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RESUMO 

 

TOGNI, L.R. Uso da microextração por sorbente empacotado (MEPS) para 
preparo de amostras em análises toxicológicas envolvendo fármacos 
benzodiazepínicos. f. Dissertação de mestrado. Departamento de 
Análises Clínicas e Toxicológicas, Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

A microextração por sorbente empacotado (MEPS) é uma técnica de preparo de 
amostras ainda pouco utilizada no âmbito da toxicologia, em que os mesmos 
princípios da extração em fase sólida convencional são adaptados para uma escala 
miniaturizada. As principais vantagens da técnica estão associadas ao pequeno 
volume de amostra e de solventes utilizados, à possibilidade de realizar múltiplas 
extrações com um mesmo cartucho e à facilidade de automação. Os 
benzodiazepínicos possuem grande relevância na toxicologia dada sua ampla 
utilização e seus efeitos que podem, por exemplo, comprometer a capacidade de 
dirigir, além do uso abusivo, e como drogas facilitadoras de crimes. Neste trabalho, 
um método de MEPS foi desenvolvido e otimizado para a determinação de sete 
benzodiazepínicos e seus produtos de biotransformação (diazepam, clonazepam, 
flunitrazepam, alprazolam, bromazepam, 7-aminoflunitrazepam e nordiazepam) 
utilizando 100 µL de amostra de sangue total post mortem. Após a extração, os 
eluatos foram analisados por cromatografia líquida em fase reversa acoplada a 
espectrometria de massas. O método foi validado de acordo com as recomendações 
do Scientific Working Group for Forensic Toxicology, apresentando linearidade 
adequada de 5 a 500 ng.mL- . Os valores de exatidão (90,4 a 109,5%), precisão 
intra-dia (2,5 a 10,7 %CV) e inter-dia (1,1 a 8,0 %CV) também foram satisfatórios. 
MEPS foi realizada mais de 60 vezes com a mesma fase extratora sem evidências 
de contaminação cruzada. Dez amostras reais fornecidas pelo Instituto Médico Legal 
de São Paulo foram analisadas. Foram quantificados diazepam, nordiazepam, 
clonazepam e bromazepam. Os resultados encontrados em cada uma das amostras 
foram comparados com dados da literatura. 

 

Palavras-chave: MEPS; post mortem; cromatografia líquida; espectrometria de 

massas; MEPS-LC-MS/MS.   
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ABSTRACT 

 

TOGNI, L.R. Microextraction by packed sorbent (MEPS) for sample preparation 
in toxicological analyses involving benzodiazepines. p. 
dissertation. Department of Clinical Chemistry and Toxicology, Faculty of 
Pharmaceutical Sciences, University of de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Microextraction by packed sorbent (MEPS) is a sample preparation technique still 
little used in toxicology, where the same principles of conventional solid phase 
extraction are adapted to a miniaturized scale. The main advantages of the technique 
are associated with the small volume of sample and solvents required, the possibility 
of performing multiple extractions with the same cartridge and ease process 
automation. Benzodiazepine drugs are relevant in toxicology because of their 
widespread use, and effects (which may, for example, compromise the ability to drive 
vehicles), abuse and records as crime-facilitating drugs. In this work, a MEPS 
method was developed and optimized for a determination of seven benzodiazepines 
and their metabolites (diazepam, nordiazepam, clonazepam, flunitrazepam, 

-aminoflunitrazepam, alprazolam, and bromazepam) using 100 µL of post mortem 
whole blood. After extraction, the eluates were analyzed by reversed-phase liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry. The method was validated according 
to the recommendations of the Scientific Working Group for Forensic Toxicology, 
presenting adequate linearity from 5 to 500 ng.mL- . The values of accuracy (90.4 to 
109.5%), intra-day precision (2.5 to 10.7 %CV) and inter-day (1.1 to 8.0 %CV) also 
presented satisfactory results. MEPS was performed more than 60 times with the 
same extractive phase without compromising the results with the evidence of 
carryover. 
Institute of Legal Medicine were submitted to analysis by MEPS-LC-MS/MS. In these 
samples, the following analytes were quantified: diazepam, nordiazepam, 
clonazepam and bromazepam. The results found in each of the samples were 
compared with data from the literature. 

 

Keywords: MEPS; post mortem; liquid chromatography; mass spectrometry; MEPS-

LC-MS/MS. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 INTOXICAÇÕES MEDICAMENTOSAS HUMANAS NO BRASIL 

 

Os sistemas de informação em saúde são os principais instrumentos de 

monitoramento e coleta de dados relacionados a problemas de saúde de uma 

população (NETO, 2017). São exemplos de sistemas de informação em saúde de 

abrangência nacional relacionados ao âmbito da toxicologia o Sistema de Informação 

de Agravos de Notificação (SINAN), o Sistema de Informação de Mortalidade (SIM) e 

o Sistema Nacional de Informações Toxicológicas (SINITOX). 

O SINITOX registra, desde a década de 80, informações provenientes dos 

Centros de Informação (CIT) e de Centros de Informação e Assistência Toxicológica 

(CIAT) de todos os estados brasileiros. Em 1994 os medicamentos passaram a ser o 

principal agente tóxico reportado e essa tendência se manteve até 2013 

(MAGALHÃES, 2017). A classificação do SINITOX agrupa as intoxicações 

medicamentosas em um só grupo, impossibilitando aprofundamento da pesquisa com 

relação à classe terapêutica desses medicamentos relacionados a quadros de 

intoxicação. 

 Um dos estudos mais abrangentes sobre intoxicações medicamentosas no 

Brasil utilizou SIM e reuniu dados dos anos de 1996 a 2005. De acordo com o SIM - 

no período estudado - 0,04% dos óbitos registrados ocorreram por intoxicação 

medicamentosa. A principal circunstância de óbito causado por medicamentos foi a 

autointoxicação intencional, representando mais de 50% dos casos. Esse banco de 

dados, especificamente, classifica os óbitos de acordo com o Código Internacional de 

Doenças (CID-10), indicando que entre os óbitos cujo xenobiótico foi identificado, a 

a mais prevalente. Todavia, assim como no SINITOX, não é possível estabelecer a 

principal classe farmacológica envolvida em óbitos no Brasil (MOTA et al., 2012).  

Estudos realizados especificamente para o estado de São Paulo utilizando 

dados do SINAN e SIM indicam uma tendência crescente para as internações e óbitos 

por intoxicação medicamentosa, com destaque para a mortalidade por intoxicação 

medicamentosa intencional. Entre 1996 e 2012 a principal causa de óbitos por 
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intoxicação medicamentosa para o gênero feminino foram casos intencionais devido 

ao uso de substâncias também do código X61 da CID-10, ou seja: anticonvulsivantes, 

sedativos, hipnóticos, antiparkinsonianos e psicotrópicos. Sendo assim, talvez seja 

possível inferir que as estatísticas regionais e nacionais seguem a mesma tendência 

(OLIVEIRA, 2017). 

 

1.2 BENZODIAZEPÍNICOS 

 

Os fármacos da classe dos benzodiazepínicos são agonistas seletivos dos 

receptores GABAérgicos do sistema nervoso central (SNC), especificamente dos 

receptores do tipo GABAA, cujo canal é regulado por ligante. Os benzodiazepínicos 

atuam em um sítio 

-aminobutírico) endógeno aos receptores e potencializando 

os efeitos desse neurotransmissor inibitório do SNC. Os receptores benzodiazepínicos 

também são sítio de ação de outras substâncias como anestésicos e barbitúricos. 

Além dessas, são exemplos de outras substâncias que atuam nos receptores GABAA  

o etanol, alguns antidepressivos e analgésicos opióides (DRUMMER, O. H., 2002; 

RANG et al., 2007). 

De maneira geral esses fármacos são utilizados clinicamente como agentes 

ansiolíticos e hipnóticos, apesar disso, alguns também apresentam atividade 

anticonvulsivante (RANG et al., 2007). 

A estrutura química básica dos benzodiazepínicos consiste num anel de sete 

elementos fundido com um anel aromático, com quatro substituintes principais, que 

podem ser alterados sem que ocorra perda da atividade da molécula. Os diferentes 

substituintes garantem que cada um dos benzodiazepínicos apresentem diferentes 

seletividades pelo sítio de ação, além de diferenças acentuadas na farmacocinética. 

O protótipo da classe é o clordiazepóxido, sintetizado em 1961, apresentado na Figura 

1 (DRUMMER, O. H., 2002; RANG et al., 2007). 
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Figura 1  Estrutura química do clordiazepóxido 
 

N

N
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CH3
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Esses fármacos costumam ser bem absorvidos quando administrados por via 

oral, possuem elevada ligação a proteínas plasmáticas e baixos volumes de 

distribuição (devido à alta lipossolubilidade), porém esses parâmetros 

farmacocinéticos podem variar de acordo com a molécula em questão. As 

concentrações sanguíneas máximas desses fármacos são geralmente observadas 

duas horas após a administração do medicamento, podendo se estender a seis horas 

(POISINDEX®, 2014). 

Dados cinéticos e farmacológicos de alguns benzodiazepínicos estão 

apresentados na Tabela 1 (SCHULZ et al., 2012). 

 

Tabela 1  Informações cinéticas e farmacológicas de alguns benzodiazepínicos 

Fármaco Analito no sangue t½ (h) 

Concentração 

terapêutica 

(ng.mL-1) 

Concentração 

tóxica mínima 

(ng.mL-1) 

Alprazolam Alprazolam 6  20 5  80 100  400 

Bromazepam Bromazepam 8  22 50 200 250  400 

Clonazepam Clonazepam 20 60 20  80 100 

Diazepam 
Diazepam 

Nordiazepam 

24  48 

50  99 

100  2500 

200  800 

3000  5000 

1500  2000 

Flunitrazepam 
Flunitrazepam 

7-aminoflunitrazepam 
10  30 

5  20 

20 

50 

200 

 
Fonte: retirado de SCHULZ et al. (2012) 
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Os benzodiazepínicos são divididos em três grupos, de acordo com seus 

tempos de ação: os de ação curta, usados para o tratamento de insônia e outros 

distúrbios do sono, tem tempo de ação inferior a 12h; e os de ação intermediária (12 

a 24h) e longa (tempo de ação superior a 24h), que são usados no tratamento de 

diversas formas de ansiedade. Os diferentes tempos de ação desses fármacos estão 

relacionados a presença ou não de produtos de biotransformação com atividade 

farmacológica. As substâncias de ação curta são biotransformadas por conjugação 

com ácido glicurônico, enquanto as de ação mais longa sofrem extensa 

biotransformação de fase I, formando produtos intermediários ativos, cujos tempos de 

meia-vida (t½) são prolongados (MANDRIOLI; MERCOLINI; RAGGI, 2008). A Figura 

2 exemplifica a biotransformação do diazepam, um benzodiazepínico de ação longa. 

No caso do diazepam ocorre a formação de três produtos farmacologicamente 

ativos por reações de biotransformação de fase I: o temazepam (por reação de 

hidroxilação); o nordiazepam (reação de desmetilação) e o oxazepam. O temazepam 

pode ser excretado por conjugação direta com ácido glicurônico ou passar por essa 

reação de biotransformação de fase II após desmetilação a oxazepam. Já o 

nordiazepam passa por hidrolixação, sendo convertido a oxazepam para posterior 

conjugação com ácido glicurônico e excreção na urina. Para análises de diazepam em 

sangue devem ser pesquisados, no mínimo, o fármaco inalterado e nordiazepam (seu 

principal produto de biotransformação) (DRUMMER, O. H., 2002). 

Quando a substância pesquisada no sangue for clonazepam ou flunitrazepam, 

a literatura indica que sejam pesquisados também seus produtos 7-amino e 7-

acetamido (Figura 3). Os produtos 7-amino são especialmente importantes para 

análises post mortem, tendo em vista que os benzodiazepínicos com grupamento 7-

nitro são instáveis no sangue, sendo reduzidos naturalmente antes mesmo da coleta 

(DRUMMER, O. H., 2002). 
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Figura 2  Principais produtos de biotransformação do diazepam 

 

 

Fonte: adaptado de Thomson Reuters IntegritySM  

 

 

Figura 3  Principais produtos de biotransformação do clonazepam 

 

 

Fonte: adaptado de Thomson Reuters IntegritySM  
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1.2.1 Intoxicações por fármacos da classe dos benzodiazepínicos 

 

Os fármacos da classe dos benzodiazepínicos foram amplamente utilizados no 

passado como ansiolíticos, sendo inicialmente consideradas substâncias seguras e 

de baixa toxicidade. Atualmente, os benzodiazepínicos têm sido substituídos por 

fármacos antidepressivos para o tratamento de estados de ansiedade, restringindo 

sua aplicação a transtornos específicos, ou quadros psiquiátricos agudos (RANG et 

al., 2007). 

Outro uso farmacológico de destaque dos benzodiazepínicos se dá pela ação 

hipnótica destas substâncias, induzindo o sono e promovendo sedação. Todavia, 

preconiza-se que tratamentos para insônia com esse tipo de medicamento não sejam 

prolongados por mais de algumas semanas, devido ao desenvolvimento de tolerância 

e dependência (RANG et al., 2007). 

Apesar dos benzodiazepínicos serem fármacos de venda controlada pela 

Portaria SVS/MS nº 344 de 1998 (lista B1 - psicotrópicos prescritos em notificação de 

 do uso terapêutico dessas substâncias ser restrito a condições clínicas 

específicas, da descoberta do potencial de abuso da classe e de riscos relacionados 

ao uso irracional de medicamentos, estima-se que 50 milhões de pessoas façam uso 

diário de benzodiazepínicos. Um estudo realizado pela consultoria IMS Health indica 

ainda que, entre 2009 e 2014, a venda de benzodiazepínicos aumentou 42% no Brasil 

(NERI, 2014).  

Azevedo et al. (2016) observou que alprazolam, bromazepam, clonazepam, 

diazepam e lorazepam foram os benzodiazepínicos mais prescritos entre 2010 e 2012 

em nosso país. Também foi relatado aumento de prescrições de benzodiazepínicos 

de meia-vida curta e uma diminuição das prescrições de diazepam (fármaco de meia-

vida longa). 

Outro levantamento estatístico determinou uma prevalência anual de 8,79% 

para o uso de medicamentos psicotrópicos de uma população de São Paulo. Os 

psicotrópicos mais utilizados foram os antidepressivos (4,72%) e os 

benzodiazepínicos (4,20%) (QUINTANA et al., 2015). 
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O relatório mais recente da International Narcotics Control Board (2016) indica 

um crescimento de 49% na produção de benzodiazepínicos entre os anos de 2014 e 

2015 em todo o mundo. O relatório ainda destaca que o consumo total dessa classe 

de fármacos aumentou 19% entre esses dois anos e que os fármacos mais usados 

são os de ação ansiolítica (alprazolam, diazepam e lorazepam). Especificamente no 

caso do Brasil, uma substância que merece destaque é o clonazepam, que é o 

medicamento psicotrópico mais consumido no país, seguido pelos também 

benzodiazepínicos, bromazepam e alprazolam (Boletim de Farmacoepidemiologia, 

2011). Além disso, o Brasil se destaca por ser um dos maiores produtores mundiais 

de clonazepam na última década (Psychotropic Substances, 2017). 

De acordo com o relatório mais recente do Toxicology Investigators Consortium 

(ToxIC), em 2016 os analgésicos não-opióides foram os principais medicamentos 

relacionados a casos de intoxicação nos Estados Unidos, representando 12,8% dos 

casos. Seguidos, respectivamente, pelo grupo dos hipnóticos, sedativos e relaxantes 

musculares (11,8%); antidepressivos (11,1%) e opióides (9,8%). Entre os hipnóticos 

e sedativos, os benzodiazepínicos representam mais da metade (52,6%) dos casos 

reportados. Pela primeira vez, o benzodiazepínico mais reportado em casos de 

intoxicação nos Estados Unidos foi o alprazolam (20,6%). Anteriormente o 

clonazepam era o fármaco mais incidente, mas que agora está na segunda colocação 

da lista, com representação de 15,5% dos casos, seguido pelo lorazepam (7,4%) e 

diazepam (4,1%) (FARRUGIA et al., 2017). 

Além de causarem dependência, os benzodiazepínicos têm sido consumidos 

junto com outras drogas de abuso, principalmente estimulantes do sistema nervoso 

central, como heroína, cocaína e ecstasy, a fim de modular os efeitos dessas outras 

drogas. A literatura também cita o consumo de álcool e outros medicamentos com o 

intuito recreacional de potencializar os efeitos sedativos (KURTZ et al., 2011). Em 

outros casos, a associação de opióides a benzodiazepínicos é feita para potencializar 

a intoxicação, aumentando o efeito recreacional dos opióides (JONES, J. D.; MOGALI; 

COMER, 2012). Publicações recentes destacam o uso abusivo de benzodiazepínicos 

principalmente por adolescentes e jovens, com ênfase para o flunitrazepam (Drugs 

of abuse: a DEA resource guide, 2017). 
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O uso de benzodiazepínicos como drogas de abuso não se restringe às 

formulações farmacêuticas disponíveis no mercado. Substâncias derivadas dessa 

classe farmacológica, chamadas de designer benzodiazepines, têm sido apreendidas 

nos últimos anos. Alguns dos designer benzodiazepines são produtos de 

biotransformação ativos de fármacos tradicionais, que são vendidos na forma de pó, 

comprimidos, cápsulas ou blotters. Os maiores exemplos são o fonazepam 

(desmetilflunitrazepam) e o nifoxipam (3-hidróxi-desmetilflunitrazepam). Outros são 

moléculas que a indústria desenvolveu, mas não chegou a lançar comercialmente, 

como é o caso do pirazolam, diclazepam e flubromazepam (MOOSMANN; KING; 

AUWÄRTER, 2015). Já existem casos publicados na literatura de intoxicações 

relacionadas e essas novas substâncias (KATSELOU et al., 2017). 

A Associação Brasileira de Centros de Informação e Assistência Toxicológica 

(ABRACIT) disponibiliza em seu website uma série de levantamentos estatísticos de 

casos de intoxicação por todo o Brasil. Os dados mais atualizados encontrados foram 

os do Centro de Informações Toxicológicas do Rio Grande do Sul (CIT-RS), Centro 

de Informações Toxicológicas do Amazonas e Centro de Controle de Intoxicações 

(CCI) da Universidade Estadual de Campinas, em São Paulo. Nos três estados, e em 

todos os períodos pesquisados (2007 a 2013), a classe dos medicamentos 

benzodiazepínicos foi indicada como um importante agente tóxico, relacionado 

principalmente à intoxicação de adultos, porém presente em todas as faixas etárias. 

De acordo com o relatório do CIT-RS (2014), em 2013 o clonazepam foi o 

medicamento responsável pelo maior número de registros de casos, seguido pelo 

diazepam, alprazolam e bromazepam, respectivamente. 

Uma análise retrospectiva descritiva de dados de uma unidade de 

pronto-atendimento em Minas Gerais destaca que os benzodiazepínicos foram a 

principal causa de intoxicação observada no estudo. Os principais fármacos 

observados foram os mesmos que no CIT-RS (Gráfico 1), mas esse novo estudo 

também avaliou as associações responsáveis pelas intoxicações registradas. As 

principais classes farmacológicas associadas aos benzodiazepínicos foram 

antidepressivos, antipsicóticos e o álcool. Esse levantamento também relata que a 

administração de flumazenil (antídoto usado em casos de intoxicação confirmada por 

benzodiazepínicos) foi o terceiro procedimento de desintoxicação mais realizado na 
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unidade naquele período (AMARAL ALMEIDA; COUTO; DRUMOND CHEQUER, 

2016). 

 

Gráfico 1  Fármacos da classe dos benzodiazepínicos relacionados a intoxicações registradas no 
CIT-RS durante o ano de 2013 

 

 

Fonte: CIT-RS 

 

1.2.2 Benzodiazepínicos e a toxicologia forense 

 

A classe dos benzodiazepínicos se destaca em diversos países entre as drogas 

mais frequentemente encontradas em análises toxicológicas de emergência e em 

toxicologia forense (BELOW; LIGNITZ, 2003; CAMPELO; CALDAS, 2010; BUCKLEY 

et al., 2015; KIM et al., 2015; ZUBIAUR et al., 2015; MOWRY et al., 2016; STEUER; 

EISENBEISS; KRAEMER, 2016; HAMNETT et al., 2017). O amplo uso desses 

medicamentos e a associação destes com outras drogas fazem com que a 
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quantificação dessas substâncias seja uma rotina importante nos laboratórios de 

toxicologia.  

Benzodiazepínicos também são citados como substâncias facilitadoras de 

crimes, destacando-se em casos de drug facilitaded sexual assaults. Tendo em vista 

esse tipo de crime, em alguns países, as formulações farmacêuticas de 

benzodiazepínicos recebem corantes para que, quando diluídos, alterem as 

características originais das bebidas e impeçam que uma pessoa desavisada seja 

vítima desse tipo de golpe (HALL; MOORE, 2008; CRIME, 2011; Drugs of abuse: a 

DEA resource guide, 2017; ANDERSON; FLYNN; PILGRIM, 2017). 

Associados ou não a outras drogas, os benzodiazepínicos são relacionados a 

acidentes de trânsito devido à redução da vigilância e disfunções cognitivas, inclusive 

redução do controle olho-mão e aumento de tempo de reação do motorista 

(DRUMMER, O. H., 2002; CHARLSON et al., 2009; ELVIK, 2013; PAPOUTSIS et al., 

2016). No Brasil um levantamento realizado com amostras de vítimas de acidentes de 

trânsito, necropsiadas na cidade de Porto Alegre, classifica os benzodiazepínicos 

entre as substâncias mais prevalentes nos exames toxicológicos, sendo superados 

apenas pelo álcool, canabinóides (maconha) e cocaína (PECHANSKY; DUARTE; 

BONI, 2010). Alguns dos valores de corte (cut-off) máximos indicados para métodos 

de análise de sangue total, para caracterizar o uso de benzodiazepínicos por 

motoristas envolvidos em acidentes de trânsito, estão apresentados na Tabela 2. 

Um estudo realizado na Suécia relaciona a quantidade de doses de 

medicamentos psicoativos comercializados naquele país com dados médico-legais, 

ressaltando incidência de intoxicações fatais por clonazepam, flunitrazepam, 

midazolam, entre outros (JONSSON et al., 2014). 

Um estudo feito com laudos cadavéricos do Instituto Médico Legal do Distrito 

Federal (IML-DF) descreve que os medicamentos estão entre os principais agentes 

etiológicos identificados nos exames toxicológicos realizados naquela instituição entre 

2009 e 2013 (MAGALHÃES, 2017).  
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Tabela 2  Valores máximos indicados para caracterizar direção sob efeito de benzodiazepínicos 
(análise de sangue total) 

 

Substância Valor de cut-off (ng.mL-1) 

Diazepam 20 

Nordiazepam 20 

Oxazepam 50 

Tepazepam 50 

Alprazolam 10 

Clonazepam 10 

Lorazepam 10 

Midazolam 20 

Fonte: adaptado de WALSH et al. (2008) 

 

Dados consolidados do SINAN, SIM e IML-DF para o período de 2009 a 2013, 

relacionados a óbitos somente do Distrito Federal, demonstram que os seguintes 

classes terapêuticas foram identificadas em intoxicações fatais envolvendo 

medicamentos: antibióticos, benzodiazepínicos, antidepressivos, antiepiléticos, 

analgésicos, antiinflamatórios e antiipertensivos (MAGALHÃES, 2017). 

Um levantamento realizado para o município de São Paulo (SP), com dados do 

SINAN e SIM do ano de 2014, descreve que intoxicações exógenas fatais ocorreram 

em praticamente todas as faixas etárias, exceto crianças de 5 a 9 anos. A maior parte 

(69,1%) desses óbitos foi atestada por médicos do IML-SP, seguido pelo Serviço de 

Verificação de Óbitos (13,8%). O agente tóxico mais frequente foi o álcool (25,2%). O 

grupo dos anticonvulsivantes, sedativos, hipnóticos, antiparkinsonianos e 

psicotrópicos corresponde a 9,6% dos óbitos desse estudo (NETO, 2017). 

Apesar dessas informações, não existem estudos que relacionem, em nível 

nacional, intoxicações por uma classe específica de medicamentos e mortalidade. 

No contexto global, diversos outros países também têm trabalhos publicados 

relacionando mortalidade a intoxicações exógenas. Um estudo canadense indica que, 

entre 1996 e 2013, os usuários de heroína, cocaína, álcool e anfetaminas que 

associaram essas substâncias a benzodiazepínicos tiveram maior mortalidade 



26 

(WALTON et al., 2016). Na Alemanha, dados da Universidade de Greifswald 

demonstram que, durante 50 anos, de 10 a 15% dos exames necroscópicos 

realizados no Instituto de Medicina Legal da cidade foram relacionados a quadros de 

intoxicação. Neste estudo, as intoxicações medicamentosas representam a terceira 

principal causa mortis (19%). Durante todos esses anos os benzodiazepínicos tiveram 

grande participação entre as intoxicações fatais na região, com um aumento 

significativo na década de 90 (BELOW; LIGNITZ, 2003). Na Escócia, um estudo 

retrospectivo relacionou os dados toxicológicos de motoristas envolvidos em 

acidentes fatais entre 2012 e 2015. Dos casos analisados, 36% representam 

motoristas que usaram algum tipo de droga de abuso ou medicamento, e 13% os que 

usaram alguma droga ou medicamento associados ao álcool. Entre os fármacos, os 

benzodiazepínicos se destacam com a classe terapêutica mais comum (12%), 

principalmente o diazepam (JONES, A. W.; HOLMGREN; AHLNER, 2016). Na Coréia, 

intoxicações intencionais por sedativos e hipnóticos são a principal maneira de 

suicídio, com de z-drugs (KIM et al., 2015). 

Na Macedônia, um estudo nacional diz que 66% das intoxicações agudas causadas 

por psicotrópicos estão relacionadas a benzodiazepínicos e, ainda, que intoxicações 

fatais tem ocorrido devido a associação de diazepam e metadona (PETRUSHEVSKA 

et al., 2015).  

Na Austrália, um levantamento realizado com dados de 1987 a 2012 mostra 

que os benzodiazepínicos representam 15,9% das autointoxicações registradas, 

colocando esses medicamentos na primeira colocação da classificação, juntamente 

com o álcool (também 15,9%). Porém, assim como no Brasil, os dados de mortalidade 

da Austrália são registrados de acordo com a CID-10, agrupando os sedativos e 

hipnóticos em um grupo junto com outros medicamentos, portanto esse país também 

não tem dados de mortalidade específicos por classe terapêutica (BUCKLEY et al., 

2015). 
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1.2.3 Dados de intoxicações dos registros de óbito do IML-SP 

 

Desde o mês de maio de 2016 a Secretaria de Segurança Pública (SSP) do 

Estado de Sã  

criminalidade, estatísticas e registros referentes a óbitos registrados pelo Instituto 

Médico Legal (IML). A publicação desses dados tem como objetivo a divulgação de 

índices e informações sobre produtividade policial e auxiliar a realização de 

estatísticas e pesquisas científicas. 

Está prevista a divulgação na internet de dados referentes a óbitos registrados 

desde 2013, ano em que foi implementado o serviço digital de Gestão de Laudos pela 

SSP. Por enquanto, os registros referentes ao intervalo entre 2013 e 2016 estão 

incompletos no portal. Para estes dados constam somente a data de entrada no IML, 

dados do boletim de ocorrência, nome da vítima, idade da vítima, delegacia de 

registro, número do laudo expedido, ano do laudo, e número da declaração de óbito. 

Não foram divulgadas as conclusões dos laudos emitidos nesse período. Para os 

laudos expedidos a partir de 2017, além de todas as informações já fornecidas pelo 

portal, foram adicionadas as conclusões dos laudos.  

Atualmente ainda não estão disponíveis estatísticas oficiais dos registros de 

intoxicações do IML-SP.  

Com o objetivo de verificar se os registros do IML-SP seguem as mesmas 

tendências estatísticas dos centros de controle, informação e assistência toxicológica, 

além dos dados de outros institutos de medicina legal (por exemplo o IML-DF), foi 

realizado um levantamento nas conclusões dos laudos expedidos entre janeiro e 

novembro de 2017 e divulgados na internet (n=17749). Os termos pesquisados estão 

apresentados no APÊNDICE A e contemplam fármacos psicotrópicos de diferentes 

classes farmacológicas, drogas de abuso e defensivos agrícolas. Considerou-se que, 

a cada vez que um termo foi citado na conclusão do laudo, essa substância foi 

pesquisada em uma amostra. O resultado do laudo pode ter sido positivo ou negativo 

para devida substância, mas, uma vez que a hipótese foi considerada, um exame 

dessa substância precisou ser realizado.  
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Foram localizadas 301 citações às substâncias exógenas pesquisadas. A 

principal substância identificada foi o álcool (etanol), seguida pelos medicamentos e 

drogas de abuso (exceto álcool), e por último, os defensivos agrícolas. Pode-se 

observar no Gráfico 2 que os medicamentos e drogas de abuso aparecem com igual 

contribuição na segunda posição da classificação, ambos com 53 citações. 

 

Gráfico 2  Distribuição das substâncias pesquisadas no registro de óbitos do IML-SP 
 

 

Fonte: IML-SP (2018) 

 

Entre os medicamentos citados, os antidepressivos e os benzodiazepínicos 

foram os mais recorrentes, ambos com 27% dos laudos (Gráfico 3). Também foram 

citados fármacos barbitúricos, antipsicóticos, anticonvulsivantes e estabilizadores do 

humor.  

Com relação aos medicamentos, o mais encontrado foi o diazepam 

(benzodiazepínico), seguido pela carbamazepina (anticonvulsivante) e fenobarbital 

(barbitúrico), ambos com o mesmo número de citações em laudos. Outros 

benzodiazepínicos citados nos laudos foram o alprazolam e o midazolam. O Gráfico 

4 apresenta todos os fármacos de uso terapêutico citados com seus respectivos 

números de citações nos laudos. 
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Gráfico 3  Classes farmacológicas identificadas entre os medicamentos identificados nos óbitos 
registrados pelo IML-SP 

 

 

Fonte: IML-SP (2018) 

 

Deve-se considerar que, somente a conclusão do laudo expedido está 

disponível para consulta e que, muitas vezes, as substâncias pesquisadas ou a causa 

mortis não são citadas nessa parte do laudo. Não existe um padrão de redação para 

esse campo do laudo. Portanto, provavelmente os dados apresentados estão 

subnotificados. Porém, como não existem estatísticas oficiais publicadas, talvez essa 

seja uma das maneiras de se ter um panorama dos registros de óbitos examinados 

pelo IML-SP. Apesar do número de laudos ser relativamente pequeno, a validação 

desses pode ser feita pela comparação com estatísticas publicadas por outras 

instituições, nas quais foi observado um padrão semelhante (MONTEIRO et al., 2010; 

VIEIRA, 2016; MAGALHÃES, 2017). 
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Gráfico 4  Fármacos de uso terapêutico citados nos laudos com o respectivo número de citações 
 

Fonte: IML-SP (2018) 

 

1.3 PREPARO DE MATRIZES BIOLÓGICAS PARA ANÁLISES TOXICOLÓGICAS 

 

O preparo de amostra é considerado um ponto crítico nas análises 

toxicológicas, estima-se que até 80% do tempo total de análise seja comprometido 

somente com procedimentos de preparo de amostras (BUSZEWSKI; SZULTKA, 2012; 

NOVAKOVA, 2013; MONTESANO; SERGI, 2016). Muitas das análises de rotina dos 

laboratórios não podem ser realizadas em matrizes biológicas brutas devido à 

incompatibilidade dos componentes da matriz com a metodologia analítica utilizada 

ou interferência destes no resultado a ser obtido (VALENTE et al., 2000; ALTUN, 

2005). A complexidade das etapas de preparo da amostra depende da matriz em 

questão, do analito e das técnicas de separação e detecção a serem utilizadas para a 

identificação da substância de interesse. O preparo de amostra tem como principais 

objetivos a remoção de interferentes da matriz, a adequação do analito para a técnica 

de identificação a ser utilizada (por exemplo, derivatização) e a pré-concentração dos 

analitos para um aumento de sensibilidade do método (ASHRI; ABDEL-REHIM, 2011). 
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As abordagens para preparo de amostras biológicas podem ser didaticamente 

divididas em duas categorias: estratégias convencionais e estratégias modernas. As 

estratégias convencionais são as técnicas mais utilizadas para preparo de amostras 

e contemplam as seguintes técnicas: precipitação de proteínas (PPT, do inglês protein 

precipitation), extração líquido-líquido (LLE, do inglês liquid-liquid extraction) e 

extração em fase sólida (SPE, do inglês solid-phase extraction) (ASHRI; ABDEL-

REHIM, 2011; NOVAKOVA, 2013). 

A precipitação das proteínas presentes em matrizes biológicas ocorre por 

desnaturação após adição de solventes, soluções salinas, ácidos ou íons metálicos à 

amostra. Esse método de preparo de amostra é geralmente utilizado quando o analito 

se encontra em concentrações relativamente altas na matriz, pois ocorre diluição da 

amostra e pode ocorrer co-precipitação das substâncias de interesse. A eficiência do 

processo está relacionada a proporção entre amostra e solução de precipitação 

escolhida (ASHRI; ABDEL-REHIM, 2011). Muitas vezes a PPT é o método de escolha 

devido a sua facilidade, rapidez e capacidade de automação. A forma mais comum de 

automação da PPT é o uso de microplacas de 96 posições, que podem ter conteúdo 

funcional (agente precipitante imobilizado na própria placa) ou apenas membranas 

filtrantes. 

A técnica de extração LLE se baseia na partição entre a amostra (aquosa) e 

um solvente orgânico imiscível. A eficiência da extração depende do coeficiente de 

partição do analito de interesse, do volume de solvente extrator utilizado e o número 

de extrações realizadas. Apesar de ser uma técnica muito utilizada, a LLE apresenta 

certas desvantagens, como alto consumo de solventes, exposição do analista a estes 

solventes, várias etapas de preparo e, algumas vezes, formação de emulsão entre as 

fases, o que resulta em perda de parte do analito (QUEIROZ et al., 2005). As técnicas 

de PPT e LLE também podem ser associadas para matrizes com alto conteúdo 

proteico, nesses casos a LLE é feita com o sobrenadante da etapa de precipitação. A 

automação total de protocolos por LLE é difícil e pode exigir instrumentação de alto 

custo. 

Em vista do alto consumo de solventes para a LLE, algumas das estratégias 

modernas de preparo de amostras biológicas seguem o mesmo princípio da técnica, 

porém com volumes reduzidos de amostra e reagentes. Por exemplo: microextração 
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em gota suspensa (SDME) e microextração em fase líquida (LPME) e microextração 

líquido-líquido dispersiva (DLLME) (NOVAKOVA, 2013; FILIPPOU; BITAS; 

SAMANIDOU, 2017). 

Para o preparo de matrizes biológicas complexas, destaca-se a extração em 

fase sólida, cujos mecanismos de retenção seguem os mesmos princípios da 

cromatografia líquida em coluna. Para que o analito fique retido ele deve ter maior 

afinidade pela fase sólida em relação a sua afinidade pela fase líquida (no caso, a 

matriz biológica), e a retenção do analito ocorre devido a sua polaridade e/ou 

interações iônicas. O preparo de amostras por SPE geralmente é realizado com 

cartuchos que contém 50 a 200 mg de fase sólida e dispositivos multivias (manifolds). 

As vantagens da SPE em relação a LLE são a maior remoção de interferentes da 

matriz e concentração dos analitos. O fator de concentração do analito é obtido pela 

razão entre o volume inicial de amostra aplicado no cartucho e o volume final de eluato 

(JARDIM, 2010; ASHRI; ABDEL-REHIM, 2011). Após a eluição, etapas de secagem 

e ressuspensão, assim como, etapas de diluição também devem ser consideradas no 

cálculo do fator de diluição final do procedimento. 

Assim como outras técnicas de preparo de amostra, a SPE também pode ser 

automatizada e conta com grande variedade de fases extratoras. As inovações 

relacionadas a essas técnicas de preparo de amostra estão relacionadas, 

principalmente, com a automação e miniaturização do processo. Uma das formas de 

automatizar e miniaturizar esse processo de extração é o uso de placas extratoras 

(geralmente de 96 posições) no lugar dos tradicionais cartuchos de SPE. Entre as 

estratégias ainda mais modernas e miniaturizadas relacionadas a SPE, destacam-se 

a microextração em fase sólida (SPME), extração sortiva em barra de agitação 

(SBSE), a microextração em ponteiras descartáveis (DPX) e a microextração por 

sorbente empacotado (MEPS) (NOVAKOVA, 2013; OCANA-GONZALEZ et al., 2016), 

objeto do presente estudo. 

Na Figura 4 estão esquematizadas as estratégias convencionais e algumas das 

principais estratégias modernas de preparo de amostras biológicas. Pode-se notar 

que as estratégias modernas são classificadas de acordo com suas semelhanças com 

técnicas convencionais, dividindo-se em: estratégias modernas baseadas em SPE e 

estratégias modernas baseadas em LLE. 
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As técnicas miniaturizadas se destacam pelo uso de menores volumes de 

amostras biológicas e menor consumo de solventes orgânicos durante o 

processo, sendo consideradas técnicas mais sustentáveis que as já 

tradicionalmente usadas (MONTESANO; SERGI, 2016; FILIPPOU; BITAS; 

SAMANIDOU, 2017). Além da redução de consumo e descarte de solventes 

orgânicos, as microextrações permitem o reuso de suas fibras (de SPME, por 

exemplo) e sorbentes, por isso as microextrações podem ser consideradas como 

abordagem relacionada aos conceitos de sustentabilidade e 

 

Estudos ainda mais recentes destacam também a possibilidade de uso 

das técnicas de microextração para análises in vivo, sem a necessidade de 

coleta do material biológico (GÓMEZ-RÍOS et al., 2016; GÓMEZ-RÍOS et al., 

2017). Chamada de Bio-SPME, a extração do tipo SPME compatível com tecidos 

biológicos só foi utilizada até hoje em estudos com animais. O grupo responsável 

por esse estudo desenvolveu um dispositivo não letal que permite a realização 

da extração por Bio-SPME de substâncias presentes em tecidos vivos.  E 

espera-se que, no futuro, esse tipo de dispositivo permita a realização de exames 

em humanos vivos, principalmente em tecidos que não são passiveis de coleta 

ou biópsia, como o cérebro, por exemplo. 

De acordo com a classificação proposta na Figura 4, uma outra 

abordagem moderna de preparo de amostras é a extração on-line (NOVAKOVA, 

2013). Neste caso, deve-se considerar a automação de técnicas não 

miniaturizadas. Um exemplo de técnica desse tipo é a cromatografia em fluxo 

turbulento (TFC, do inglês turbulent flow chromatography) que, apesar de ser 

uma técnica antiga, é considerada nova no contexto de preparo de amostras 

biológicas (FUMES et al., 2017). 

Uma outra técnica moderna que tem aparecido em diversas publicações 

é a mancha de sangue seco em papel (DBS, do inglês dried blood spots). Essa 

técnica tem como principal vantagem a possibilidade de coleta não invasiva do 

sangue capilar diretamente nos cartões de DBS. Posteriormente, a mancha de 

sangue seca é recortada do cartão e o procedimento de extração é realizado 
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com esse fragmento de papel. Outra vantagem associada ao DBS é a maior 

estabilidade de muitos analitos nessas condições (NOVAKOVA, 2013). 

 

1.3.1 Métodos de preparo de amostras biológicas para a análise de 

benzodiazepínicos 

 

Os benzodiazepínicos podem ser analisados em diversas matrizes 

biológicas. As matrizes convencionais (sangue total, plasma, soro e urina) ainda 

são as mais utilizadas para a quantificação dessas substâncias. Entre as 

matrizes alternativas, destacam-se o fluido oral, humor vítreo, cabelo, unhas e  

mais recentemente  ar exalado e depósitos de suor em impressões digitais 

(PERSONA et al., 2015). 

De acordo com a literatura, a extração líquido-líquido (LLE) e extração em 

fase sólida (SPE) são os métodos mais usados para o preparo de amostras 

biológicas para a análise de benzodiazepínicos (UDDIN; VICTORIA F; 

PAPADOYANNIS, 2014). O Gráfico 5 representa a participação das diferentes 

técnicas de preparo de amostras para a análise de benzodiazepínicos. Neste 

contexto, a LLE corresponde 44% e a SPE 33% dos métodos. 

Entre os métodos de SPE, o cartucho de fase reversa C18 é o mais 

utilizado, no entanto, alguns autores desenvolveram protocolos utilizando 

cartuchos C2, C8 e também com cartuchos de fase mista (DRUMMER, OLAF 

H., 1998; PERSONA et al., 2015). 

A literatura também cita outros métodos: alguns mais simples, como a 

simples diluição da matriz com um tampão ou a precipitação de proteínas; outros 

mais elaborados incluem a microextração em fase sólida (SPME), extração 

assistida por micro-ondas (MAE), extração no ponto nuvem (CPE) e extração 

on-line por comutação de colunas (CS) (UDDIN; VICTORIA F; PAPADOYANNIS, 

2014; PERSONA et al., 2015).  

Alguns trabalhos também citam o uso da técnica QuEChERS (do inglês, 

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) e mancha de sangue seco em 
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papel (DBS) para o preparo desse tipo de amostra (WESTLAND; DORMAN, 

2013; ANZILLOTTI; ODOARDI; STRANO-ROSSI, 2014; LEE et al., 2015). 

 

 

 

 

Gráfico 5  Participação de diferentes técnicas de preparo de amostras em publicações de 
análises de benzodiazepínicos 

 

 

Fonte: adaptado de UDDIN; VICTORIA F; PAPADOYANNIS (2014) 
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Para o preparo de amostras de sangue total, a maior parte dos métodos 

descritos na literatura necessita de duas etapas. A primeira etapa consiste na 

diluição da amostra (com água ou solução-tampão), ou também na precipitação 

de proteínas com solventes orgânicos. Só então, na etapa seguinte, são 

realizadas as técnicas de extração propriamente ditas. Alguns métodos também 

contêm reações de derivatização nessa segunda etapa de preparo (PERSONA 

et al., 2015). A Tabela 3 traz alguns dos métodos de preparo de amostras para 

análise de benzodiazepínicos em sangue total. Pode-se observar que os valores 

de recuperação são variados, principalmente para SPE (47 a 110%) (PERSONA 

et al., 2015). Mesmo quando se trabalha com uma classe única de substâncias, 

uma baixa recuperação pode ocorrer quando o método abrange um grupo de 

analitos com características físico-químicas diversas. Nos métodos para 

quantificação de fármacos em matrizes biológicas valores variados de 

recuperação costumam surgir quando o método visa quantificação, tanto do 

fármaco inalterado, quanto de seus produtos de biotransformação. 
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A escolha da técnica de extração a ser utilizada não depende somente do 

analito a ser estudado. O preparo de amostras tem relação direta com a 

instrumentação analítica que vai ser usada. No caso específico da cromatografia 

líquida com espectrometria de massas in tandem (LC-MS/MS), deve-se ter muita 

atenção a elementos da amostra que possam causar interferências na análise. 

por substâncias endógenas, presentes no fluido biológico, ou reagentes 

adicionados durante a análise (BYLDA et al., 2014).  

O preparo de amostras adequado é uma das ferramentas que garante 

que o efeito causado pelas substâncias endógenas a amostra não interfira na 

análise instrumental. Outra estratégia é a separação cromatográfica dos analito 

de interesse dos interferentes de matriz (NOVAKOVA, 2013).  

Os principais interferentes de matriz para análises por LC-MS/MS são os 

fosfolipídeos. Amostras hemolisadas também costumam apresentar efeito matriz 

pronunciado (BYLDA et al., 2014). Sendo esses os principais interferentes de 

matriz e, tendo em vista que as amostras de sangue total são repletas de 

interferentes com essas características, a seleção de uma estratégia de clean-

up adequada para essas amostras, antes da injeção no LC-MS/MS, é 

fundamental. 

 

1.3.2 Preparo de amostras pela técnica de microextração por sorbente 

empacotado 

 

A técnica de microextração com sorbente empacotado (MEPS, do inglês 

microextraction by packed sorbent) foi desenvolvida em 2004, por Abdel-Rehim 

e colaboradores, nos laboratórios da AstraZeneca, na Suécia, e consiste em uma 

versão miniaturizada da extração em fase sólida tradicional (ABDEL-REHIM, 

2011; PEREIRA et al., 2013). 

 Em MEPS uma pequena quantidade de fase sólida, que neste caso é 

denominada em uma 

microsseringa. O sorbente pode estar em duas posições distintas, dependendo 
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do dispositivo a ser utilizado, conforme demonstrado na Figura 5A. Na primeira 

configuração o sorbente fica dentro do corpo da microsseringa. Já na segunda 

configuração o sorbente ocupa uma posição correspondente à agulha da 

microsseringa. Neste último caso o cartucho de sorbente é chamado de BIN (do 

inglês barrel insert and needle), também conforme a Figura 5A. Nos BINs a 1 a 

4 mg de fase extratora é empacotada entre duas fritas idênticas, permitindo o 

fluxo bidirecional no cartucho. Uma desvantagem dos BINs é que não é possível 

substituir essas fritas, o que pode acarretar na perda de todo o conjunto por 

entupimento. A Figura 6 traz uma foto de um BIN comercialmente disponível e a 

seringa de MEPS utilizada para a extração com o BIN. 
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Figura 5  (A) Representação esquemática de MEPS e suas partes e (B) etapas de MEPS 
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Figura 6  Microsseringa e exemplo de BIN utilizados para MEPS 

 

Fonte: Adaptado de ABDEL-REHIM (2011) 

 

Os sorbentes utilizados para MEPS podem ser os mesmos que os 

utilizados para SPE, não existindo limitação da técnica a esse respeito. 

Atualmente, existem BINs comercialmente disponíveis com propriedades 

químicas variadas para uso como fases normal, reversa e mista, permitindo que 

a maior parte dos métodos desenvolvidos por SPE possam ser reproduzidos 

também por MEPS. Alguns leitos disponíveis para aplicação em MEPS estão na 

Tabela 4. 

O preparo de amostras por extração em fase normal é usado quando é 

necessário retirar da amostra analitos de característica polar. Para isso, podem 

ser usados leitos de sílica pura, alumina, florisil ou sílica ligada a grupamentos 

como ciano, amino ou diol. A diferença entre essas fases é o mecanismo e, por 

isso, extrações com fases ciano-, amino- ou diol- (que tem mecanismo de 

partição) são indicadas para analitos de polaridade intermediária a alta. Já as 

fases de sílica, alumina e florisil (que atuam pelo mecanismo de adsorção) 

devem ser aplicadas a analitos de menor polaridade. O principal tipo de interação 

nesse modo de extração é a ligação de hidrogênio. A eluição do analito de 

interesse do leito costuma ser feita com álcoois. Também podem ser usadas 

soluções-tampão de elevada força iônica (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011). 
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A fase reversa é, sem dúvidas, a mais utilizada atualmente. O material do 

leito pode ser feito a partir de sílica (mais comum) ou polímeros, nos quais 

grupamentos apolares estão ligados. São exemplos de grupamentos comuns em 

fase reversa o etil- (C2), octil- (C8) e octadecil- (C18), que são escolhidos de 

acordo com a seletividade desejada. O mecanismo de interação envolvido nessa 

extração é a partição do analito entre os solventes utilizados e o leito apolar. O 

principal tipo de interação nesse modo de extração são as forças de van der 

Waals. E a eluição do analito de interesse do leito geralmente é feita com 

solventes orgânicos como metanol ou acetonitrila (SNYDER; KIRKLAND; 

DOLAN, 2011). 

Outro modo de extração disponível para MEPS é a fase mista, que 

consiste em uma mistura de dois tipos de leitos ligados a sílica diferentes: o de 

fase reversa (no caso, C8) e um leito de troca iônica, cujo grupamento sulfonil- 

garante mais um sítio de interação com o analito. O grupamento sulfonil- atua 

pelo mecanismo de troca catiônica, mais especificamente troca catiônica forte 

(SCX, do inglês strong cation exchange). Ou seja, devem ser utilizados para 

extração de analitos carregados positivamente. A combinação desses dois 

mecanismos diferentes garante uma seletividade ainda maior para esse modo 

de extração, pois de acordo com o pH de trabalho, analitos ácidos e neutros 

podem ser retidos por interações hidrofóbicas. Da mesma maneira, o pH de 

trabalho também pode permitir que analitos básicos sejam retidos pelos 

grupamentos de troca iônica (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011). 

As etapas que compõem o preparo de amostras MEPS são basicamente 

as mesmas de uma SPE convencional: tratamento da amostra (diluição, 

precipitação de proteínas, centrifugação, entre outros); condicionamento do 

cartucho; extração da amostra e eluição dos compostos de interesse, conforme 

ilustrado na Figura 5B. Adicionalmente, MEPS necessita de uma etapa de 

limpeza para reutilização da fase extratora. 

Além da versão comercial dos BINS, alguns laboratórios manufaturam 

suas próprias fases extratoras para MEPS. Nesses casos, geralmente, o 

sorbente fica empacotado dentro do corpo da microsseringa, conforme já 

apresentado na Figura 5A. Um trabalho desenvolvido na Universidade de São 
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Paulo contou com um dispositivo para MEPS projetado e confeccionado na 

Oficina de Mecânica do Instituto de Química de São Carlos. O protótipo se 

compromete a ir além da versão comercial, permitindo a escolha do sorbente de 

acordo com a análise a ser desenvolvida. Este dispositivo de extração comporta 

3,8 mg de sorbente (AMPARO, 2013). 

O preparo de amostras por MEPS pode ser manual (off-line), semi-

automatizado ou totalmente on-line, conforme apresentado na Figura 7. Quando 

é feita off-line, a extração é feita em uma microsseringa. Na versão semi-

automatizada, a microsseringa é acoplada a uma pipeta automática eVol® (SGE 

Analytics, Melbourne, Austrália), que é uma micropipeta capaz de armazenar 

ciclos específicos para preparo de amostras. Já a extração on-line é feita pela 

substituição da seringa do amostrador automático do cromatógrafo (líquido ou 

gasoso) pela microsseringa de MEPS com o BIN, permitindo que toda a 

programação do método de extração e injeção da amostra seja feita pelo 

software do equipamento (PEREIRA et al., 2013). 

 
Figura 7  Opções de MEPS manual, semi-automatizada e on-line 

 

 

Fonte: retirado de PEREIRA et al. (2013) 
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As principais vantagens da técnica estão associadas ao pequeno volume 

de amostra e solventes necessários para extração. Outro diferencial é que 

múltiplas extrações são realizadas com um mesmo BIN (40 a 100 amostras com 

um único cartucho) (MOEIN; SAID; ABDEL-REHIM, 2015). 

A literatura não apresenta uma ampla relação de artigos de MEPS como 

técnica de escolha para preparo de amostras no âmbito da toxicologia, conforme 

compilado na Tabela 5. Além disso, entre as matrizes usadas em análises 

toxicológicas com MEPS, destacam-se urina, soro, e fluido oral, mas não 

matrizes complexas como o sangue total. Em toxicologia, MEPS é utilizada para 

o preparo de amostras para análises por cromatografia líquida e gasosa, com 

detecção por diversas técnicas tanto de maior, quanto de menor sensibilidade. 

O volume de amostra necessário varia de 50 a 1000 µL. 

A técnica já foi descrita para a análise de benzodiazepínicos em bebidas 

alcoólicas, com possível aplicação em casos de crimes facilitados por drogas 

(MAGRINI et al., 2016), mas não para a análise dessa classe de fármacos em 

amostras biológicas. Todavia, a técnica já é aplicada em controle terapêutico de 

outros fármacos (SAID et al., 2012; CATAI et al., 2013; SZULTKA et al., 2013; 

, 

desenvolvimento de novos fármacos (EL BEQQALI; AHMADI; ABDEL-REHIM, 

2017), análises clínicas (SARACINO, MARIA A. et al., 2014) e para análises de 

água e outras bebidas (MENDES; GONÇALVES; CÂMARA, 2012; QUINTO et 

al., 2012; SILVA, C. L.; GONCALVES; CAMARA, 2012; GONÇALVES et al., 

2013; FUMES; LANÇAS, 2017). Potencialmente essa técnica de microextração 

também pode ser usada em estudos de metabolômica (SILVA, C. et al., 2014). 

Além do uso de MEPS como técnica de preparo para separações 

cromatográficas, ela também pode ser usada para análises por eletroforese 

capilar (CATAI et al., 2013), ou até mesmo como técnica de preparo para infusão 

direta no espectrômetro de massas (CASAS FERREIRA; MORENO CORDERO; 

PÉREZ PAVÓN, 2017).  

A técnica de microextração por sorbente empacotado (MEPS) já foi 

utilizada, e tem se mostrado extremamente útil, para o preparo de amostras das 
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mais diversas matrizes biológicas para análises por cromatografia líquida ou 

gasosa acopladas a detectores de maior ou menor sensibilidade. 

Muitas vezes um único laboratório forense atende a uma ampla região 

(como é o caso do IML-SP, que atende a todo o estado de São Paulo), o que 

gera uma enorme demanda de amostras a serem processadas. Como MEPS é 

uma técnica de fácil automação, espera-se que o método proposto atenda à 

demanda por análises rápidas e passíveis de automação que esses laboratórios 

necessitam.
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1.4 TOXICOLOGIA FORENSE POST MORTEM 

 

1.4.1 Coleta de amostras biológicas post mortem 

 

O Instituto Médico Legal (IML) é o órgão governamental subordinado à 

Superintendência da Polícia Técnico-Científica do Estado de São Paulo que 

fornece as bases técnicas em Medicina Legal para o julgamento de causas 

criminais. A mais conhecida das funções do IML é a necropsia, ou seja, exame 

do indivíduo após a morte. Porém, o IML também realiza o atendimento de 

indivíduos vivos envolvidos em acidentes de trânsito, agressões, acidentes de 

trabalho, entre outros (Instituto Médico Legal, 2018) 

De acordo com a nossa legislação, nem todo cadáver deve ser submetido 

a necropsia forense. São encaminhados ao IML somente os indivíduos mortos 

em circunstâncias violentas, suspeitas, ou por qualquer causa externa.  Nos 

casos de óbito por falta de assistência médica, ou por causas naturais 

desconhecidas, os corpos são encaminhados para o Serviço de Verificação de 

Óbitos municipal (SÃO PAULO, 1959). 

O IML-SP conta com núcleos responsáveis por análises e pesquisas 

complementares aos seus exames como, por exemplo, o Núcleo de Toxicologia 

Forense. De acordo com o Decreto 48009, de 11 de agosto de 2003, artigo 34º, 

as atribuições do Núcleo de Toxicologia Forense (NTF) são: realizar exames em 

sangue, urina, secreções e vísceras de seres humanos, a fim de detectar 

substâncias que causem envenenamento e/ou dependência. 

O exame toxicológico é a análise complementar mais frequentemente 

solicitada. A coleta de material para exames toxicológicos post mortem para 

análise pelo NTF é feita pelo médico legista ou auxiliar de necropsia, 

responsáveis pelo exame tanatológico, e deve contemplar os seguintes 

requisitos, descritos na Portaria do Diretor Técnico do Departamento de 04 de 

dezembro de 2012 (Tabela 6). A coleta de amostras para exames toxicológicos 

post mortem também é abordada em guias de referência internacional, como, 

por exemplo, o guia do The International Association of Forensic Toxicologists 

(TIAFT), que descreve recomendações para a coleta de amostras para análises 
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toxicológicas. No caso específico da coleta de sangue total post mortem, o TIAFT 

indica a coleta de 30 mL de matriz proveniente da cavidade cardíaca para 

análises qualitativas, e também 10 mL de sangue periférico (preferencialmente 

da veia femoral), para análises quantitativas. Ambas as coletas devem ser feitas 

com conservante fluoreto de sódio ou oxalato de potássio, salvo ocasiões em 

que a suspeita de intoxicação envolva uma dessas substâncias (TIAFT, 2009). 

 

Tabela 6  Tecidos que podem ser enviados para análise no Núcleo de Toxicologia Forense 
(IML-SP) e instruções para coleta adequada 

 

Substância suspeita de 
intoxicação 

Matriz biológica coletada Volume mínimo 
para análise 

Etanol Sangue* 4 mL 

Medicamentos, drogas de 
abuso ou praguicidas 

Sangue 
Urina 

40 mL 
40 mL 

Monóxido de carbono Sangue 20 mL 

Arsênico Estômago + conteúdo gástrico Todo o conteúdo 
Cianeto Sangue 20 mL 
Solventes voláteis Sangue** 

Pulmão 
Cérebro 

8 mL 
50 g 
50 g 

Outros (causa mortis 
indeterminada) 

Sangue 
Urina 
Estômago + conteúdo gástrico 
Fígado 
Rim 

40 mL 
40 mL 
Todo o conteúdo 
100 g 
100 g 

* sangue da veia femoral ou da cavidade cardíaca em tubo contendo conservante fluoreto de 
sódio e anticoagulante EDTA 

** sangue contendo conservante fluoreto de sódio e anticoagulante EDTA 

Fonte: retirado de IML-SP (2012)   

  

Dadas as características das matrizes biológicas coletadas e, 

considerando que os xenobióticos presentes nessas matrizes são passíveis de 

degradação ao longo do tempo, o NTF não retém contraprova. Ou seja, o 
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material biológico é descartado após a expedição do laudo pelo perito 

responsável pela análise. 

Além das matrizes biológicas preconizadas pelo IML-SP e TIAFT, outros 

tecidos também são descritos na literatura para análises toxicológicas post 

mortem. São matrizes convencionais provenientes de sítio anatômico em que 

não estão disponíveis para coleta in vivo ou, simplesmente, matrizes 

alternativas. São elas: humor vítreo, coágulos (subdural, subaracnóide ou 

epidural), sangue da cavidade torácica ou abdominal, fluido pleural, baço, bile, 

rins, ossos, fluido sinovial, tecido adiposo, músculos esqueléticos, entre outros 

(DINIS-OLIVEIRA; VIEIRA; MAGALHÃES, 2016) 

 

1.4.2 Análise toxicológica de sangue total post mortem 

 

Os fenômenos cadavéricos, como a putrefação, estão relacionados a 

fatores intrínsecos e extrínsecos. A temperatura e a umidade do ambiente em 

que o cadáver está, são exemplos de fatores extrínsecos. Porém, a idade, causa 

mortis e composição corporal do cadáver também influenciam no processo 

destrutivo dos tecidos. Dependendo do estado de putrefação, algumas matrizes 

podem não estar mais disponíveis. Fluidos biológicos como o sangue e o humor 

vítreo são os primeiros a se degradar, podendo não estar mais disponíveis até 

48 horas após o óbito, principalmente se o cadáver permanecer em um ambiente 

de temperatura elevada durante esse período (WYMAN, 2012). Cadáveres de 

grandes queimados e indivíduos que sofreram choque hipovolêmico 

(exanguinação) também podem não ter sangue disponível para coleta (SKOPP, 

2004; DINIS-OLIVEIRA; VIEIRA; MAGALHÃES, 2016). A mumificação, outro 

fenômeno cadavérico, também dificulta a coleta de material biológico para os 

exames toxicológicos (BYARD; TSOKOS, 2013). 

O sangue total periférico é, geralmente, a amostra de escolha para 

análises toxicológicas quantitativas post mortem. A coleta costuma ser realizada 

por punção da veia femoral (preferencialmente), ou subclávia (SKOPP, 2004; 

SKOPP; MEYER, 2004). 
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O sangue da cavidade cardíaca costuma estar presente em maior volume 

que o periférico, portanto análises toxicológicas qualitativas (de triagem) são 

preferencialmente realizadas nessas amostras. De maneira geral, a 

concentração dos fármacos tende a ser mais alta no sangue cardíaco em relação 

ao sangue periférico, portanto a coleta de sangue cardíaco também se faz útil 

para a investigação de intoxicações por fármacos de extensa biotransformação 

(SKOPP, 2004). 

A coleta de sangue da cavidade abdominal pode ser considerada uma 

opção para casos de morte traumática, em que não existe a possibilidade de 

coleta de material isento de contaminações externas ao cadáver. Todavia, é 

importante ressaltar que o sangue da cavidade abdominal é altamente 

susceptível a contaminação pela urina, conteúdo gástrico e intestinal do próprio 

cadáver, sendo possível somente análise qualitativa dessas amostras (SKOPP, 

2004; DINIS-OLIVEIRA; VIEIRA; MAGALHÃES, 2016). 

As características do sangue total post mortem são muito diferentes das 

observadas em condições fisiológicas ante mortem. São observadas intensas 

alterações celulares e extracelulares que dependem, assim como os outros 

fenômenos cadavéricos, de fatores intrínsecos e extrínsecos. Amostras de 

sangue provenientes de exames necroscópicos são hemolisadas, extremamente 

viscosas e, muitas vezes, apresentam coágulos visíveis. O sangue post mortem 

também é menos hidratado, podendo chegar a ter somente cerca de 60% de sua 

constituição aquosa. O pH sanguíneo começa a sofrer alteração imediatamente 

após o óbito, chegando a valores próximos de 5,5. Porém, após a acidificação 

do meio, a clivagem de proteínas faz com que esse valor aumente 

gradativamente (SKOPP, 2004). 

Valores de referência estabelecidos em plasma, ou soro de indivíduos 

vivos, não devem ser utilizados diretamente na interpretação de resultados de 

sangue total post mortem, pois algumas substâncias possuem distribuição 

desigual entre o plasma e fração eritrocitária do sague. Bons exemplos disso são 

os próprios benzodiazepínicos: clonazepam, cuja razão plasma/sangue total é 

de 1,54; alprazolam (1,35); diazepam (1,80) e nordiazepam (1,70) (Monographs, 

2011; JONES, G., 2011).  
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Devido a essas características específicas do sangue total post mortem, 

essa matriz se torna ainda mais complexa que as frações sanguíneas 

geralmente utilizadas em análises toxicológicas (soro e plasma), e até mesmo 

do próprio sangue total ante mortem. Por isso, técnicas de preparo de amostras 

como a diluição e precipitação de proteínas não costumam ser usadas, exceto 

em casos em que esses procedimentos sejam utilizados como uma primeira 

etapa de tratamento da amostra para que, em seguida, outra técnica de extração 

mais seletiva seja realizada. Amostras complexas como o sangue total, quando 

submetidas a um preparo inadequado ou insuficiente podem levar a um efeito 

matriz pronunciado, ocasionando, inclusive, resultados falso-negativos. Outra 

desvantagem da inserção de interferentes da matriz nos equipamentos analíticos 

é a maior necessidade de manutenções e calibrações dos sistemas (PETERS et 

al., 2017) 

Portanto, como foi visto na revisão da literatura, a quantificação de 

fármacos benzodiazepínicos é uma rotina fundamental em laboratórios de 

análises toxicológicas forenses.  

As amostras de sangue total post mortem são complexas e sua 

composição varia de acordo com os fenômenos transformativos cadavéricos, 

sendo necessária a escolha de uma técnica de preparo de amostras adequada 

para que os interferentes de matriz não prejudiquem a análise. 
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2 OBJETIVOS 

 

Desenvolver e validar método de preparo de amostras por microextração 

por sorbente empacotado (MEPS) para análise de fármacos benzodiazepínicos 

em amostras reais de sangue total humano post mortem por cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). 
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3 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, conforme o parecer 

consubstanciado número 1.996.499 apresentado nos Anexos, juntamente com 

o despacho da Superintendência da Polícia Técnico-Científica do Estado de São 

Paulo autorizando, o fornecimento das amostras para o projeto de pesquisa. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 

4.1.1 Padrões e reagentes 

 

Os padrões de clonazepam, diazepam, bromazepam, flunitrazepam e 

alprazolam foram gentilmente doados por indústrias 

farmacêuticas locais. Já os padrões de nordiazepam, 7-aminoflunitrazepam e 

clonazepam-d4 foram adquiridos da Cerilliant® Analytical 

Reference Standards (Round Rock, TX, EUA). 

Todos os solventes orgânicos utilizados foram de grau cromatográfico ou 

superior (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Todos os reagentes utilizados 

para o preparo das soluções-tampão são de grau de pureza elevado, adquiridos 

da Merck (Darmstadt, Alemanha). O sistema de purificação da água utilizada foi 

do tipo Milli-Q (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). 

 

4.1.2 Amostras 

 

As dez amostras de sangue total post mortem fornecidas para o presente 

estudo eram parte da coleção de amostras de sangue de cadáver do Núcleo de 

Toxicologia Forense do Instituto Médico Legal de São Paulo (NTF-IML-SP), 

órgão da Superintendência da Polícia Técnico-Científica do Estado de São 

Paulo. Só foram utilizadas amostras cujos exames oficiais já tinham sido 

encerrados, e o respectivo laudo pericial emitido, situação na qual a amostra 

seria destinada ao descarte. Não se teve acesso a qualquer dado de 

identificação dos indivíduos, número de boletim de ocorrência, ou processo 

judicial. Dessa forma o estudo foi realizado com garantia de sigilo e anonimato 

dos casos analisados.  



60 
 

4.1.3 Insumos para o preparo de amostras 

 

A extração das amostras foi realizada de maneira semi-automatizada, com 

auxílio de micropipeta automática eVol® e uma microsseringa de 50 µL (SGE 

Analytics, Melbourne, Austrália). As fases extratoras (BIN) foram adquiridas do 

mesmo fabricante. 

 

4.1.4 Análises cromatográficas 

 

As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido Proeminence 

acoplado a espectrômetro de massas do tipo triploquadrupolo modelo 8040 

(Shimadzu Corp., Kyoto, Japão). A separação cromatográfica ocorreu em fase 

reversa com uma coluna Atlantis® T3 (150 x 3,0 mm, 3 µm; Waters Corporation, 

Milford, EUA).  

 

4.1.5 Softwares 

 

O software Drylab® (LC Resources Inc., Lafayette, CA, EUA) versão 2000 

foi utilizado para a otimização da separação cromatográfica. 

O software Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) foi utilizado para 

a análise estatística dos dados. 
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4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

 

A separação cromatográfica foi realizada em fase reversa com uma 

coluna Atlantis® T3, termostatizada a 40°C. A fase móvel foi composta por (A) 

formiato de amônio 2 mmol.L-1 e 0,1% de ácido fórmico em água, e (B) formiato 

de amônio 2 mmol.L-1 e 0,1% de ácido fórmico em metanol. A vazão de fase 

móvel utilizada foi 0,350 mL.min-1. Os vials foram mantidos a 4°C no amostrador 

automático e o volume de injeção foi 20 µL. 

O método foi desenvolvido em sistema LC-MS/MS, composto por 

cromatógrafo líquido e espectrômetro de massas do tipo triploquadrupolo, com 

ionização por electrospray (ESI). Nitrogênio foi utilizado como gás de colisão, 

nebulização (3 L.min-1), dessolvatação (15 L.min-1) e de cone. A interface 

permaneceu a 350 °C, sendo a temperatura de dessolvatação de 250 ºC. O heat 

block foi mantido a 400 °C. A tensão elétrica tanto do cone, como do spray, foi 

de 4 kV. As análises foram realizadas com ionização positiva, monitoramento em 

modo selected reaction monitoring (SRM) e aquisição de dados em dwell durante 

40 msec. As transições monitoradas, tempos de retenção (RT) e energias de 

colisão (CE) estão apresentadas na Tabela 7. 

O critério de identificação dos analitos considerou o tempo de retenção das 

substâncias de interesse, admitindo uma variação de ± 2% em relação ao tempo 

de retenção observado na curva analítica. A razão entre os íons também foi 

considerada, admitindo-se uma variação de ± 20% na razão entre o íon 

quantificador e qualificador em relação ao observado também na curva analítica 

(GTFCh, 2018). 

. 
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Tabela 7  Parâmetros utilizados para a análise por LC-MS/MS 

 

Analito TR (min) SRM (m/z) CE (eV) 

7-Aminoflunitrazepam 7,65 
284,10 135,10 

 

31 

25 

Clonazepam-D4 (PI) 9,91 
274,00 

 

25 

40 

Clonazepam 9,94 
270,00 

213,90 

20 

36 

Bromazepam 9,94 
317,80 272,00 

 

25 

39 

Flunitrazepam 10,04 
268,00 

 

24 

36 

Alprazolam 10,47 
281,00 

 

25 

49 

Nordiazepam 11,00 
271,00 140,00 

 

28 

26 

Diazepam 11,26 
154,00 

 

28 

33 

*íons sublinhados foram utilizados como quantificadores 

 

4.2.2 Microextração por sorbente empacotado 

 

As amostras de sangue total post mortem foram diluídas dez vezes com 

água contendo clonazepam-d4 (padrão interno), conforme apresentado no 

Fluxograma 1. Após centrifugação (14208 g, 5 min), as etapas de MEPS foram 

realizadas com 200 µL do sobrenadante. 

O protocolo para extração dos benzodiazepínicos estudados por MEPS 

está descrito no Fluxograma 2. 
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Fluxograma 1  Protocolo de diluição das amostras de sangue total post mortem para posterior 
extração por MEPS 
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Fluxograma 2  Protocolo de extração de benzodiazepínicos de amostras de sangue total post 
mortem utilizando como sorbente a fase C18 
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4.2.3 Validação analítica do método 

 

O método proposto foi validado de acordo com o Scientific Working Group 

for Forensic Toxicology (SWGTOX). Todos os experimentos foram conduzidos 

usando um pool de amostras de sangue total post mortem (isentas de 

benzodiazepínicos) fortificado com os analitos em estudo. 

 

4.2.3.1 Seletividade e especificidade 

 

As interferências da matriz foram avaliadas processando dez amostras 

diferentes de sangue total post mortem sem a adição de padrão interno. O critério 

de aceitação do ensaio foi a ausência de identificação cruzada. 

O critério de identificação dos analitos admitiu uma variação de ± 2% no 

tempo de retenção de cada substância e uma variação de ± 20% na razão entre 

os íons obtidos (GTFCh, 2018). 

 

4.2.3.2 Linearidade 

 

O ensaio de linearidade foi realizado analisando amostras fortificadas 

individualmente com os analitos nas seguintes concentrações: 5, 10, 25, 50, 100, 

250 e 500 ng.mL-1. Cada um dos sete pontos foi processado em simplicata, 

durante cinco dias diferentes. As cinco replicatas de corridas diferentes foram 

consideradas para cada nível de calibração. 

O modelo de calibração de cada um dos analitos foi avaliado quanto a 

distribuição das variâncias em cada nível de calibração (teste de Fisher) para 

verificar a ocorrência heterocedasticidade. Considera-se que ocorre 

heterocedasticidade para todos os analito cujo valor de Fcalculado apresente valor 

superior ao Ftabelado. Nestes casos, as curvas analíticas devem construídas pelo 

método dos mínimos quadrados ponderados (MMQP) utilizando como critério de 
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escolha a menor soma do erro relativo de medida (ALMEIDA; CASTEL-

BRANCO; FALCAO, 2002). 

 

4.2.3.3 Precisão e exatidão 

 

A avaliação da exatidão, precisão intra-dia e inter-dia foi feita 

simultaneamente a partir da quantificação de amostras controle de qualidade em 

concentrações baixa (15 ng.mL-1), média (150 ng.mL-1) e alta (400 ng.mL-1) em 

triplicata durante cinco dias. O SWGTOX preconiza que tanto o coeficiente de 

variação (%CV) quanto o erro padrão relativo não ultrapassem 20%. 

 

4.2.3.4 Limite de detecção e limite de quantificação 

 

Um dos métodos sugeridos pelo SWGTOX para determinação do limite 

de detecção (LOD) para modelos lineares é a estimativa a partir das curvas. Essa 

abordagem utiliza o desvio padrão do intercepto ( ) e a média da inclinação das 

curvas analíticas ( ) de cada benzodiazepínico (Equação 1). A SWGTOX 

estabelece que  e  devem ser determinados a partir de, pelo menos, três 

curvas analíticas. No presente trabalho, esses parâmetros foram calculados com 

dados das cinco curvas. 

 

Equação 1  Cálculo do limite de detecção 
 

 

 

O limite de quantificação (LOQ) foi estabelecido como o nível mais baixo 

da curva analítica de cada uma das substâncias estudadas. Para validar o uso 

dessa concentração como LOQ foram processadas três amostras fortificadas 
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com os analitos na concentração de interesse em três dias diferentes, totalizando 

nove amostras. 

 

4.2.3.5 Recuperação 

 

A avaliação da recuperação dos analitos pelo procedimento de MEPS foi 

feita pela comparação da média das áreas das amostras controle de qualidade 

nas concentrações baixa e alta, com amostras de sangue total branco (isenta de 

benzodiazepínicos) extraídas e adicionadas de padrões nas concentrações 

correspondentes (n=6). 

 

4.2.3.6 Efeito matriz 

 

A abordagem quantitativa foi escolhida para a avaliação do efeito matriz. 

Para isso foi feita a comparação das áreas dos padrões analíticos em duas 

situações:  

 Soluções aquosas nas concentrações baixa (15 ng.mL-1) e 

alta (400 ng.mL-1) 

 Amostras branco processadas por MEPS às quais os padrões foram 

posteriormente adicionados de maneira a se obter as mesmas 

concentrações baixa (15 ng.mL-1) e alta (400 ng.mL-1) 

 

O critério de aceitação desse ensaio é efeito matriz <25% com coeficiente 

de variação <15%. 
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4.2.3.7 Efeito residual 

 

O efeito residual (carryover) é o aparecimento de sinal de algum dos 

analitos causado por contaminação proveniente de amostras analisadas 

anteriormente. Esse efeito foi avaliado com a extração de uma amostra branco 

logo após a extração do calibrador mais alto em cada uma das curvas analíticas 

executadas. O SWGTOX sugere que o sinal dos analitos no estudo de carryover 

não exceda 10% do sinal do calibrador mais baixo. 

 

4.2.3.8 Integridade de diluição e estabilidade 

 

Estudos de integridade de diluição e estabilidade de amostra são 

considerados parâmetros adicionais da validação.  

O ensaio de integridade de diluição foi realizado, pois tendo em vista a 

aplicação do método a resultados tóxicos é possível que surjam amostras com 

concentrações acima do limite superior de quantificação validado. Para isso, 

foram adicionados padrões analíticos a uma matriz de sangue total post mortem 

isenta de benzodiazepínicos de maneira a se obter uma amostra simulada de 

concentração 1000 ng.mL-1 de cada um dos benzodiazepínicos estudados. Essa 

amostra foi diluída com sangue total branco nas proporções 1:5 e 1:10 em 

triplicata. Esse ensaio foi repetido em cinco dias diferentes de análise. 

O ensaio de estabilidade das amostras processadas se fez necessário 

para garantir os resultados de corridas cromatográficas overnight. A estabilidade 

foi avaliada em 6 amostras de controle de qualidade de nível baixo (15 ng.mL-1) 

e em 6 amostras de controle de qualidade de nível alto (400 ng.mL-1), que foram 

quantificadas em dois momentos diferentes: imediatamente após a extração e 

24h após o preparo (armazenamento no amostrador do cromatógrafo, a 4 °C). 

O critério de aceitação do ensaio foi um coeficiente de variação de ± 20% na 

área absoluta de cada um dos analitos. Nesse ensaio foram utilizadas áreas 
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absolutas para avaliar também a estabilidade pós-processamento do padrão 

interno. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 MÉTODO CROMATOGRÁFICO 

 

A otimização das variáveis do método analítico exige um desenho 

experimental cuidadoso, que estabeleça os experimentos a serem realizados de 

forma sistemática. A interpretação dos dados provenientes da variação de 

condições do método pode ser complexa, principalmente para análises 

simultâneas de múltiplas substâncias. Por essa razão o uso de simulação 

computacional tem se tornado cada vez mais comum em cromatografia 

(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011). 

Um dos softwares disponíveis para otimização de métodos 

cromatográficos é o Drylab® (LC Resources Inc., Lafayette, CA, EUA). 

Para garantir o pleno funcionamento do sistema cromatográfico, 

previamente foram realizados testes de desempenho e a determinação de 

volume morto do sistema. 

Um dos recursos do software Drylab® é a otimização do tempo de 

gradiente ( ) de um método. Para isso, são necessárias duas corridas 

experimentais de calibração, as quais fornecem os dados para a simulação 

computacional. Essas corridas devem ser realizadas utilizando uma mesma 

composição de fase móvel, coluna cromatográfica, temperatura de forno de 

coluna e vazão fixas. O gradiente, por sua vez, deve linear e amplo. Neste 

modelo de otimização a única variável é o . 

As condições cromatográficas da otimização foram: coluna Atlantis® T3 

(termostatizada a 40°C), fase móvel foi composta por (A) formiato de amônio 

2 mmol.L-1 e 0,1% de ácido fórmico em água, e (B) formiato de amônio 2 mmol.L-

1 e 0,1% de ácido fórmico em metanol. A vazão de fase móvel utilizada foi 

0,350 mL.min-1. Os gradientes (20  100 %B) estudados estão descritos nas 

Tabelas 8 e 9. Foram avaliados dois gradientes amplos, com 30 e 60 min de 

corrida. 
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Tabela 8  Gradiente de calibração 1 (  = 30 min) 

 

Tempo (min) % B 

0,00 20,00 

30,00 100,00 

30,01 20,00 

40,00 Final 

 

 

Tabela 9  Gradiente de calibração 2 (  = 60 min) 

 

Tempo (min) % B 

0,00 20,00 

60,00 100,00 

60,01 20,00 

70,00 Final 

 

O software solicita informações do cromatógrafo (volume morto do 

sistema e vazão de fase móvel), informações da coluna cromatográfica utilizada 

(comprimento, diâmetro e tamanho de partícula) e informações sobre a 

constituição da fase móvel (pH e solvente orgânico utilizado, por exemplo). Com 

esses dados, diversos modelos de simulação baseados em dados empíricos e 

teóricos são gerados. A Equação 2 é uma das que melhor ilustra a simulação 

que o software realiza em casos de otimização de tempo de gradiente para 

cromatografia em fase reversa. Nessa equação existe uma relação quantitativa 

entre o fator de  = 0,01%B), onde B é o 

solvente orgânico. 

 

Equação 2  Fator de retenção (k) de um dado analito em função da %B 
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Os dados com informações sobre o cromatógrafo e os tempos de 

gradiente são utilizados pelo software para calcular os valores de S e kw. Em 

seguida, utilizando a Equação 2 são calculados valores de k para qualquer %B 

(ou tempo de gradiente) (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011). Ou seja, a partir 

desses dados experimentais o software é capaz de simular diferentes gradientes 

de modo que a melhor resolução cromatográfica possível, dadas as condições 

de análise estabelecidas, seja obtida. 

A Tabela 10 apresenta os tempos de retenção obtidos para cada um dos 

analitos nas duas condições de análise propostas para a realização da 

otimização computacional do método cromatográfico. Esses tempos foram 

utilizados como dados de entrada no Drylab®. 

 

Tabela 10  Tempos de retenção experimentais utilizados como dados de entrada no Drylab® 
 

Analito  = 30 min  = 60 min 

7-aminoflunitrazepam 11,66 15,24 

clonazepam 18,71 28,95 

bromazepam 18,73 28,95 

flunitrazepam 19,00 29,50 

alprazolam 20,14 31,76 

nordiazepam 21,69 34,45 

diazepam 22,53 36,26 

 

 

Considerando o par-crítico formado pelo clonazepam e bromazepam, o 

software gerou um mapa de resolução (Figura 8), onde é possível observar 

máxima resolução entre esse par de analitos em aproximadamente 20 minutos 

de corrida cromatográfica. 
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Figura 8  Mapa de resolução para o par-crítico clonazepam e bromazepam 
 

 

Considerando o mapa de resolução do par-crítico apresentado acima e a 

necessidade de métodos de análise rápidos para suprir a demanda dos 

laboratórios de toxicologia forense, o tempo de gradiente foi limitado no software 

a 10 minutos. O gradiente cromatográfico linear escolhido para a execução das 

etapas seguintes do trabalho está apresentado na Tabela 11. O gradiente do 

método foi de 20 a 100 %B em 10 minutos, permanecendo nesta condição por 

2,5 minutos.  

 

Tabela 11  Método otimizado (  = 10 min) 

 

Tempo (min) % B (metanol) 

0,00 20,00 

10,00 100,00 

12,50 20,00 

17,50 Final 
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A Tabela 12 apresenta os parâmetros que o Drylab® utilizou para a 

otimização. 

 

Tabela 12  Parâmetros internos no Drylab® 
 

Analito    

7-aminoflunitrazepam 3,32 1,81 1,15 

clonazepam 3,82 2,74 1,98 

bromazepam 3,79 2,73 1,97 

flunitrazepam 3,81 2,76 2,00 

alprazolam 3,83 2,89 2,13 

nordiazepam 3,58 2,90 2,19 

diazepam 3,68 3,05 2,31 

S: fator força peso 

k: fator de retenção 

kw: fator de retenção para fase móvel composta por água pura 

 

Os resultados da verificação experimental do método desenvolvido por 

simulação computacional estão na Tabela 13. Todos os analitos eluem entre 7 e 

11 min de corrida e os fatores de retenção encontrados são adequados para um 

conta que foi estabelecido um tempo máximo de corrida. Quanto à resolução 

cromatográfica (Rs), considera-se que todos os analitos que tenham valores de 

Rs  1,5 estão separados em linha de base. Portanto, pode-se observar que 

alguns analitos coeluem por volta de 9,6 min de corrida. A resolução do par-

crítico formado pelo clonazepam e bromazepam foi ligeiramente prejudicada 

(Rs < 0,15). Pode-se observar também que, o flunitrazepam passou a coeluir 

com o bromazepam e o clonazepam. 

Também é possível observar que o erro associado às medidas de tempo 

de retenção (TR) foi de aproximadamente 0,3 min para todos os analitos, o que 

está de acordo com dados da literatura para métodos desenvolvidos por 

simulação computacional (DOLAN et al., 1999; HABER et al., 2000). 
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Tabela 13  Tempos de retenção teóricos e experimentais obtidos na condição cromatográfica 

otimizada 

 

Analito 
TR teórico 

(min) 
k 

Rs 

teórica 

TR experimental 

(min) 

Erro 

(min) 

7-aminoflunitrazepam 7,34 1,7 18 7,65 0,31 

clonazepam 9,62 1,5 0,15 9,92 0,30 

bromazepam 9,63 1,5 0,69 9,92 0,29 

flunitrazepam 9,72 1,5 3,0 10,02 0,30 

alprazolam 10,1 1,5 5,0 10,45 0,35 

nordiazepam 10,72 1,6 1,9 10,99 0,27 

diazepam 10,96 1,6  -  11,24 0,28 

k: fator de retenção 

Rs: resolução cromatográfica 

 

A Figura 9 apresenta o cromatograma teórico gerado pelo software para 

o método com o tempo de gradiente otimizado. Pode-se observar as coeluições 

entre 9 e 10 min. 

 

Figura 9  Cromatograma teórico para o método proposto 
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O cromatograma experimental está apresentado na Figura 10. Também é 

possível notar as mesmas coeluições, porém, tendo em vista que o método de 

detecção proposto é a espectrometria de massas in tandem, não foi necessária 

resolução cromatográfica completa dessas substâncias. 

 

Figura 10  Cromatograma experimental do método proposto 

 

De acordo com Maurer (2006), tendo em vista uma maior seletividade do 

método, deve-se monitorar pelo menos duas transições SRM de cada uma das 

substâncias de interesse. Os critérios de identificação do analito são: o tempo de 

retenção, a presença e a abundância dos íons monitorados, e a razão da 

abundância desses íons (MAURER, 2006). 

A fragmentação MS-MS dos benzodiazepínicos não segue um padrão 

para todas as moléculas da classe. Para demonstrar alguns dos mecanismos de 

que precisam ser considerados para a análises desses fármacos, seguem os 

exemplos de fragmentação do diazepam, nordiazepam, flunitrazepam e 

alprazolam. 

A fragmentação do diazepam ([M+H]+, m/z 285) ocorre pela perda de 

28 Da (CO), transformando o anel diazepínico em um íon de m/z 257. Em 



77 
 

seguida, pode ocorrer tanto a perda de 35 Da (Cl ), formando um íon de m/z 222, 

quanto a perda de 29 Da (H2C=NH), formando um íon de m/z 228. Caso seja 

formado m/z 228, este então perde 35 Da (Cl ), formando o íon de m/z 193 

(Figura 11). Um fragmento de m/z 154 também pode ser observado em alguns 

casos (NIESSEN, W. M., 2011).  

 

Figura 11  Fragmentação MS-MS do Diazepam 
 

 

Fonte: adaptado de NIESSEN, W. M. A.; CORREA C. (2017) 

 

No caso do nordiazepam ([M+H]+, m/z 271), inicialmente também pode 

ocorrer a perda de 28 Da (CO), formando o íon de m/z 243. Outro mecanismo 

possível é a perda de formamida (HCONH2) promovendo a formação do íon m/z 

226. E ainda pode ocorrer uma perda de benzeno (C6H6), levando à formação 

do íon m/z 193. A partir do íon m/z 243, são propostas fragmentações 

secundárias que levam a formação de m/z 208, 207, 165 e 140. A Figura 12 

representa a formação dos íons produto a partir da fragmentação do 

nordiazepam protonado. 
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Figura 12  Fragmentação MS-MS do nordiazepam 
 

 

Fonte: adaptado de NIESSEN, W. M. A.; CORREA C (2017) 

 

A fragmentação do flunitrazepam ([M+H]+, m/z 314) ocorre pela perda de 

46 Da (NO2 ), seguida pela perda de 29 Da (HCO ) conforme a Figura 11. Íons 

adicionais podem se formar em espectrômetros do tipo triploquadrupolo, no caso 

do flunitrazepam, são eles: m/z 211, 119, 147, 165 e 183 (NIESSEN, W. M., 

2011).  

No caso do alprazolam ([M+H]+, m/z 309), o mecanismo de fragmentação 

ainda não está completamente esclarecido e descrito na literatura (NIESSEN, W. 

M., 2011). Uma das propostas está na Figura 12. 

Para o clonazepam, bromazepam e 7-aminoflunitrazepam também foram 

monitorados fragmentos relevantes citados na literatura (KINTZ et al., 2005; 

ANZILLOTTI; ODOARDI; STRANO-ROSSI, 2014). 
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Na Figura 15 estão ilustrados todos os benzodiazepínicos estudados com 

suas respectivas transições monitoradas.  

 

Figura 13  Fragmentação MS-MS do flunitrazepam 
 

Fonte: adaptado de NIESSEN, W. M. (2011) 

 

Figura 14  Fragmentação MS-MS do alprazolam 
 

Fonte: retirado de NIESSEN, W. M. A.; CORREA C (2017)
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5.2 PARÂMETROS OTIMIZADOS DE MEPS 

 

O início do desenvolvimento analítico se deu pela análise de soluções 

aquosas contendo os analitos de interesse. Após esta etapa de familiarização 

com a técnica passou a ser usada amostra branco de sangue total humano post 

mortem. 

A fase extratora escolhida foi a C18. Antes do primeiro uso dos BINs, os 

cartuchos foram lavados com 100 µL de metanol e, em seguida, com água. 

O condicionamento foi feito a cada reutilização do BIN com 50 µL de metanol e 

150 µL de água. 

Com o objetivo de reduzir a viscosidade das amostras, evitando assim o 

entupimento do BIN de extração, as amostras foram diluídas dez vezes com 

água contendo clonazepam-D4 (padrão interno), conforme apresentado no 

Fluxograma 1. 

Após centrifugação (14208 g, 5 min), as etapas de otimização de MEPS 

foram realizadas com 200 µL do sobrenadante. Não foi necessário ajuste de pH 

devido às características físico-químicas dos analitos (Tabela 14). Todos os 

analitos se encontram em sua forma molecular no pH de trabalho. 
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Tabela 14  Propriedades físico-químicas dos analitos 

    

    

    

  5,08 18,30 

   12,24 

    

    

    

 

Fonte: a https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, b www.drugbank.ca, c http://www.hmdb.ca.  

Acesso em 14 de maio de 2018. 

 

Para verificar a adequação das condições de extração propostas pela 

literatura (ABDEL-REHIM, 2011) de MEPS para o caso específico dos 

benzodiazepínicos foi feita otimização por planejamento fatorial com quatro 

variáveis em dois níveis (24). Os parâmetros avaliados estão na Tabela 15 a 

seguir. Foram realizadas 16 análises, todas com amostra de sangue total branco 

post mortem adicionado dos benzodiazepínicos de interesse (na concentração 

de 100 ng.mL-1) e padrão interno (14,4 ng.mL-1). 
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Tabela 15  Planejamento fatorial da otimização dos parâmetros de MEPS 

 

Parâmetro Baixo (-1) Alto (+1) 

Velocidade de extração 3,57 µL.s-1 8,33 µL.s-1 

Ciclos de extração 4 8 

% isopropanol na lavagem do 

cartucho 
5 15 

Eluente 
0,1% NH4OH em 

metanol 

0,1% NH4OH em 

acetonitrila 

 

O desenho experimental e o tratamento dos dados de área obtidos foram 

feitos com auxílio do software Statistica 12 (Tulsa, OK, EUA). Dados de área 

absoluta foram utilizados para os cálculos referentes ao padrão interno. Já para 

os outros analitos, foram utilizados dados de área relativa. A análise dos dados 

foi feita por ANOVA (p=0,05). Gráficos de Pareto foram usados para facilitar a 

visualização os efeitos estatisticamente significativos para cada um dos analitos. 

Os resultados da otimização da extração foram significativos apenas para 

o padrão interno (Gráfico 6) e 7-aminoflunitrazepam (Gráfico 8).  

Para o clonazepam-D4 a interação entre os efeitos de ciclos de extração e 

eluente foi a que mais influenciou a extração dessa substância do BIN. A 

interação entre a velocidade de extração e a composição do eluente também foi 

significativa, assim como a composição do eluente isolada. A extração desse 

analito (considerando a área absoluta como fator de resposta) foi favorecida por 

um maior número de ciclos de extração (8 ciclos), com menor velocidade de 

aspiração e ejeção da amostra (3,57 µL.s-1), utilizando metanol na composição 

do eluente (Gráfico 7). 
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Gráfico 6  Gráfico de Pareto obtido pela análise das áreas de clonazepam-D4 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Área clonazepam-D4 (PI)
2**(4-0) design; MS Residual=208201E3

DV: Área clonazepam-d4 (PI)
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1by3
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2by3

(1)Velocidade de extração

1by2

3by4

(3)%isopropanol na lavagem

(4)Eluente

1by4

2by4

 

 

Gráfico 7 - Representação do efeito de interação entre os três fatores significativos para a 
extração de clonazepam-D4 
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Já para o 7-aminoflunitrazepam os fatores que influenciaram a extração 

foram o eluente e a quantidade de isopropanol para lavagem do BIN (Gráfico 8). 

Como é possível observar na Gráfico 9, utilizando metanol como eluente, 

as áreas de 7-aminoflunitrazepam são maiores caso a proporção de isopropanol 

na solução de lavagem seja de 5%. Em contrapartida, utilizando acetonitrila 

como eluente, a extração desse analito é favorecida com 15% de isopropanol na 

solução de lavagem.  

Sendo assim, considerando que o clonazepam-D4 apresentou melhores 

resultados utilizando metanol como eluente. E que, no caso do 

7-aminoflunitrazepam as respostas foram muito próximas com ambos os 

solventes, desde que respeitadas as devidas proporções de isopropanol na 

lavagem. Estabeleceu-se a lavagem do cartucho antes da eluição dos analitos 

com 100 µL de uma mistura de água e isopropanol (95:5 v/v) para posterior 

eluição com metanol alcalinizado (0,1% de hidróxido de amônio). 
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Gráfico 8  Gráfico de Pareto obtido pela análise das áreas relativas de 7-aminoflunitrazepam 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: 7-aminoflunitrazepam
2**(4-0) design; MS Residual=.421123

DV: 7-aminoflunitrazepam
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Gráfico 9  Médias marginais das áreas relativas de 7-aminoflunitrazepam com diferentes 
porcentagens de isopropanol na solução de lavagem 
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A partir dos resultados do experimento ficou determinada a eluição com 50 

µL de metanol alcalinizado com 0,1% de hidróxido de amônio, porém, foi 

adicionado ao eluato mais 50 µL de água para melhorar o formato dos picos 

cromatográficos. 

Por fim, a limpeza do cartucho foi feita com 200 µL de 0,2% hidróxido de 

amônio em metanol e acetonitrila (1:1 v/v) e 200 µL de solução água e metanol 

(95:5 v/v). 

Os fluxogramas do protocolo otimizado para o preparo de amostras de 

sangue total post mortem para a análise de fármacos benzodiazepínicos por 

MEPS estão apresentados .  

O Fluxograma 1 descreve a etapa de diluição da amostra para redução da 

viscosidade da matriz. O Fluxograma 2 descreve o protocolo de extração, que é 

composto pelas etapas de condicionamento do cartucho, inserção da amostra, 

eliminação dos interferentes da matriz, eluição dos analitos de interesse e 

limpeza do sistema para o preparo de uma nova amostra. 
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5.3 VALIDAÇÃO 

 

A partir dos parâmetros otimizados de extração foi realizada a validação 

analítica do método proposto. 

A seletividade foi avaliada pela análise de amostras de sangue branco. 

Nenhuma amostra apresentou substâncias com identificação cruzada com os 

analitos de interesse. Tendo em vista ampliar a seletividade do método, foram 

monitoradas duas transições SRM de cada uma das substâncias de interesse 

(MAURER, 2006). Os critérios de identificação dos analito foram: o tempo de 

retenção, a presença e a abundância dos íons monitorados e a razão da 

abundância desses íons. 

O modelo de calibração de cada um dos analitos foi avaliado quanto a 

distribuição das variâncias em cada nível de calibração (teste de Fisher) para 

verificar a ocorrência heterocedasticidade (Tabela 16). Considera-se que ocorre 

heterocedasticidade para todos os analito cujo valor de Fcalculado apresente valor 

superior ao Ftabelado. Sendo assim, todos os analito estudados apresentaram 

comportamento heteroscedástico, ou seja, distribuição desigual da variância ao 

longo da curva analítica. Por isso as curvas analíticas foram construídas pelo 

método dos mínimos quadrados ponderados (MMQP) utilizando os seguintes 

fatores de ponderação: diazepam (1/x2), clonazepam (1/x2), flunitrazepam (1/x), 

alprazolam (1/x), bromazepam (1/x2), 7-aminoflunitrazepam (1/x2), nordiazepam 

(1/x) (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002). As médias de inclinação, 

intercepto e coeficiente de determinação (r2) das curvas estão apresentadas na 

Tabela 17. 
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Tabela 16  Avaliação da distribuição da variância para as curvas de calibração 

 

Analito Fcalculado p-valor 
Fator de ponderação 

escolhido 

Diazepam 3961 6,80 x 10-6 1/x2 

Clonazepam 1822 1,00 x 10-6 1/x2 

Flunitrazepam 13899 7,19 x 10-5 1/x 

Alprazolam 10609 9,42 x 10-5 1/x 

Bromazepam 7944 1,26 x 10-4 1/x2 

7-Aminoflunitrazepam 6074 1,65 x 10-4 1/x2 

Nordiazepam 39657 2,52 x 10-5 1/x 

F: teste de Fisher (Ftabelado  

 

 

Os LOD e LOQ obtidos tornam a metodologia adequada para a 

quantificação de amostras desde as concentrações terapêuticas até níveis 

tóxicos desses fármacos (Tabela 17). Apesar das concentrações terapêuticas e 

tóxicas de diazepam e nordiazepam poderem ultrapassar o limite superior de 

quantificação do método (Tabela 1), verificou-se no ensaio de integridade de 

diluição que essas amostras podem ser diluídas até 10 vezes sem comprometer 

a precisão e a exatidão dos resultados.  
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A avaliação da integridade de diluição foi feita a partir de uma amostra 

fortificada com todos os analitos na concentração de 800 ng.mL-1, que foi diluída 

5 e 10 vezes com sangue total branco. Foram analisadas seis replicatas para 

cada nível de diluição. Como pode ser observado na Tabela 18, o único analito 

que não apresentou resultados satisfatórios (exatidão inferior a 80%) foi o 7-

aminoflunitrazepam, porém isso não compromete a determinação de resultados 

tóxicos já que a concentração tóxica mínima dessa substância (200 ng.mL-1) está 

dentro da faixa linear do método. 

 

Tabela 18  Integridade de diluição 

Analito 
1:5 1:10 

Exatidão (%) %CV Exatidão (%) %CV 

Alprazolam 86,4 3,2 105,0 8,0 

Bromazepam 83,8 11,7 89,2 10,9 

Clonazepam 94,2 2,3 101,9 9,3 

Diazepam 84,8 3,3 106,8 3,9 

Nordiazepam 115,5 3,0 90,8 3,8 

Flunitrazepam 83,5 2,6 87,5 2,6 

7-Aminoflunitrazepam 75,8 2,9 78,1 5,8 

 

 

Os resultados de exatidão, precisão intra-dia e inter-dia se mantiveram 

dentro da especificação do SWGTOX, com variação inferior a 20% para todos 

os analitos estudados (Tabela 19). Na mesma tabela também são apresentados 

os valores de recuperação, cujos valores estão entre 51,4 e 107,5%.  
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Não foi observado efeito residual (carryover) até o limite superior de 

quantificação das curvas de analíticas (500 ng.mL-1). Esse efeito foi avaliado pela 

extração de uma amostra branco imediatamente após a extração do calibrador 

de concentração mais alta em cada uma das curvas analíticas executadas. 

As amostras processadas se mantiveram estáveis por 24h a 4°C no 

amostrador automático do LC-MS/MS, permitindo assim que o método proposto 

seja utilizado em laboratórios que realizam rotina de análises toxicológicas. 

Não foi observada interferência de elementos da matriz nas análises. Os 

resultados do efeito matriz para o nível mais baixo ficaram entre -18 e 13%. Já 

para o nível mais alto, os resultados ficaram entre -17 e 14% (Tabela 20). Os 

coeficientes de variação também permaneceram dentro dos limites aceitáveis. 

 

Tabela 20  Efeito matriz 
 

Analito 
EMbaixo 

(%) 
CVbaixo 

(%) 

EMalto 

(%) 

CValto 

(%) 

7-aminoflunitrazepam -12 9,2 -14 10 

Alprazolam -17 13 -13 10 

Bromazepam -7,9 5,8 -10 7,7 

Clonazepam 12 8,4 14 9,3 

Clonazepam-d4 (IS) 10 6,9 14 9,3 

Diazepam 4,7 3,2 8,8 5,9 

Flunitrazepam -11 8,3 -13, 9,9 

Nordiazepam -11 8,2 -16 13 

 

EM: efeito matriz (avaliado em dois níveis de concentação) 

CV: coeficiente de variação entre as replicatas analisadas
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5.4 REUSO DO SORBENTE 

 

O reuso de cartuchos de SPE é um assunto bastante discutido na área analítica. 

Apesar dos trabalhos internacionais muitas vezes não considerarem o custo atrelado ao 

desenvolvimento de métodos que utilizam esse tipo de insumo, no contexto brasileiro, os 

cartuchos costumam ser produtos importados, o que faz com que o custo seja 

relativamente alto. 

Em MEPS o reuso dos BINs é inerente a técnica. A literatura prevê que um BIN 

possa ser reutilizado de 40 a 100 vezes. Porém, muitas vezes a limpeza do sistema 

somente com metanol ou acetonitrila não é suficiente. Em casos em que o BIN entope, a 

limpeza com solventes orgânicos não é viável, pois o solvente não consegue ser aspirado 

pela seringa de MEPS. Essa dificuldade de aspiração ocorre, provavelmente devido ao 

bloqueio do fluxo na frita de entrada do BIN. 

Utilizando um protocolo de limpeza já descrito para a limpeza de cartuchos de SPE 

(CHEN et al., 1993), que utiliza uma solução de ácido clorídrico 1% em água ultrapura foi 

possível recuperar os BINS e reutilizá-los conforme previsto na literatura. Esse 

procedimento só foi realizado em casos de entupimento visível do BIN, impedindo o fluxo 

de amostra pelo sorbente. Após a limpeza com ácido, o sorbente foi condicionado 

conforme descrito anteriormente no Fluxograma 2. 

Em média, cada um dos BINs utilizados para a realização do presente trabalho foi 

reutilizado 61 vezes sem comprometimento da qualidade de extração. 

Considerando que o preço de um manifold, somado ao preço de uma bomba de 

vácuo, (utilizados para SPE) e do eVol® (utilizado para MEPS) é o mesmo e que um 

cartucho de SPE custe R$ 10,17 e um BIN custe R$ 10,39 (por análise), pode-se 

considerar que MEPS seja a técnica de menor custo entre as duas, pois MEPS é uma 

técnica miniaturizada. Ou seja, para um preparo de amostra por MEPS são gastos 

menores volumes de reagentes e solventes. 
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5.5 TEMPO DE EXTRAÇÃO POR MEPS 

 

O tempo teórico total calculado para a realização do o protocolo de MEPS para cada 

amostra foi de 7,5 min. Na prática, partindo da amostra bruta e seguindo o procedimento 

proposto nos Fluxogramas 1 e 2, o tempo total de preparo de amostra de sangue total 

post mortem por MEPS é de de 8 min. 

 

5.6 QUANTIFICAÇÃO DE AMOSTRAS REAIS 

 

Foram submetidas à análise por MEPS-LC-MS/MS dez amostras reais de sangue 

total post mortem sabidamente positivas para benzodiazepínicos. Quatro amostras 

apresentaram resultado positivo para diazepam (5 a 71 ng.mL-1), sendo que, todas elas 

também apresentaram o produto de biotransformação nordiazepam conforme pode ser 

visto na Figura 16. Em duas amostras somente o nordiazepam foi identificado e 

quantificado (7 a 162 ng.mL-1). Duas amostras em que diazepam e nordiazepam foram 

quantificado apresentaram também alprazolam, porém em concentração inferior ao limite 

de quantificação do método. 

Uma amostra apresentou resultado positivo para dois dos benzodiazepínicos 

pesquisados: clonazepam (141 ng.mL-1) e bromazepam (164 ng.mL-1) conforme 

apresentado na Figura 17. 

Em uma amostra foi possível detectar flunitrazepam em concentração inferior ao 

limite de quantificação do método. E as duas amostras restantes apresentaram resultado 

negativo para as substâncias pesquisadas por este trabalho (Figura 18). 
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Figura 16  Cromatograma de uma amostra positiva para diazepam e nordiazepam 

 

 

Figura 17  Cromatograma de uma amostra positiva para clonazepam e bromazepam 
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Figura 18  Cromatograma de uma amostra negativa 

 

 
 

A Tabela 21 traz um resumo dos resultados obtidos. Os resultados de todas as 

amostras que foram quantificadas estão apresentados na Tabela 22. 

 
Tabela 21  Resultados obtidos para as dez amostras analisadas 

 

Analito 
Amostra 

      7 8 9 10 

Diazepam - - - - + + - - + + 

Nordiazepam - - - - + + + + + + 

Clonazepam - - + - - - - - - - 

Bromazepam - - + - - - - - - - 

Flunitrazepam + - - - - - - - - - 

7-Aminoflunitrazepam - - - - - - - - - - 

Alprazolam - - - - - + - - - + 
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Tabela 22  Resultados das amostras quantificadas 
 

Analito 
Amostra 

      10 

Diazepam 

(ng.mL-1) 
< LOQ 57 71 < LOQ < LOQ 23 5 

Nordiazepam

(ng.mL-1) 
< LOQ 20 7 51 7 162 12 

Clonazepam 

(ng.mL-1) 
141 < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ 

Bromazepam 

(ng.mL-1) 
164 < LOQ <LOQ < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ 

 
< LOQ: resultado inferior ao limite de quantificação do método 

 

Vale ressaltar que, de acordo com o levantamento realizado com dados dos 

registros de óbitos do IML-SP durante o ano de 2017 outros benzodiazepínicos, além dos 

pesquisados pelo presente trabalho, surgiram como fármacos envolvidos em 

intoxicações. Sendo assim, pode-se inferir que os dois resultados negativos encontrados 

correspondem a amostras que contém outros benzodiazepínicos como, por exemplo, o 

midazolam. 

Para auxiliar interpretação dos resultados obtidos em exames de sangue total, 

Jönsson e colaboradores (2014) estabeleceram valores de referência a partir de casos 

reais de intoxicações envolvendo fármacos sedativos e hipnóticos. A Tabela 23 indica os 

valores encontrados em casos em que os benzodiazepínicos foram relacionados a causa 

mortis, sozinhos ou em associação com outras substâncias. As análises dos óbitos 

relacionados ao consumo de benzodiazepínicos confirmam que esses fármacos são 

relativamente seguros e causam intoxicações, principalmente, quando associados a 

outras substâncias (SKOV et al., 2016). 
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O levantamento bibliográfico dos intervalos de referência de concentração de 

benzodiazepínicos em sangue total de casos reais de intoxicações comprova que esses 

são fármacos de alto índice terapêutico. Pode-se observar que a literatura relata 

intoxicações cujas concentrações sanguíneas de benzodiazepínicos chegam a ordem de 

microgramas por mililitro. Quanto a isso o método proposto também está adequado, pois 

a integridade de diluição está validada até a proporção 1:10.  Sendo assim, o limite 

superior de relato de resultado é de 5000 ng.mL-1. O único analito estudado o qual a 

literatura cita concentrações superiores a  5000 ng.mL-1 é o diazepam, neste caso o 

resultado seria  registrado como superior ao limite de quantificação do método. 

 
Tabela 23  Intervalo de referência de intoxicações fatais causadas por benzodiazepínicos sozinhos ou 

em associação com outras substâncias 
 

 

Analito no 

sangue 

Intervalo de 

concentração 

(µg.g-1) 

Intervalo de 

concentração 

(ng.mL-1)** 

Referência 

Alprazolam 0,10  0,60 106  636 JÖNSSON et al. (2014) 

Bromazepam 0,041  2,15  44  2279 SKOV (2016) 

Clonazepam* 0,14  0,75 148  795 JÖNSSON et al. (2014) 

Diazepam 

Nordiazepam 

1,20  6,00 

0,086  1,73 

1272  6360 

91  1884 
JÖNSSON et al. (2014) 

Flunitrazepam* 0,07  0,74 74 - 784 JÖNSSON et al. (2014) 

*Soma da concentração do fármaco e seus produtos de biotransformação 
**Valores convertidos considerando a densidade do sangue total como 1,06 g.mL-1 
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6 CONCLUSÕES 

  

Os protocolos desenvolvidos pelo presente estudo contaram com o auxílio de 

ferramentas estatísticas de desenho experimental e simulação computacional, o que é 

uma tendência nos laboratórios de química analítica, análises clínicas e análises 

toxicológicas. Essas estratégias tornam o desenvolvimento analítico direcionado às 

substâncias de interesse e reduzem o tempo de envolvimento do analista com as 

atividades de bancada, promovendo também um melhor aproveitamento dos 

equipamentos do laboratório.  

O tempo total de preparo de amostra de sangue total post mortem por MEPS pelo 

método proposto de menos de 10 min. Apesar da proposta de extração por MEPS do 

trabalho ter sido uma abordagem semi-automatizada, a automação total desse mesmo 

procedimento pode ser implementada substituindo a agulha do injetor de cromatógrafo 

(líquido ou gasoso) pelo BIN de extração e programação dos ciclos de extração no 

software do equipamento.  

Os limites do método proposto estão de acordo com as recomendações 

internacionais para métodos de análise para caracterizar direção sob efeito de 

benzodiazepínicos. Essa poderia ser mais uma aplicação do método proposto, ainda 

dentro da toxicologia forense, desde que a matriz de escolha para a análise seja sangue 

total. 

Foram submetidas a análise por MEPS-LC-MS/MS dez amostras reais de sangue 

total post mortem. Algumas amostras apresentaram resultado positivo para diazepam e 

seu produto de biotransformação nordiazepam. Em outras amostras somente o 

nordiazepam foi identificado e quantificado. Tanto o diazepam, quanto o nordiazepam 

foram encontrados em concentrações que podem ser consideradas terapêuticas. 

Uma das amostras reais analisadas apresentou resultados tóxicos para duas 

substâncias: clonazepam e bromazepam. 
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Apesar da matriz escolhida ser extremamente coagulada e viscosa, a diluição 

adequada das amostras permitiu a reutilização dos BINs tanto quanto em trabalhos com 

matrizes biológicas menos complexas (soro e urina). 

Preconiza-se que as análises toxicológicas post mortem quantitativas sejam 

realizadas preferencialmente em sangue coletado da veia femoral. Porém, nem sempre 

é possível a coleta dos volumes necessários de fluido biológico (40 mL) de sítio 

anatômico adequado. A coleta pode ser prejudicada, por exemplo, em casos de morte 

causada por agende físico (fogo) e choque hipovolêmico. O estado de decomposição do 

cadáver também pode ser um impeditivo a coleta de sangue. Considerando que MEPS é 

uma técnica miniaturizada e que o método proposto necessita somente de 100 µL de 

sangue para a análise, espera-se que a técnica possa auxiliar futuramente em casos de 

coleta difícil de material biológico durante o exame necroscópico.  

Julgando pelo disposto, o método de preparo de amostras por microextração por 

sorbente empacotado seguido de cromatografia líquida e espectrometria de massas in 

tandem (MEPS-LC-MS/MS) proposto é adequado para a análise de cinco fármacos 

benzodiazepínicos (alprazolam, bromazepam, clonazepam, diazepam, flunitrazepam) e 

seus produtos de biotransformação (7-aminoflunitrazepam e nordiazepam) em amostras 

sangue total post mortem. 

Não é de conhecimento dos autores desse trabalho outras aplicações de MEPS em 

análises de fluidos biológicos post mortem, tampouco de benzodiazepínicos em sangue 

total post mortem. 
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APÊNDICE A 

 

Nº Classificação Fármaco ou termo Casos 
localizados? 

1 Antidepressivo escitalopram 
 

2 Antidepressivo sertralina sim 

3 Antidepressivo bupropiona 
 

4 Antidepressivo paroxetina 
 

5 Antidepressivo citalopram sim 

6 Antidepressivo fluoxetina 
 

7 Antidepressivo venlafaxina 
 

8 Antidepressivo duloxetina sim 

9 Antidepressivo fluvoxamina 
 

10 Antidepressivo amitriptilina sim 

11 Antidepressivo imipramina 
 

12 Antidepressivo nortriptilina sim 

13 Antidepressivo clomipramina 
 

14 Antidepressivo trazodona 
 

15 Antidepressivo tianeptina 
 

16 Antidepressivo reboxetina 
 

17 Anorexígeno sibutramina 
 

18 Anorexígeno mazindol 
 

19 Anorexígeno fenfluramina 
 

20 Anorexígeno femproporex 
 

21 Anorexígeno dietilpropiona 
 

22 Anorexígeno anfepramona 
 

23 Anticonvulsivante gabapentina 
 

24 Anticonvulsivante carbamazepina sim 

25 Estabilizador de humor lítio sim 

26 Anticonvulsivante valproato 
 

27 Anticonvulsivante lamotrigina 
 

28 Anticonvulsivante topiramato 
 

29 Benzodiazepínico oxazepam 
 

30 Benzodiazepínico clorazepato 
 

31 Benzodiazepínico diazepam sim 

32 Benzodiazepínico alprazolam sim 

33 Benzodiazepínico bromazepam 
 

34 Benzodiazepínico clonazepam 
 

35 Benzodiazepínico clordiazepóxido 
 

36 Benzodiazepínico lorazepam 
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Nº Classificação Fármaco ou termo Casos 
localizados? 

37 Benzodiazepínico clobazam 
 

38 Benzodiazepínico cloxazolam 
 

39 Antipsicótico aripiprazol 
 

40 Antipsicótico quetiapina sim 

41 Antipsicótico ziprasidona 
 

42 Antipsicótico risperidona 
 

43 Antipsicótico clozapina 
 

44 Antipsicótico pipotiazina 
 

45 Antipsicótico penfluridol 
 

46 Antipsicótico zuclopentixol 
 

47 Antipsicótico flufenazina 
 

48 Antipsicótico tioridazina 
 

49 Antipsicótico trifluperazina 
 

50 Antipsicótico clorpromazina sim 

51 Antipsicótico amissulprida 
 

52 Antipsicótico haloperidol sim 

53 Antipsicótico buspirona 
 

54 Anticolinérgico biperideno 
 

55 Anticolinérgico acamprosato 
 

56 Barbitúrico fenitoína sim 

57 Barbitúrico fenobarbital sim 

58 Antietanol dissulfiram 
 

59 Antietanol naltrexona 
 

60 Benzodiazepínico nitrazepam 
 

61 Hipnótico não-
benzodiazepínico 

zolpidem
 

62 Benzodiazepínico triazolam 
 

63 Benzodiazepínico flunitrazepam 
 

64 Benzodiazepínico midazolam sim 

65 Neurotônico metilfenidato 
 

66 Neurotônico atomoxetina 
 

67 Outros termos psicotrópico sim 

68 Outros termos sedativo sim 

69 Outros termos hipnótico 
 

70 Outros termos ansiolítico sim 
71 Droga de abuso 2-CB 

 

72 Droga de abuso anfepramona 
 

73 Droga de abuso cafeína 
 

74 Droga de abuso clobenzorex 
 

75 Droga de abuso cetamina 
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Nº Classificação Fármaco ou termo Casos 
localizados? 

76 Droga de abuso efedrina 
 

77 Droga de abuso dimetoxianfetamina 
 

78 Droga de abuso metaclorfenilpiperazina (mCPP) 
 

79 Droga de abuso 3,4-metilenodioximetanfetamina(MDMA) sim 

80 Droga de abuso metanfetamina 
 

81 Droga de abuso fenciclidina 
 

82 Droga de abuso pirovalerona 
 

83 Droga de abuso trifluorometilfenilpiperazina 
 

84 Droga de abuso delta-9-tetraidrocanabinol sim 

85 Droga de abuso cocaína sim 

86 Droga de abuso lidocaína 
 

87 Droga de abuso LSD 
 

88 Droga de abuso NBOMe 
 

89 Droga de abuso Álcool sim 

90 Defensívo agrícola Aldicarbe sim 

91 Defensívo agrícola Carbamato sim 

92 Defensívo agrícola Carbofurano sim 

93 Defensívo agrícola Organofosforados 
 

94 Defensívo agrícola Paraquat sim 
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