. De modo geral, fármacos com pequena 
taxa de ligação a proteínas plasmáticas e com lipossolubilidade adequada para 
atravessar barreiras biológicas, mas que ainda se apresentam hidrossolúveis, 
podem difundir prontamente da corrente sanguínea para o humor vítreo.7 

Possui denotado valor para a análise post-mortem de glicose, uréia, 
creatinina, lactato, ácido úrico e compostos nitrogenados, bem como, sódio, 
potássio, cálcio, cloreto, magnésio, fosfato e lítio. A medição destes analitos é 
importante para documentar tipos de diabetes (diabetes melito), grau de 
hidratação, equilíbrio eletrolítico e o estado da função renal.11-12, 19-22 

Por conter alta quantidade de água (90-98%), propicia a troca de 
determinadas substâncias com o sangue, circunstancia que permite uma boa 
correlação entre os níveis que se podem encontrar simultaneamente nos fluidos 
de um determinado xenobiótico, em um dado momento.7 

Utiliza-se também do humor vítreo como amostra primoriente para determinar 
à estimativa do tempo de morte; recentemente, constitui fonte potencial de 
extração de DNA.20, 23-25 

O humor vítreo tem sido utilizado por muitos anos como amostra preferida 
para confirmação post-mortem da ingestão de álcool (“álcool vítreo”), sendo que, a 
formação de etanol post-mortem não ocorre de forma significativa no humor vítreo; 
porque ele permanece estéril durante um período de dias após a morte (até os 

Base Vítrea 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Humor Vítreo 

Figura 1 – Close up de um olho humano, destaque para o humor vítreo 
(zoom). Adaptado.15 
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estágios mais avançados de decomposição), mesmo na presença de 
concentrações elevadas de glicose: isso provavelmente resulta da relativa falta de 
esterases no olho (que hidrolisam certas drogas e seus metabólitos), em 
comparação com o sangue. Só no caso de putrefação muito grave, em que o olho 
seca e pouco líquido está disponível, é visto um ligeiro aumento na concentração 
de etanol, mas é rara a extensão desse efeito, se alguma vez, acima de 20 mg 
100 mL-1. Por esta razão, o humor vítreo é particularmente útil para a estimativa de 
etanol em corpos em decomposição, politraumatizados e carbonizados; e pode 
proporcionar uma oportunidade única de estabelecer uma concentração de etanol 
ante-mortem em corpos embalsamados.7-8, 10, 16, 19, 26-36 

Em face da sua qualidade, e por encontrar-se bem protegido de 
contaminantes na intimidade do globo ocular, recorre-se ao humor vítreo para a 
análise metabolômica de diferentes doenças oculares.23,37 

As amostras devem ser coletadas em cada olho separadamente, 
acrescentando conservante químico inibidor enzimático fluoreto de sódio (NaF) de 
1-2% (p/v), que impede a formação adicional de etanol. O íon fluoreto é 
aparentemente eficaz em inibir a atividade de vários tipos de enzimas, como a 
enolase um componente da via glicolítica, e é importante para a ação de 
leveduras, fungos e muitos microorganismos responsáveis pela fermentação.22,38 

Em análises toxicológicas post-mortem, esse fluido biológico oferece uma 
série de vantagens, como facilidade de obtenção; preservação devido à posição 
anatômica (por estar contido em um compartimento periférico, há uma demora 
tanto na absorção de drogas e álcool dentro desse líquido, por conseguinte, um 
atraso no processo de excreção).7,19 

A principal desvantagem do humor vítreo é relativamente seu pequeno 
volume, cerca de 3 mL em cada olho, outrossim, há pouca informação relativa na 
literatura sobre a concentração esperada após doses terapêuticas para a maioria 
das drogas.16 

 

 

1.2 Compostos anfetamínicos 

A anfetamina (anf) e seus derivados são aminas aromáticas 
(fenilalquilaminas), compostos orgânicos com apreciável basicidade.39 Sua 
estrutura permite substituições no anel aromático, nos carbonos alfa e beta e no 
grupo amino terminal originando muitos derivados.39 

Em relação à toxicocinética dos compostos anfetamínicos, de um modo geral, 
podemos considerar: 
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a) absorção: pelo trato gastrintestinal, efeitos em 30 min após administração 
de 10 a 15 mg, concentração plasmática máxima de 1-2 h, absorção 
completa de 4-6 h.39 

b) distribuição: cérebro, rins, pulmões, fígado, liga-se 16-20% às proteínas 
plasmáticas. O restante fica na forma livre com alta afinidade tecidual 
atingindo elevadas concentrações no SNC e no líquor.39  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Rota metabólica da anfetamina e metanfetamina.39 

c) metabolismo e excreção: sofrem hidroxilação do anel aromático, levando 
a formação de p-OH-derivados que são excretados inalterados na urina ou 
conjugados com ácido glicurônico.  

d) também podem sofrer -hidroxilação da cadeia lateral, N-desalquilação, 
com formação de amina primária e desaminação oxidativa com formação de 
fenilacetona e ácido benzóico, o qual é conjugado com glicina (formando 
ácido hipúrico) ou com ácido glicurônico (Figura 2).39  

A excreção depende de vários fatores entre eles volume de urina, fatores 
individuais e pH urinário. Os produtos hidroxilados são normalmente excretados 
conjugados com sulfato, sendo que 50% são eliminados na forma inalterada.39 

 

1.3 Canabinóides  

A Cannabis é a droga ilícita mais cultivada, traficada e consumida em todo o 
mundo. Com isso, a sua identificação botânica é imprescindível; mas, devido às 
características intrínsecas de sua folha (presença de folhetos separados e gumes 
serrilhados), bem como, tricomas (estruturas contentoras/secretoras de resina) 
glandulares e não-glandulares cistolíticas, essa função torna-se razoavelmente 
fácil.40-41 
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Até hoje foram identificados 489 compostos naturais da Cannabis sativa L., 
sendo que 70 são fitocanabinóides pertencentes a diferentes tipos ou subgrupos. 
Dentre todos os fitocanabinóides contidos na Cannabis sativa L., o 9-THC é, 
reconhecidamente, o principal composto químico com efeito psicoativo; mas, 
existem outros fitocanabinóides psicoativos, como o 8-THC e o canabinol (CBN). 
Porém, como são encontrados em pequenas concentrações ou são bem menos 
potentes, não interferem nos efeitos da Cannabis.41-42  

Os principais produtos de biotransformação são os compostos 
monoidratados, especialmente o 11-hidroxi(OH)- 9-THC e o 8-beta-hidroxi(OH)-

9-THC. São compostos ativos, sendo que o primeiro exibe atividade e disposição 
similar ao 9-THC. Posteriormente, o 11-OH- 9-THC é oxidado a ácido 11-nor-9-
carboxi- 9-THC, também conhecido como THC-COOH, que é um composto 
inativo. Esse produto de biotransformação é conjugado com ácido glicurônico e 
excretado em quantidades significativas na urina (Figura 3). A taxa de eliminação 
do THC na urina pode variar de três a sete dias, em usuários ocasionais, e até 60 
dias em usuários crônicos.41-42  

Os canabinóides possuem moderada redistribuição post-mortem (PMR), 
sendo que os mais comumente encontrados são: 9-THC, 11-hidroxi- 9-THC (11-
OH- 9-THC) e 11–nor-9–carboxi– 9-THC (THCCOOH).42 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Principais vias de biotransformação do 9-THC.42 

 

1.4 Cocaína 

A cocaína é uma das drogas ilícitas mais utilizadas, portanto, constituindo um 
importante problema de saúde pública. Ela é largamente disponível e existe 
formas relativamente baratas de cocaína, tais como a base livre, conhecida como 
“crack”.43-44 A cocaína é um poderoso estimulante que se liga aos transportadores 
de dopamina, noradrenalina e serotonina, acelerando a atividade do sistema 
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nervoso central.45 O metabolismo de cocaína prossegue por três principais vias 
iniciais de transformações metabólicas: clivagem do éster benzoílico para dar o 
éster metílico de ecgonina; clivagem do diéster metílico para dar benzoilecgonina 
(bze) e a N-desmetilação oxidativa para dar norcocaína. Na presença de etanol, 
esterases hepáticas catalisam a transesterificação da cocaína para formar o 
metabólito farmacologicamente ativo cocaetileno (ce, figura 4).46-47  

O ce serve como um marcador metabólico chave para o uso concomitante de 
etanol e cocaína ante e post-mortem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Metabolismo da cocaína. O cocaetileno está destacado.45 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

O principal objetivo deste projeto é o desenvolvimento de novas técnicas 
analíticas para a análise de drogas presentes no humor vítreo que permitam 
avaliar o seu uso em cadáveres do IML de São Paulo, utilizando como “corpo de 
prova” as drogas de abuso, presentes na quase totalidade dos indivíduos 
encontrados naquela Instituição. Eventualmente, esse método poderá ser 
estendido a outros compostos, no caso da ausência de drogas de abuso, que 
forem julgados adequados à essa avaliação. 

Os métodos que serão utilizados na definição das drogas de abuso (acima 
relacionadas), presentes no humor vítreo de cadáveres, serão a FT-ICR-MS e a V-
EASI-MS sem o auxílio de qualquer técnica refinada de preparo de amostra, como 
os polímeros molecularmente impressos (MIPs). 

 

2.2 objetivos específicos 

1) Desenvolver metodologia analítica para análise de drogas de abuso 
presentes em humor vítreo, empregando o uso de técnicas modernas de 
espectrometria de massas, no caso, a fonte de ionização venture easy ambient 

sonic-spray (V-EASI); 

2) Desenvolver metodologia analítica para análise de drogas de abuso 
presentes em humor vítreo, empregando o uso de técnicas modernas de 
espectrometria de massas, no caso, a espectrometria de massas de ressonância 
ciclotrônica de íons por transformada de Fourier (FT-ICR-MS) acoplada à 
ionização por eletrospray (ESI). 

 

 



 

12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

13 

3 CAPÍTULO 1 
 

3.1 Objetivos 
 

Desenvolver metodologia analítica para análise de drogas de abuso 
presentes em humor vítreo, empregando o uso de técnicas modernas de 
espectrometria de massas, no caso, a fonte de ionização venture easy ambient 

sonic-spray (V-EASI). 

 

3.1.1 Espectrometria de massas acoplada ao venture easy ambient sonic-

spray (V-EASI-MS). 
 

O venture easy ambient sonic-spray (V-EASI) que foi originado da técnica de 
EASI (easy ambient sonic-spray ionization), é uma nova fonte de ionização, de 
fácil aplicação e instalação, não requer fluxo de eluente e os demais fatores 
utilizados nas fontes comerciais. Por se tratar de uma ionização ambiente, 
apresenta espectros de massas mais suaves e limpos, apenas com as 
informações necessárias para as análises. A fonte de ionização V-EASI, funciona 
de tal maneira, que através do efeito venture de sucção da amostra através de um 
capilar de sílica fundido, sendo, portanto, a amostra levada até o fluxo de ar. 
Assim o spray com a amostra é formado em microgotas em desequilíbrio de 
carga, que secam e levam os íons para fase gasosa, esses íons são levados para 
dentro do espectrômetro de massas (Figura 5).48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 - Esquema do funcionamento do V-EASI.48 
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3.2 Parte experimental 
 

3.2.1 Material biológico (matriz humor vítreo) 

As amostras de humor vítreo serão fornecidos pela Superintendência da 
Polícia Técnico-Científica (SPTC) da cidade de São Paulo, coletados nos Institutos 
Médico-Legais (IMLs) da zona oeste e sul. Este material será coletado mediante 
os seguintes critérios de: 

 

 Inclusão: cadáveres putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é 
importante fazer o exame toxicológico para excluir a intoxicação; bem 
como, cadáveres não putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é 
importante fazer o exame toxicológico.  

 exclusão: cadáveres putrefeitos/cadáveres não putrefeitos de causa mortis 
conhecida.  

 grupo controle: o grupo controle será composto de cadáveres cuja causa 

mortis foi natural. 

 

O material biológico será coletado através da utilização de punção com um 
trocarte com 0,51 mm de calibre externo, com bisel trifacetado e mandril metálico 
com calibre externo de 0,42 mm. O acesso ideal é a bissetriz dos ângulos dos 
quadrantes superiores do olho, com auxílio de afastadores de pálpebras, fugindo 
assim dos tecidos mais vascularizados, como o canto externo do olho. Todo o 
material retirado deve ser separado e identificado referente às amostras do olho 
esquerdo; bem como, do direito; conjunto a isso, deve ser acondicionado em tubos 
Vacutainer  da marca BD (REF 368521), de dimensões 13x75 mm com 
capacidade para 4 mL, contendo 6,0 mg do conservante químico fluoreto de sódio 
(NaF) e 12,0 mg de EDTA dissódico (Na2EDTA). (Protocolos Éticos de Aprovação 
(ANEXOS I, II, III e IV)). 

Em relação à cadeia de custódia, o material biológico seguirá os seguintes 
passos: o material coletado pelo técnico de necropsia do IML - Sr. Pedro Carlos 
Mollo Filho sob coordenação do médico legista responsável Sr. Ruggero Bernardo 
Felice Guidugli será lacrado e receberá uma numeração com registro em livro 
próprio, que ficará no necrotério. Estabeleceu-se como parâmetro de quantidade 
necessária de material, num total de 250 amostras. O material será encaminhado 
ao laboratório de Lesões Oxidativas sobre a coordenação da Profª Dra. Nelci 
Fenalti Höehr, onde será recebido pelo pesquisador Sr. Júlio César Santos Júnior 
registrado e armazenado em freezer adequado a - 80 oC, cujo acesso é restrito à 
Profª Dra. Nelci Fenalti Höehr e ao pesquisador Sr. Júlio César Santos Júnior; os 
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exames serão realizados pelo pesquisador Sr. Júlio César Santos Júnior  e os 
resultados constarão de um laudo que será encaminhado ao IML para ser 
anexado no laudo definitivo no prazo máximo de  60 dias para  contribuir para a 
elucidação da causa da morte (causa mortis); os resíduos serão armazenados 
durante 6 meses, caso haja necessidade de contra prova, antes de serem 
dispensados. 

 

3.2.2 Screnning de drogas de abuso 
 
3.2.2.1 Preparação de amostra 
 

 As amostras de humor vítreo analisadas (casos) foram classificadas em 3 
amostras-caso A1 (1 dia de período post-mortem), A2 (3 dias de período post-

mortem) e A3 (7 dias de período post-mortem) coletadas entre Junho e Setembro 
de 2012 (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

As amostras de humor vítreo (100 µL) foram dissolvidas em 1 mL de metanol. 
100 µL de humor vítreos (diluído 10x) foram fortificadas com 50 µL de soluções de 
cocaína (coc), benzoilecgonina (bze), cocaetileno (ce), 9-THC, THC-COOH, 
anfetamina (anf) e metanfetamina (manf) de 100 ng mL-1 ambas diluídas em 1 mL 
de metanol com 0.1% ácido fórmico (soluções controle).  

 

3.2.2.2 Espectrometria de massas: 

Para as análises no modo iônico positivo, as amostras foram colocadas em 
um vial âmbar de 2000 µL de capacidade, e 20 µL min-1 foram injetados mediante 
o uso de um capilar de sílica e uma agulha. As m/z da bze, coc, ce, 9-THC, THC-
COOH, anf e manf ambos protonados foram então monitoradas por V-EASI -MS 
em um espectrômetro de massas IT (íon trap) modelo HCT 3D (Bruker, Billerica, 
Massachusetts) acoplado a uma fonte de ionização por easy ambient sonic-spray 
(EASI). As drogas de abuso foram identificadas pela comparação com o espectro 

Tabela 3. Perfil das amostras de humor vítreo e período post-mortem 
Identificação das 

amostras 
Período post-

mortem 
A1 2093 – R/NDB 1 DIA 

2323 – L/DB 
269/12 – R/DB A2 
278/12 – L/DB 

3 DIAS 

A3 248/12 – R/DB 7 DIAS 
R – direito / L – esquerdo olho, DB – corpos em decomposição, 

NDB – corpos em não-decomposição, e amostras-caso A1, A2 e A3. 



 

16 

de massas dos compostos padrões (soluções controle). A Tabela 4 resume as 
principais condições usadas. 

 

Tabela 4. Condições operacionais e parâmetros usados na determinação             
usando V-EASI-MS 
Parâmetros  

Gás nebulizador (N2) (L min-1) 3.5 
Fluxo de gás de secagem (L min-1) 5 

Temperature de secagem (oC) 300 
 

 

3.3 Resultados e discussão 
 

 Via V-EASI(+)-MS, os perfis das amostras de humor vítreo intactas foram 
obtidos. As Figuras 6, 7, 8, 9 e 10 mostram espectros característicos para 
amostras de humores vítreos livres de drogas de abuso. Os perfis variaram muito 
devido a diferente composição bioquímica em diferentes períodos post-mortem. 

 As figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17 ilustram bem, o V-EASI(+)-MS do 
humor vítreos fortificados com 100 ng mL-1 de benzoilecgonina, cocaína, 
cocaetileno, 9-THC, THC-COOH, anfetamina e metanfetamina permitindo a 
adequada caracterização destas sete moléculas no fluido em corpos em estado de 
decomposição e em corpos não decompostos devido a detecção das formas 
protonadas de m/z 290, 304, 318, 315, 345, 136 e 150, respectivamente. Nota-se 
a análise de massa com precisão, bem como, que os padrões de fragmentação 
característicos foram determinados por experimentos MS/MS. 

 Esses sete metabólitos estavam também bem ionizados por EASI(+), o que 
portanto, facilita a sua detecção no meio de moléculas presentes em humor 
vítreos tanto de corpos não-decompostos quanto em decomposição. Os efeitos de 
matriz também foram minimizados devido ao efeito de diluição aplicado as 
amostras em questão. Felizmente, para as amostras-caso de humor vítreos, 
benzoilecgonina, cocaína e anfetamina para as amostras 248/12, 278/12 e 269/12 
puderam ser bem caracterizados mesmo depois do período post-mortem de 7 dias 
e 3 dias respectivamente. 
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Figura 6 Perfil da amostra de humor vítreo 2093 (full scan) por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Perfil da amostra de humor vítreo 278/12 (full scan) por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 Perfil da amostra de humor vítreo 248/12 (full scan) por V-EASI-MS. 
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Figura 9 Perfil da amostra de humor vítreo 269/12 (full scan) por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 Perfil da amostra de humor vítreo 2323 (full scan) por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Fragmentações da benzoilecgonina por V-EASI-MS. 
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Figura 12 Fragmentações da cocaína por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 Fragmentações do cocaetileno por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14 Fragmentações do 9-THC por V-EASI-MS. 
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Figura 15 Fragmentações do 11-nor-9-carboxi-THC por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 Fragmentações da anfetamina por V-EASI-MS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 Fragmentações da metanfetamina por V-EASI-MS. 
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  Por conseguinte, o humor vítreo é realmente a matriz para investigações 
forenses e toxicológicas devido à contaminação reduzida e traumatismos, e 
também devido a sua estabilidade analítica e esterilidade para um grande número 
de dias após a morte. Por conter pouca proteína, os constituintes podem ser 
extraídos como se estivessem numa solução tampão. O humor vítreo constitui 
também uma excelente amostra para a determinação de xenobióticos em corpos 
politraumatizados, carbonizados ou em decomposição envolvidos na causa mortis.  

 Os fragmentos mais abundantes nas Figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17 são 
normalmente usados nas transições (290>168, 304>182, 318>196, 315>254, 
345>254, 136>119, 150>119, respectivamente) normalmente selecionadas para 
confirmação e quantificação de bze, coc, ce, 9-THC, THC-COOH, anf e manf 
usando o modo MRM em análises HPLC-MS/MS. 

 

 

3.4 Conclusão 
 

 No presente trabalho, a cocaína e seus metabolitos (figuras 11, 12 e 13), 
canabinóides (Figuras 14 e 15) e anfetaminas (Figuras 16 e 17) foram detectados 
no humor vítreo post-mortem (Tabela 5) analisado. Mediante o fato da fonte de 
ionização V-EASI, ser de fácil aplicação e instalação, não requerendo fluxo de 
eluente e os demais fatores utilizados nas fontes comerciais, essa se faz de 
extrema importância e simplicidade analítica para a análise de drogas de abuso na 
matriz humor vítreo tanto em corpos em decomposição quanto em corpos não-
decompostos. Assim, o humor vítreo por encontrar-se isolado em um 
compartimento relativamente protegido de contaminação externa, invasão de 
microorganismos e traumatismos em geral, bem como, por sua 
simplicidade/estabilidade analítica e esterilidade durante um longo período após a 
morte, constitui-se como uma excelente amostra para análises toxicológicas em 
corpos politraumatizados, carbonizados ou em decomposição. Finalmente, o 
método proposto, baseado no screnning por V-EASI-MS mostrou ser satisfatório 
na verificação post-mortem. Constitui, portanto, uma importante ferramenta de 

Tabela 5. Drogas de abuso encontradas no humor vítreo 

Amostras Metabólitos 
detectados 

Íons de 
confirmação 

HV248/12 – DB bze 290,168 
HV278/12 – DB  coc 304,182 
HV2323 – DB ce 318,196 
HV2093 – NDB 9-THC 315, 254 
HV2093 – NDB THC-COOH 345, 254 
HV269/12 – DB anf 136,119 
HV2093 – DB manf 150,119 

DB – corpos em decomposição, NDB – corpos não-decompostos. 
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"fingerprinting" em análises toxicológicas post-mortem, o que é essencial para a 
rotina tanto da toxicologia quanto da patologia forense. 
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4 CAPÍTULO 2 
 

4.1 Objetivos 
 

Desenvolver metodologia analítica para análise de drogas de abuso 
presentes em humor vítreo, empregando o uso de técnicas modernas de 
espectrometria de massas, no caso, a espectrometria de massas de ressonância 
ciclotrônica de íons por transformada de Fourier (FT-ICR-MS) acoplada à 
ionização por eletrospray (ESI). 

 

4.1.1 Ionização por Eletrospray (ESI) 

 

A técnica electrospray (ESI) foi inicialmente desenvolvida por M.Dole em 
1968 e aplicada por J.B.Fenn para análise de moléculas pequenas e de proteínas. 
A fonte ESI transfere para a fase gasosa moléculas polares de diversos tamanhos 
e que frequentemente são termicamente instáveis, permitindo a análise por 
espectrometria de massas de biomoléculas, tais como proteínas. Fato antes 
impossível por técnicas clássicas como ionização por elétrons (EI), onde somente 
moléculas voláteis e termoestáveis poderiam ser ionizadas. Além disso, EI é muito 
energético, pois fragmenta as moléculas de tal maneira que o íon molecular pode 
não ser visualizado no espectro e a identificação do composto químico fica 
comprometida. O método ESI possui uma ionização branda, sendo capaz de 
ionizar moléculas até 600 Da na sua forma monocarregada, sem fragmentação, 
possibilitando a visualização de íons individuais em misturas complexas.49-50 

Por trabalhar com moléculas em solução e ser compatível com os solventes 
mais frequentemente utilizados em HPLC com fase reversa (água, metanol e 
acetonitrila), a fonte ESI pode ser usada como interface entre métodos de 
separação por HPLC e de identificação dos compostos por espectrometria de 
massas (MS) ou seqüencial (MS/MSn). Para facilitar a protonação de sítios básicos 
ou a desprotonação de sítios ácidos, é comum adicionar um agente modificador à 
solução. Para analisar as moléculas [M] básicas são adicionados 0,1 a 0,2% de 
ácido fórmico à solução o que permitirá a protonação mais rápida e eficiente do 
composto. Neste caso, ocorrerá a formação de íons [M+H]+ e sua análise é feita 
em modo positivo. Para as moléculas ácidas adiciona-se 0,1 a 0,2% de solução de 
hidróxido de amônio à solução para facilitar a desprotonação da molécula, 
formando íons [M-H]- com a análise sendo realizada no modo negativo. 
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Figura 18 Desenho simplificado de uma fonte de ionização por eletrospray. 
Adaptado.49 

 

A Figura 18 apresenta um desenho simplificado de uma fonte de ESI. A 
solução proveniente de uma bomba seringa ou um sistema de HPLC numa vazão 
de 1-15 µL min-1 é inserida no capilar em cuja extremidade é aplicada uma alta 
voltagem que poderá ser positiva quando a protonação (ionização no modo 
positivo) for requerida ou uma voltagem negativa quando a desprotonação 
(ionização no modo negativo) for desejada. O gás nitrogênio, mais empregado 
como gás nebulizador, é aquecido para facilitar ainda mais a volatilização. Dois 
mecanismos são propostos para a transferência dos íons do interior das gotículas 
para a fase gasosa: (1) a “evaporação’’ dos íons a partir da superfície das 
gotículas e (2) a subdivisão progressiva das gotículas com evaporação do 
solvente, sendo que na prática é provável que ocorram ambos os mecanismos. Ou 
seja, a transferência ocorre através da divisão e evaporação das gotas contendo 
um excesso de cargas (positivas ou negativas dependendo do modo de aquisição) 
e os íons são transferidos para a fase  gasosa e atraídos para dentro do 
espectrômetro de massas através de um gradiente de potenciais. Uma contra 
corrente de gás nitrogênio é aplicada para evitar a formação de agregados de íons 
(clusters) e também para evitar a entrada de moléculas neutras para o interior do 
espectrômetro de massas.51 

 

4.1.1.1 Espectrometria de massas de ressonância ciclotrônica de íons por 
transformada de Fourier (FT-ICR-MS). 
 

 A Espectrometria de massas de ressonância ciclotrônica de íons por 
transformada de Fourier (FT-ICR-MS) tem como base o princípio da ressonância 
ciclotrônica de íons, na qual um íon inserido em um campo magnético se move em 
uma órbita circular de freqüência ciclotrônica (figura 19), sendo característica ou 
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seletiva a sua m/z. Os íons são excitados para uma órbita de maior raio, usando 
um pulso de campo elétrico de radiofrequência, onde sua imagem de carga é 
detectada em uma placa receptora de sinal no domínio do tempo. A transformação 
de Fourier do sinal no domínio de tempo resulta em um sinal no domínio de 
frequência, que é convertido em um espectro de massas com base na relação 
inversa entre a frequência ciclotrônica e a m/z.52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Representação esquemática de uma cela analisadora FT-ICR 
cilíndrica.53 

 

Conforme isso, a FT-ICR-MS produz ultra-alta resolução e exatidão em 
análises de massas e seus valores de m/z exatos levam a exata composição 
molecular. Portanto, os equipamentos encontram erros abaixo de 1 ppm (partes-
por-milhão) em condições operacionais normais, e a avaliação da fórmula 
molecular normalmente é inequívoca. Quando a ionização por eletrospray (ESI) é 
usada espécies moleculares suaves são formadas reduzindo a complexidade do 
espectro e produzindo informação composicional livre de fragmentos em misturas 
complexas. A FT-ICR-MS pode ser visto, portanto como um espectrômetro de 
fórmula molecular.54-55 

Sabendo a composição molecular de cada constituinte, seu índice de ligação 
dupla equivalente (DBE) e número de carbonos (Cn) podem ser determinados.54 

Misturas complexas tais como extrato de produto natural própolis,56 café,57 
whisky58 e petróleo59 podem ser portanto classificados. 
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4.2 Parte experimental 
 
4.2.1 Material biológico (matriz humor vítreo) 

As amostras de humor vítreo serão fornecidos pela Superintendência da 
Polícia Técnico-Científica (SPTC) da cidade de São Paulo, coletados nos Institutos 
Médico-Legais (IMLs) da zona oeste e sul. Este material será coletado mediante 
os seguintes critérios de: 

 

 Inclusão: cadáveres putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é 
importante fazer o exame toxicológico para excluir a intoxicação; bem 
como, cadáveres não putrefeitos de causa mortis desconhecida, onde é 
importante fazer o exame toxicológico.  

 exclusão: cadáveres putrefeitos/cadáveres não putrefeitos de causa mortis 
conhecida.  

 grupo controle: o grupo controle será composto de cadáveres cuja causa 

mortis foi natural. 

 

O material biológico será coletado através da utilização de punção com um 
trocarte com 0,51 mm de calibre externo, com bisel trifacetado e mandril metálico 
com calibre externo de 0,42 mm. O acesso ideal é a bissetriz dos ângulos dos 
quadrantes superiores do olho, com auxílio de afastadores de pálpebras, fugindo 
assim dos tecidos mais vascularizados, como o canto externo do olho. Todo o 
material retirado deve ser separado e identificado referente às amostras do olho 
esquerdo; bem como, do direito; conjunto a isso, deve ser acondicionado em tubos 
Vacutainer  da marca BD (REF 368521), de dimensões 13x75 mm com 
capacidade para 4 mL, contendo 6,0 mg do conservante químico fluoreto de sódio 
(NaF) e 12,0 mg de EDTA dissódico (Na2EDTA). (Protocolos Éticos de Aprovação 
(ANEXOS I, II, III e IV)). 

Em relação à cadeia de custódia, o material biológico seguirá os seguintes 
passos: o material coletado pelo técnico de necropsia do IML - Sr. Pedro Carlos 
Mollo Filho sob coordenação do médico legista responsável Sr. Ruggero Bernardo 
Felice Guidugli será lacrado e receberá uma numeração com registro em livro 
próprio, que ficará no necrotério. Estabeleceu-se como parâmetro de quantidade 
necessária de material, num total de 250 amostras. O material será encaminhado 
ao laboratório de Lesões Oxidativas sobre a coordenação da Profª Dra. Nelci 
Fenalti Höehr, onde será recebido pelo pesquisador Sr. Júlio César Santos Júnior 
registrado e armazenado em freezer adequado a - 80 oC, cujo acesso é restrito à 
Profª Dra. Nelci Fenalti Höehr e ao pesquisador Sr. Júlio César Santos Júnior; os 
exames serão realizados pelo pesquisador Sr. Júlio César Santos Júnior  e os 
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resultados constarão de um laudo que será encaminhado ao IML para ser 
anexado no laudo definitivo no prazo máximo de  60 dias para  contribuir para a 
elucidação da causa da morte (causa mortis); os resíduos serão armazenados 
durante 6 meses, caso haja necessidade de contra prova, antes de serem 
dispensados. 

 

4.2.2 Análise metabolômica de cocaína 
 
4.2.2.1 Preparação de amostra 

 

 As amostras de humor vítreo analisadas (ambos controles e casos) foram 
classificadas  em grupo controle de corpos em decomposição (DBCG) e 2 
amostras-caso A1 (3 dias de período post-mortem), A2 (7 dias de período post-

mortem) coletadas entre Junho e Setembro de 2012 (Tabela 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 As amostras de humor vítreo (10 µL) foram dissolvidas em 1 mL de 
metanol. 100 µL de humor vítreos (diluído 100x) foram fortificadas com 50 µL de 
soluções de cocaína e cocaetileno de 100 ng mL-1 ambas diluídas em 1 mL de 
metanol com 0.1% ácido fórmico (DBCG). 

 

4.2.2.2 Espectrometria de massas 

 

 

Para as análises no modo iônico positivo, as amostras foram colocadas em 
um compartimento para 96 amostras (200 µL de volume total em cada container), 
e 10 µL foi injetado mediante o uso do sistema robótico Advion TriVersa 
NanoMate®.60 A m/z da cocaína protonada e seu metabólito foram então 
monitoradas por FT-ICR-MS em um espectrômetro de massas LTQ-FT Ultra 

Tabela 6. Perfil das amostras de humor vítreo e período post-mortem 
Identificação das 

amostras 
Período 

post-mortem 
Identificação das 

amostras 
Período   

post-mortem 
  269/12 – L/DB 
  278/12 – R/DB 

2223 – R/DB 
A1 

278/12 – L/DB 
3 DIAS 

2223 – L/DB 248/12 – R/DB 
2227 – R/DB 248/12 – L/DB 
2227 – L/DB 

3 DIAS 

256/12 – R/DB 

DBCG 

  

A2 

256/12 – L/DB 

7 DIAS 

R – direito / L – esquerdo olho, DB – corpos em decomposição, 
DBCG – grupo controle de corpos em decomposição, e amostras-caso A1 e A2. 
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(Thermo Scientific, Bremen, Germany) acoplado a uma fonte de ionização por 
eletrospray (ESI). A Tabela 7 resume as principais condições usadas. 

 

Tabela 7. Condições operacionais e parâmetros usados na determinação usando 
FT-ICR-MS 

Parâmetros  
Fonte de ionização ESI 

Modo iônico + 
Volume de injeção (µL) 10 
Pressão do Gás (psi) 0,45 

Voltagem do Capilar (kV) 1,85 
Temperatura do Capilar (oC) 280 

 

4.3 Resultados e discussão 
 

 Via ESI(+) FT-ICR-MS, os perfis das amostras de humor vítreo intactas 
foram obtidos. As Figuras 20, 21, 22, 23 e 24 mostram espectros característicos 
para amostras de humores vítreos. Tais perfis foram considerados similares para 
as amostras de mesmo período, mas variaram muito devido a diferente 
composição bioquímica em diferentes períodos post-mortem. Essa variação tem 
sua origem muito provavelmente no estado fisiológico do doador, que é 
influenciado, por exemplo, pelo: estado clínico (sistema imune, doenças clínicas 
pregressas e fatores genéticos), estado nutricional, gênero e idade. 
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Figura 20 – Perfil típico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vítreo 248/12 
para o período de 7 dias post-mortem.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 – Perfil típico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vítreo 256/12. 
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Figura 22 – Perfil típico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vítreo 2223 para 

o período de 3 dias post-mortem. 
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Figura 23 – Perfil típico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vítreo 278/12. 
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Figura 24 – Perfil típico ESI(+)FT-ICR-MS da amostra de humor vítreo 2227 para 
o período de 3 dias post-mortem. 

 

 

 As Figuras 25 e 26 ilustram bem, o ESI(+) FT-ICR-MS de humor vítreos 
fortificados com tão pouco como 100 ng mL-1 de cocaína e cocaetileno permitindo 
a adequada caracterização destas duas moléculas no fluido em decomposição 
devido a detecção das formas protonadas de m/z 304 e 318. Nota-se a análise de 
massa com alta precisão (A) bem como, que os padrões de fragmentação 
característicos foram determinados por experimentos MS/MS (B) e MS3 (C).  
Esses dois metabólitos estavam também bem ionizados por ESI(+), o que, 
portanto, facilita a sua detecção no meio de moléculas presentes em humor 
vítreos em decomposição. 

 Os efeitos de matriz também foram minimizados devido à altíssima 
resolução e precisão da análise FT-ICR-MS que funciona como um método 
eficiente de separação com base em diferentes valores de m/z, mesmo para 
moléculas isobáricas (com a mesma massa nominal). Felizmente, para as 
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amostras de humor vítreo do “mundo real” (Figuras 27 e 28), cocaína para as 
amostras 269 e 278 e cocaetileno para as amostras 248 e 256 puderam ser bem 
caracterizadas mesmo depois do período post-mortem de 3 dias e 7 dias, 
respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 – ESI(+) FT-ICR-MS de uma amostra de humor vítreo fortificada com 
100 ng mL-1 de cocaína e (B) MS/MS da molécula protonada de cocaína de m/z 

304 e (C) MS3 do íon fragmento 182. 
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Figura 26 – ESI(+) FT-ICR-MS de uma amostra de humor vítreo fortificada com 
100 ng mL-1 de cocaetileno e (B) MS/MS da molécula protonada de cocaetileno  

de m/z 318 e (C) MS3 do íon fragmento 196. 
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Figura 27 – Confirmação da cocaína no humor vítreo (248/12 – R/DB) por     
ESI(+) FT-ICR-MS e experimentos MSn. 
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Figura 28 – Confirmação do cocaetileno no vítreo (256/12 – R/DB) por FT-ICR-
MS: espectro full scan (A), íon m/z 318 (B) e fragmentações MS/MS do íon m/z 

196. 
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Tabela 8. Resultado da análise metabolômica para cocaína e cocaetileno por FT-
ICR-MS 

Amostras Fórmula 
[M-H]+ 

Massa 
Teórica 

Massa 
Experimental 

Erro 
(ppm) 

Fórmula  
[M-H]+ 

Massa 
Teórica 

Massa 
Experimental 

Erro 
(ppm) 

248/12 – 
R/DB 

304,15440 0,214 318,16997 - 
0,047 

248/12 – 
L/DB 

304,15451 0,575 318,17005 0,204 

256/12 – 
R/DB 

304,15449 0,510 318,16989 - 
0,299 

256/12 – 
L/DB 

304,15453 0,641 318,17003 0,141 

269/12 – 
L/DB 

304,15446 0,411 318,17016 0,550 

278/12 – 
R/DB 

304,15449 0,510 318,17020 0,676 

278/12 – 
L/DB 

304,15439 0,181 318,17015 0,518 

2223 – 
R/DB 

304,15451 0,575 318,17010 0,361 

2223 – 
L/DB 

304,15439 0,181 318,17019 0,644 

2227 – 
R/DB 

304,15452 0,608 318,17019 0,644 

2227 – 
L/DB 

Cocaína 
C17H22N1O4 

304,15433 

304,15440 0,214 

Cocaetileno 
C18H24N1O4 

318,17012 

318,17013 0,456 

 
 

  É sabido que em sangue ou em soluções aquosas em geral, incluindo, 
portanto o humor vítreo, a cocaína (coc) é rapidamente degradada. In vivo, 
cocaína é rapidamente inativada pela ação de esterases hepáticas e colinesterase 
plasmática (PChE) para formar ecgonina metiléster (EME) ou por hidrólise 
espontânea a benzoilecgonina (bze). Ambos os metabólitos são ainda mais 
hidrolisados para ecgonina (ECG). Na presença de etanol, a cocaína também é 
convertida em cocaetileno (ce) por uma reação de transesterificação no fígado, 
sendo adicionalmente transformada em norcocaetileno (Norce) e éster etílico de 
ecgonina (EEE) (Figura 4). A presença de etanol também aumenta a desmetilação 
da cocaína para o metabólito ativo norcocaína (Ncoc).45 Além disso, a cocaína é 
constantemente degradada em amostras de sangue, plasma ou humor vítreo não-
estabilizadas até o tempo de análise. Portanto, o metabólito bze é considerado 
como o analito alvo mais viável na investigação de casos forenses utilizando 
amostras de humor vítreo com a suspeita de abuso prévio de cocaína.45  

  Mas se a bze estiver ausente nas amostras de humor vítreo testadas, 
somente a cocaína e cocaetileno poderiam ser detectados. Parece que a cocaína 
é muito mais preservada em humor vítreo em comparação com plasma e urina.  

  O humor vítreo é realmente a matriz para investigações forenses e 
toxicológicas devido à contaminação reduzida e traumatismos, e também devido a 
sua estabilidade analítica e esterilidade para um grande número de dias após a 
morte. Por conter pouca proteína, os constituintes podem ser extraídos muitas 
vezes como se estivessem numa solução tampão. O humor vítreo constitui 
também uma excelente amostra para a determinação de xenobióticos em corpos 
politraumatizados, carbonizados ou em decomposição envolvidos na causa mortis.  

  Para uma detecção inequívoca da cocaína, MS/MS e MS3 são de fato 
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benéficos. A Figura 25 mostra que os íons fragmentos de m/z 182 ([M+H-
PhCO2H]+ e m/z 82 (C5H8N

+) são mais abundantes e característicos na MS/MS da 
cocaína protonada, enquanto que o íon de m/z 182 mostra um padrão rico de 
fragmentação.61 Para o cocaetileno, a Figura 26 mostra que o íon fragmento de 
m/z 196 (C10H14NO3

+) e m/z 150 (C9H12NO+) são mais abundantes no MS/MS de 
suas moléculas protonadas,62 considerando que o MS3 da íon fragmento de m/z 
196 também é diversificado e muito característico. 

 Os fragmentos mais abundantes nas Figuras 25 e 26 são normalmente usados 
nas transições (304>182 / 304>82 e 318>196 / 318>150, respectivamente) 
normalmente selecionadas para identificação, confirmação e quantificação de 
cocaína e cocaetileno usando o modo MRM em análises HPLC-MS/MS.  

 Como mostra a Tabela 3, os dois principais metabólitos resultantes de uso 
de cocaína (cocaína e cocaetileno) puderam ser inequivocamente identificados 
com alta resolução e exatidão via análise direta ESI(+) FT-ICR-MS(/MS) de 
amostras de humor vítreo. Os erros encontrados nos valores m/z experimentais 
em comparação com os valores teóricos, em ambos os metabólitos foram 
inferiores a 1 ppm, demonstrando a viabilidade analítica do método sugerido. 

 

4.4 Conclusão 
 

 Embora os perfis das amostras de humor vítreos como revelado pela 
monitorização por ESI(+) MS, mostraram uma grande variabilidade na sua 
composição (bio)química em função do período post-mortem, devido às intensas 
atividades dos fenômenos putrefativos, que também promovem a degradação do 
metabólito, ainda a cocaína e cocaetileno puderam ser tanto identificados e 
confirmados com precisão em amostras fortificadas, bem como, humor vítreos 
reais coletados de corpos em decomposição com diferentes tempos post-mortem 
via análise ESI(+)FT-MS direta, rápida e livre de separação.  

 A ultra-alta resolução e precisão da análise MS, eliminou interferências 
isobáricas e permitiu a detecção inequívoca desses metabólitos, que também foi 
corroborado por scans MS/MS e MS3.  

 A análise metabolômica por ESI(+)FT-ICR-MS através da análise direta de 
humor vítreos provou, portanto, fornecer uma ferramenta confiável nas 
investigações forenses e toxicológicas na pesquisa de drogas de abuso, como 
demonstrado aqui para cocaína e além do uso de cocaína e álcool. Ao todo, a 
metabolômica post-mortem de humor vítreos via FT-ICR-MS parece fornecer uma 
ferramenta rápida, segura e bastante abrangente em toxicologia post-mortem e 
patologia forense. 
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6 ANEXOS 
 

6.1 ANEXO I – APROVAÇÃO CEP 
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6.2 ANEXO II – APROVAÇÃO GERAL IML/SPTC/SP 
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6.3 ANEXO III – APROVAÇÃO LOCAL DE COLETA 1 IML/SPTC/SP 
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6.4 ANEXO IV – APROVAÇÃO LOCAL DE COLETA 2 IML/SPTC/SP 
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6.5 ANEXO V – TCLE IML/SPTC/SP 
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