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RESUMO 

 

Há um número crescente de pessoas afetadas em todo o mundo por distúrbios de saúde mental, 

como depressão e ansiedade. Uma das principais linhas de tratamento, em conjunto com a 

psicoterapia, é o uso de medicamentos psicotrópicos, como antidepressivos e 

benzodiazepínicos. Além disso, o uso não prescrito dessas substâncias é um problema de saúde 

pública preocupante. Portanto, a análise de medicamentos psicotrópicos é obrigatória na 

toxicologia postmortem e para essa detecção, várias amostras biológicas podem ser 

empregadas, entre elas destaca-se o humor vítreo (VH), um líquido aquoso localizado no 

interior do globo ocular, isolado da redistribuição e contaminação bacteriana. Além disso, há 

uma demanda por metodologias de extração mais sustentáveis e eficientes de acordo com a 

química verde, e um exemplo são as técnicas de microextração em fase sólida (SPME), que 

usam um sorvente sólido e pequenas quantidades de solvente. Os biossorventes são substâncias 

de origem natural com propriedades sortivas, e têm sido utilizados com sucesso em técnicas de 

microextração sólida no campo da toxicologia ambiental, na análise de água, principalmente. 

Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia de SPME sustentável, rápida, 

barata e simples usando tiras de folha de cortiça como biossorvente, para detecção de 

antidepressivos e benzodiazepínicos em amostras de VH por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria  de massas em modo tandem (LC-MS/MS). A metodologia de extração foi 

conduzida em placas de 96 poços e foi realizada a otimização dos parâmetros relevantes para a 

extração. Para a otimização do solvente, dois experimentos simplex-centroide foram planejados 

para extração e dessorção e para avaliar o tempo e pH, um experimento de design Doehlert foi 

realizado. As melhores condições para os solventes de extração e dessorção foram, 

respectivamente, uma mistura 1:1 de acetonitrila e etanol, e uma mistura 1:1:1 de acetonitrila, 

acetato de etila e éter metil terc-butílico (MTBE). Quanto aos experimentos de design Doehlert, 

uma melhor extração foi adquirida em 15 minutos e em pH neutro de 7. Posteriormente, o 

método analítico para determinação e quantificação de 17 substâncias por LC-MS/MS foi 

validado. Quanto à validação do método, os limites de quantificação foram de 5 ng/mL para 

todos os analitos e as curvas de calibração foram lineares entre 5 e 30 ng/mL. Por fim, este 

estudo foi capaz de desenvolver um método de microextração eficiente, barato, simples e rápido 

para 17 analitos em amostras de VH, usando tiras de folha de cortiça para extração e uma placa 

de 96 poços como recipiente. Além disso, este sistema de abordagem poderia ser possivelmente 

automatizado para laboratórios toxicológicos de rotina. 

 

 

Palavras-chave:  humor vítreo, fármacos psicoativos, espectrometria de massas, cortiça.



 
 

ABSTRACT 

There is an increasing number of people affected worldwide by mental health disorders such as 

depression and anxiety. One of the main courses of treatment, along with psychotherapy, is the 

use of psychoactive medications, like antidepressants and benzodiazepines. Also, the 

unprescribed use of these substances is a concerning public health issue. Hence, the analysis of 

psychotropic medications is mandatory in postmortem toxicology and various biological 

samples can be used for this detection, among them the vitreous humor (VH) stands out, an 

aqueous liquid located inside the eyeball, isolated from redistribution and bacterial 

contamination. In addition to this, there is a demand for more sustainable and more efficient 

extraction methodologies according to green chemistry. An example is solid phase 

microextraction techniques (SPME), which use a solid sorbent and small solvent amounts. 

Biosorbents are substances of natural origin with sorptive properties, and they have been 

successfully used in solid-phase microextraction techniques in environmental toxicology for 

water analysis, mainly. Ultimately, the aim of this study was to develop a sustainable, fast, 

cheap, and simple SPME methodology using cork sheet stripes as a biosorbent, to extract 

antidepressants, benzodiazepines, and others from vitreous humor samples for posterior 

analysis through liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). 

The extraction methodology was conducted in a 96-well plate and optimization of relevant 

parameters for extraction was performed. For solvent optimization, two simplex-centroid 

experiments were planned for extraction and desorption and to evaluate time and pH, a Doehlert 

design experiment was performed. The best conditions for extraction and desorption solvents 

were, respectively, a 1:1 mixture of acetonitrile and ethanol, and a 1:1:1 mixture of acetonitrile, 

ethyl acetate and methyl tert-butyl ether (MTBE). As for the Doehlert design experiments, a 

better extraction was achieved in 15 minutes and at a neutral pH of 7. Subsequently, the 

analytical method for determination and quantification of 17 substances by LC-MS/MS was 

validated. As for the method validation, the quantification limits were 5 ng/mL for all analytes 

and the calibration curves were linear between 5 and 30 ng/mL. Finally, this study was able to 

develop an efficient, cheap, simple, and fast microextraction method for 17 analytes in VH 

samples, using strips of cork sheet for extraction and a 96-well plate as a container. 

Furthermore, this approach system could possibly be automated for routine toxicology 

laboratories.  

 

 

Keywords: vitreous humor, psychoactive drugs, mass spectrometry, cork.
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

O consumo de medicamentos psicoativos para o tratamento de transtornos mentais está 

crescendo rapidamente em todo o mundo. A depressão e os transtornos de ansiedade são um 

problema de saúde global e as duas categorias de medicamentos usadas principalmente para o 

tratamento dessas doenças são os antidepressivos e os benzodiazepínicos, respectivamente 

(PENNINX et al., 2021; GØTZSCHE et al., 2020). Essas substâncias são amplamente 

prescritas, tornando-se, portanto, mal utilizadas por muitas pessoas. Nesse contexto, esses 

fármacos podem ser usados de forma abusiva e causar dependência, sendo uma importante 

causa de intoxicação e desfechos negativos. Portanto, a análise toxicológica de fármacos 

psicotrópicos é de extrema relevância nas investigações forenses (OLFSON et al., 2016; 

EDINOFF et al., 2021). 

A análise postmortem é imprescindível para ajudar a determinar a causa da morte em 

casos envolvendo abuso de substâncias. A principal amostra avaliada nesses casos é o sangue, 

devido à correlação entre a presença de uma substância e o efeito relacionado (GALERA e 

ROSSATO-GRANDO, 2021). No entanto, existem alguns problemas com a análise de sangue 

principalmente relacionados à decomposição, putrefação, redistribuição e contaminação post-

mortem (CAMPOS et al., 2021; MARKOWSKA et al., 2017). Portanto, novas metodologias 

são necessárias, e a análise de matrizes alternativas é um recurso promissor para superar essas 

limitações. Sobre todos os tipos de amostras biológicas alternativas, o emprego do humor vítreo 

tem mostrado um grande potencial analítico para a análise de drogas (ISHIKAWA et al., 2018; 

KUGELBERG et al., 2007). 

O humor vítreo tem constituição simples, sendo composto principalmente por água 

juntamente com colágeno e outras proteínas como os glicosaminoglicanos. É anatomicamente 

isolado dentro do globo ocular, sendo, portanto, menos sujeito a contaminação, decomposição 

e redistribuição pós-morte do que o sangue. O uso do humor vítreo já foi estabelecido como a 

amostra mais adequada e utilizada para a análise do álcool (SANTOS et al., 2017). A 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas e a cromatografia líquida de alta 

pressão com detectores de arranjo de diodos já foram desenvolvidas para a análise de várias 

drogas de abuso no humor vítreo (NTOUPA et al., 2020; METUSHI et al., 2016; CARTISER 

et al., 2011; BAZMI et al., 2016; CABARCOS et al., 2010). No entanto, a técnica analítica 

mais específica e sensível é a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-

MS/MS) (ARORA et al., 2015; BIRK et al., 2022; PELANDER et al., 2010). 
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Junto com o uso de matrizes alternativas, a busca por técnicas sustentáveis de 

microextração vem crescendo rapidamente no campo da toxicologia analítica. Esses métodos 

geralmente se preocupam em seguir os princípios da Química Analítica Verde, buscando 

técnicas mais baratas, rápidas, seguras e simples (ANASTAS et al., 2010). Métodos verdes são 

conhecidos pela redução de reagentes e pelo uso de materiais biodegradáveis que são menos 

tóxicos para o meio ambiente e, também, para o operador. Bons exemplos de materiais “verdes” 

são os biossorventes, que são substâncias de origem natural que são subprodutos da produção 

agrícola e podem ser reaproveitados para técnicas de preparo de amostras (LÓPEZ-LORENTE 

et al., 2022). 

Um biossorvente que vem ganhando destaque neste campo é a cortiça. A cortiça é um 

material biodegradável de origem vegetal normalmente utilizado em rolhas para garrafas de 

vinho. A folha de cortiça já foi aplicada com sucesso em métodos de extração para análises 

toxicológicas ambientais com detecção de diversos analitos, como parabenos, hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos, pesticidas organoclorados, hormonas, entre outros poluentes da água 

(DIAS et al., 2015; MANZO et al., 2020; MORELLI et al., 2020). Adicionalmente, a cortiça 

laminar tem sido utilizada como fase sortiva para a extração de hormônios na água. A eficiência 

das folhas de cortiça na extração por sorção por disco rotativo (RDSE) foi comparada com fases 

comerciais comumente usadas. Os resultados de recuperação da cortiça foram maiores ou não 

apresentaram diferença significativa (MANZO et al., 2020). Além disso, a cortiça laminar foi 

também utilizada no RDSE para a determinação de 20 micropoluentes orgânicos em amostras 

de água (MORÉS et al., 2017). No entanto, houve pouca exploração dessas metodologias de 

microextração ecoeficientes para a análise de amostras biológicas. Assim, este estudo teve 

como objetivo aliar a utilização de uma amostra biológica alternativa como o humor vítreo ao 

desenvolvimento de um método de extração sustentável baseado na utilização da cortiça como 

biossorvente para a análise de fármacos psicoativos em processos forenses. 

 

1.1 Distúrbios de saúde mental 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a denominação doença ou 

desordem mental pode ser definida como um distúrbio clinicamente significativo na cognição, 

comportamento ou regulação emocional do indivíduo. Outro termo que pode ser utilizado é 

condições de saúde mental, sendo este mais amplo. Segundo estimativas, cerca de 1 a cada 8 

pessoas no mundo, o que representam 970 milhões de indivíduos, estavam vivendo com alguma 

desordem mental em 2019. Desse total, estima-se que 52,4% são mulheres e que 31% sofrem 
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de transtornos de ansiedade e 28,9% de transtornos depressivos. Quanto à prevalência nos anos 

de desenvolvimento, cerca de 8% das crianças e 14% dos adolescentes vivem com algum tipo 

de desordem mental. Na infância, o mais comum são os transtornos de desenvolvimento 

idiopáticos, seguidos pelo autismo. Já na adolescência, destaca-se o transtorno de déficit de 

atenção e hiperatividade (TDAH) e a ansiedade, especialmente nos indivíduos do sexo 

feminino. Já na vida adulta, há uma prevalência de transtornos depressivos, e, por fim, entre 

idosos é observada a prevalência de ansiedade (OLFSON et al., 2016). Além disso, cerca de 

320 milhões de pessoas sofrem com transtorno por uso de substâncias, sendo a maioria (283 

milhões) relacionada ao uso de álcool e 36 milhões por uso de drogas de abuso (CLACK e 

WARD., 2019; MOITRA et al., 2021; PENNINX et al., 2021). Apesar da implementação de 

diversas medidas de prevenção e do desenvolvimento de novos tratamentos, o número de casos 

continuam em alta (CLACK e WARD, 2019).  

Durante a pandemia de COVID-19 em 2020, houve um aumento significativo da 

prevalência de transtornos mentais (SANTOMAURO et al., 2021; VINDEGAARD e 

BENROS, 2020). Estudos recentes investigaram os efeitos diretos do vírus SARS-CoV-2 no 

sistema nervoso e, principalmente, os efeitos indiretos na saúde mental tanto de profissionais 

da saúde quanto da população em geral. De acordo com CHEN et al., 2020, profissionais da 

saúde apresentaram um aumento de sintomas de depressão e ansiedade, além de uma baixa 

qualidade de sono (XIAO et al., 2020). Em relação ao público geral, viver sozinho se mostrou 

um fator de risco para desenvolver transtornos de depressão e ansiedade (CAO et al., 2020). De 

acordo com SANTOMAURO et al., 2021, indicadores como mobilidade humana na pandemia 

e taxa diária de infecção por SARS-CoV-2 influenciaram significativamente no aumento da 

prevalência de transtornos de depressão e de ansiedade. A estimativa calculada foi de um 

aumento de 27,6% de casos. Ademais, os dois subgrupos mais afetados foram a população 

feminina e a população abaixo dos vinte e quatro anos. 

Os transtornos mentais são classificados e diagnosticados de acordo com o Manual 

Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM) da Associação Psiquiátrica Americana 

(APA). Esses transtornos variam amplamente entre si quanto a causa, gravidade, sintomas e 

tratamento. Algumas categorias que se destacam são: transtornos do espectro autista, TDAH, 

esquizofrenia, transtorno bipolar, transtornos depressivos, transtornos de ansiedade, transtorno 

obsessivo-compulsivo, transtorno de estresse pós-traumático, transtornos alimentares, 

transtorno de insônia, narcolepsia, transtornos relacionados ao uso de substâncias, entre outros 

(CLARKE et al., 2009). 
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O transtorno de depressão se caracteriza por uma tristeza crônica que leva a importantes 

alterações de humor, de sociabilidade e até mesmo de funções fisiológicas (CLACK e WARD, 

2019). O transtorno da depressão pode ser classificado, de acordo com o DSM-5, em diversas 

categorias: transtorno disruptivo da desregulação de humor; transtorno depressivo maior, 

podendo este ser de episódio único ou episódio recorrente, leve a grave; transtorno depressivo 

persistente, também denominado distimia; transtorno disfórico pré-menstrual; transtorno 

depressivo induzido por substância e transtorno depressivo devido a outra condição médica. 

Segundo SOUZA et al., 2021, a população adolescente apresentou um aumento significativo 

de casos de depressão no século atual.  Além de ser mais intensificada e prolongada nessa fase, 

a depressão reflete no desenvolvimento do adolescente e pode vir a reincidir na vida adulta. A 

preocupação com o diagnóstico e tratamento adequados nessa fase de crescimento e de 

desenvolvimento é de extrema importância, com o objetivo de reduzir ao máximo os efeitos 

negativos no indivíduo. Entre os fármacos mais utilizados nos últimos anos para o tratamento 

medicamentoso da depressão em adolescentes, pode-se citar a fluoxetina, a paroxetina e a 

sertralina (CLACK e WARD, 2019). 

Quanto à ansiedade, existem diversas condições, entre elas: transtorno de ansiedade 

generalizada, transtorno de pânico, fobia social, entre outros. Estes diferem pela forma como 

se manifestam e afetam a vida do paciente. O transtorno de ansiedade generalizado se 

caracteriza pelo sentimento constante de ansiedade em relação a muitos aspectos, sem ter algum 

foco específico. No transtorno de ansiedade social ou fobia social, os sintomas de ansiedade 

estão relacionados a situações de convívio em sociedade. Já o transtorno de pânico se define 

por recorrentes ataques de pânico, que são episódios de ansiedade severa que incluem diversos 

sintomas físicos, como sudorese, dor no peito, taquicardia, tremores e náuseas (ROY-BYRNE, 

2006). Estas desordens são caracterizadas pelo sentimento de medo, preocupação e apreensão 

exacerbados. Os transtornos de ansiedade são considerados, pela OMS, a nona maior causa de 

incapacidade relacionada à saúde (PENNINX et al., 2021).  

Outros transtornos, que anteriormente ao DSM-5 eram classificados como transtornos 

de ansiedade, são o transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) e o transtorno de estresse pós-

traumático (TEPT, ou em inglês, post-traumatic stress disorder, mais conhecido pela 

abreviação PTSD). De acordo com o DSM-5, o indivíduo com TOC apresenta obsessões, que 

são pensamentos, e compulsões, que são ações relativas aos pensamentos obsessivos. Alguns 

tipos de obsessões são mais comuns, como aqueles relacionados à limpeza e à simetria. Já o 

TEPT está obrigatoriamente ligado a um evento traumático específico na vida do indivíduo, 

podendo este ser uma experiência direta ou indireta relacionada a morte, lesão grave ou 
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violência sexual. Os seguintes sintomas são característicos: pensamentos intrusivos, reações 

dissociativas, sofrimento psicológico intenso, evitação persistente, hipervigilância, resposta de 

sobressalto exagerada, entre outros (APA, 2014; GOTZCHE et al., 2020). Adicionalmente, 

estima-se que cerca de 1% da população mundial sofra de transtorno bipolar segundo dados da 

OMS. Nesse distúrbio, o indivíduo sofre de episódios depressivos alternados com episódios 

eufóricos, causando uma instabilidade emocional que afeta a sua vida no âmbito pessoal e 

profissional (PARIS e BLACK, 2015). 

Outro transtorno mental grave é o Transtorno de Personalidade Borderline (TPB), que 

é caracterizado por relacionamentos instáveis, autoimagem frágil e comportamento impulsivo. 

Os tratamentos mais comuns incluem psicoterapia, medicamentos e grupos de apoio. 

Medicamentos como antidepressivos e estabilizadores de humor podem ser prescritos para 

ajudar a regular as mudanças de humor e estabilizar o paciente com TPB. Por fim, a 

esquizofrenia é um transtorno grave que afeta cerca de 1% da população mundial. Esta condição 

é caracterizada por sintomas como alucinações, delírios e pensamentos desorganizados, o que 

pode levar a uma deterioração significativa da vida diária e das relações pessoais (APA, 2014; 

MORENO e SOARES, 1999). 

Alguns transtornos estão relacionados ao desenvolvimento desde o início da vida, sendo 

geralmente diagnosticados na infância e na adolescência. Entre estes, pode-se destacar os 

transtornos do espectro autista (TEA) e o TDAH. A categoria dos TEA apresenta uma ampla 

gama de distúrbios do neurodesenvolvimento, caracterizados por: dificuldade na comunicação, 

dificuldade na interação social, comportamentos repetitivos e interesses restritos. Alguns 

exemplos de classificações são o autismo clássico, o transtorno de Asperger e o transtorno 

global do desenvolvimento não-especificado. No Brasil, a estimativa de prevalência dos TEA 

é de 2% da população, segundo a Secretaria de Atenção à Saúde do Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2015). 

Também, o TDAH é uma condição neurobiológica caracterizada por dificuldades de 

atenção, hiperatividade e impulsividade. Estes sintomas podem interferir significativamente na 

vida diária e nas atividades escolares e profissionais. Apesar de ser um dos transtornos mais 

comuns entre crianças e adolescentes, também pode afetar adultos. Adultos com TDAH 

apresentam menor volume de massa cinzenta em áreas do cérebro relacionadas à atenção e à 

inibição de comportamentos impulsivos. Além disso, eles também apresentam diferenças na 

conectividade funcional entre essas áreas e outras regiões do cérebro (DIAS et al., 2013). A 

prevalência do TDAH no Brasil é estimada em torno de 5% a 7% da população, de acordo com 
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dados da Academia Americana de Pediatria. No entanto, ainda existe uma falta de 

conscientização sobre o TDAH e falta acesso ao diagnóstico e aos tratamentos adequados. 

Além dos sintomas deletérios de cada desordem de saúde mental, o risco de suicídio é 

uma grande preocupação para pessoas com esses quadros, como depressão, transtorno bipolar, 

esquizofrenia e transtornos de personalidade. Pacientes com algum distúrbio mental apresentam 

maior suscetibilidade a outros tipos de doenças e a tendências suicidas (CLARKE e CURRIE, 

2009; MOITRA et al., 2021). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), 

aproximadamente 703.000 pessoas cometem suicídio a cada ano, o que equivale a 

aproximadamente 10,7 suicídios por 100.000 pessoas em todo o mundo, sendo responsável por 

mais mortes que a malária, AIDS ou câncer de mama. Cerca de uma em cada cem mortes no 

ano de 2019, estima-se que foi por suicídio. Globalmente, a taxa de suicídios entre homens é 

cerca de 2 vezes maior que entre as mulheres. Já no Brasil, essa taxa aumenta para mais de 3 

vezes (OMS, 2021). 

Para o tratamento desses distúrbios de saúde mental é indicado, além da psicoterapia, o 

uso de fármacos psicoativos. Para casos de sintomas depressivos, são comumente prescritas 

substâncias da classe dos antidepressivos, como a fluoxetina. Já no caso de sintomas de 

ansiedade, são indicados ansiolíticos, como o clonazepam. Essas substâncias são muito 

utilizadas pela população, devido à grande prevalência de distúrbios psiquiátricos, no entanto o 

uso proscrito desses medicamentos está aumentando ao passar dos anos. Os benzodiazepínicos 

são algumas das drogas mais prescritas por médicos nos Estados Unidos. De acordo com 

EDINOFF et al., 2021, também são uma causa comum de overdose não-opioide. No Brasil, o 

uso de antidepressivos e benzodiazepínicos não prescritos é uma preocupação crescente. 

Segundo dados do Ministério da Saúde, o número de prescrições para antidepressivos aumentou 

mais de 50% na última década, enquanto o número de prescrições de benzodiazepínicos 

aumentou mais de 30%. Apesar disso, também há um número significativo de indivíduos que 

adquirem esses medicamentos sem receita médica, por meios ilegais, principalmente a partir da 

pandemia de COVID-19. Através de vendas online realizadas na dark web, o comércio e o 

consumo irregular de medicamentos foi facilitado. Além disso, existe o risco de se adquirirem 

produtos adulterados, com substâncias químicas e concentrações totalmente desconhecidas. 

(OLFSON et al., 2016; SARANGI et al., 2021). 

 

1.2 Substâncias psicoativas 
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Os fármacos antidepressivos são utilizados principalmente para o tratamento de 

transtornos de depressão, mas também podem ser aplicados no tratamento de uma ampla 

variedade de distúrbios, como: transtorno obsessivo compulsivo, transtorno de ansiedade 

generalizado, TEPT, transtorno de pânico, agorafobia e bulimia (GØTZSCHE et al., 2020; 

HILLHOUSE e PORTER, 2015). Os antidepressivos foram descobertos no final dos anos 50, 

tornando a depressão uma doença passível de tratamento. A imipramina, também conhecida 

pelo nome comercial Tofranil, foi o primeiro antidepressivo a ser aprovado pela agência federal 

“Food and Drug Administration” (FDA) em 1959, nos Estados Unidos. A sua descoberta e o 

sucesso no tratamento da depressão levaram ao desenvolvimento de novas classes de 

antidepressivos. As duas primeiras a serem utilizadas foram os antidepressivos tricíclicos e os 

inibidores da monoaminoxidase. Apesar da alta eficácia, a baixa especificidade faz com que 

essas duas classes possam gerar efeitos colaterais graves e até mesmo letais, dependendo da 

dosagem ingerida (HILLHOUSE et al., 2015; MORENO e SOARES, 1999). 

Os inibidores da monoaminoxidase (IMAOs) inibem a atividade dessa enzima, 

responsável por metabolizar os principais neurotransmissores do Sistema Nervoso Central 

(SNC) como serotonina, noradrenalina e dopamina. Como consequência, os IMAOs aumentam 

a concentração disponível desses neurotransmissores no SNC. A enzima monoaminoxidase 

possui dois subtipos: MAO-A e MAO-B. Os inibidores mais antigos se ligam a ambos os 

subtipos e essa ligação é irreversível. Porém, compostos mais novos possuem maior 

seletividade, como a moclobemida, que age apenas na MAO-A e tem efeito reversível 

(MORENO e SOARES, 1999). 

Os antidepressivos tricíclicos (ADTs) também são conhecidos como inibidores não-

seletivos de recaptação de monoaminas. Eles possuem uma estrutura química em comum, 

conhecida como estrutura tricíclica como pode ser observado na Figura 1. Esta estrutura base 

é composta por três anéis, geralmente sendo o anel central alicíclico e composto por sete 

átomos. Dessa forma, diversas modificações podem ser realizadas na estrutura base para 

modular eficácia e seletividade (SAMANIDOU e PAPADOYANNIS, 2014). Alguns exemplos 

de medicamentos desta classe são: amitriptilina, desipramina, imipramina, nortriptilina. Seu 

mecanismo de ação geral é o bloqueio da recaptação de monoaminas, comumente a 

norepinefrina e a serotonina. Além disso, esses fármacos podem bloquear diversos receptores, 

entre eles os receptores colinérgicos muscarínicos, histaminérgicos e beta-adrenérgicos 

(GOTZCHE et al., 2020). 

A amitriptilina é um ADT amplamente utilizado para o tratamento de depressão maior. 

Ela age no SNC aumentando a concentração de serotonina e de norepinefrina disponível na 
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fenda sináptica, através da inibição da recaptação desses neurotransmissores nos neurônios pré-

sinápticos. Além de seu uso para tratamento de depressão, a amitriptilina também pode ser 

indicada para o tratamento de dor de cabeça por tensão, enxaqueca e de dor neuropática em 

adultos. Outros usos alternativos desse fármaco incluem: síndrome do intestino irritável, 

neuropatia diabética e insônia. Apesar de alguns estudos utilizarem a amitriptilina para o 

tratamento de fibromialgia, não há um consenso claro e pode haver uma superestimação dos 

dados (MOORE et al., 2019). 

Um dos produtos de biotransformação da amitriptilina é a nortriptilina, que é um produto 

ativo e comercializado para o tratamento psiquiátrico. Ela é utilizada principalmente para o 

alívio rápido de sintomas de depressão. Essa substância age bloqueando os receptores pré-

sinápticos de norepinefrina, aumentando, assim, a concentração deste neurotransmissor na 

fenda sináptica. Ela também produz efeitos em outros receptores, como os colinérgicos. Alguns 

usos alternativos desse antidepressivo são: o tratamento de dor crônica, dor miofascial, 

neuralgia, síndrome do intestino irritável e, por fim, também é utilizado para o tratamento da 

dependência em nicotina. 

Já a imipramina é utilizada majoritariamente para o tratamento de depressão, podendo 

também ser utilizada para enurese em crianças acima de 6 anos, desordens do pânico, distúrbios 

alimentares, manejo rápido de episódios depressivos agudos em pacientes bipolares e 

esquizofrênicos, entre outros. Um de seus produtos de biotransformação ativos, a desipramina, 

também é utilizado como medicamento. A desipramina age inibindo a recaptação de 

noradrenalina e de serotonina. Ela é utilizada principalmente para o tratamento de depressão, 

mas também pode ser aplicada no manejo de dor neuropática periférica crônica, ansiedade e 

TDAH. 

 

Figura 1. Estrutura química linear de antidepressivos tricíclicos. 
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Devido a sua baixa seletividade, os ADTs podem causar diversos efeitos não desejados 

como: boca seca, visão turva, aumento da frequência cardíaca, tremores de mãos, sedação, 

exantemas, urticária, entre outros. A intoxicação por essas substâncias é caracterizada por 

confusão, alucinações, convulsões, alteração da frequência cardíaca, pupilas dilatadas e 

vômitos (HILLHOUSE et al., 2015; GØTZSCHE et al., 2020). 

Após alguns anos, novas classes de antidepressivos começaram a ser desenvolvidas e 

utilizadas na psiquiatria, diferenciando-se dos ADTs por serem mais seletivos, atenuando a 

problemática dos efeitos colaterais (MORENO e SOARES, 1999). Diante disso, outra categoria 

importante de antidepressivos são os inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRSs). 

Alguns exemplos são: a fluoxetina, a sertralina, a fluvoxamina, a paroxetina e o citalopram. 

Diferentemente da classe dos tricíclicos, que possuíam uma estrutura cíclica em comum, essas 

substâncias apresentam diferentes estruturas como pode ser observado na Figura 2, sendo 

agrupadas em uma classe por seus efeitos semelhantes. Seu mecanismo de ação comum envolve 

a inibição seletiva da serotonina, ligando-se aos receptores pré-sinápticos de serotonina, 

modulando sua atividade. Assim, sua atividade resulta no aumento da biodisponibilidade de 

serotonina na fenda sináptica. 

Um dos ISRSs mais amplamente prescritos é a fluoxetina, também conhecida como 

Prozac. A fluoxetina é utilizada no tratamento de transtorno depressivo maior, bulimia nervosa, 

transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno do pânico, transtorno disfórico pré-menstrual, 

entre outros. Ela também possui um produto de biotransformação farmacologicamente ativo, a 

norfluoxetina. Outro fármaco comumente utilizado é a sertralina, sendo esta indicada para o 

tratamento de transtorno depressivo maior, transtorno de estresse pós-traumático, transtorno 

obsessivo-compulsivo, transtorno do pânico, transtorno disfórico pré-menstrual e transtorno de 

ansiedade social. 

 

Figura 2. Estrutura química linear de antidepressivos ISRSs. 
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Além dos ADTs, dos IMAOs e dos ISRSs, existem outras classes de antidepressivos, 

como os inibidores de recaptação de serotonina e noradrenalina, os moduladores de 

noradrenalina e os moduladores de serotonina. Dentre os inibidores seletivos da recaptação de 

serotonina e noradrenalina, destaca-se a venlafaxina. Esse fármaco age com maior potencial 

sobre os receptores serotoninérgicos e, em menor grau, nos receptores noradrenérgicos. 

Altamente seletivo, não afeta receptores muscarínicos, histamínicos ou alfa-adrenérgicos nem 

inibem a monoaminoxidase (MORENO e SOARES., 1999; SUWAłA et al., 2019). 

Outra classe de fármacos psicotrópicos muito utilizada na prática clínica para tratamento 

de distúrbios de saúde mental é a classe dos benzodiazepínicos. Por apresentarem efeitos 

ansiolíticos, os benzodiazepínicos têm um papel importante no tratamento de transtornos de 

ansiedade. Essa classe de substâncias foi, farmacologicamente, uma evolução em relação aos 

barbitúricos que eram amplamente utilizados como sedativos, visto seus poucos efeitos 

colaterais quando comparados a estes. Os benzodiazepínicos recebem este nome devido a uma 

estrutura química comum, formada por um anel de benzeno e um anel de diazepina, como 

demonstrado na Figura 3. 

Os benzodiazepínicos se difundem pela barreira hematoencefálica e agem sobre o 

sistema GABAérgico, exercendo efeitos depressores no SNC. O ácido gama-aminobutírico 

(GABA) é o neurotransmissor mais comum no SNC e é responsável pela produção efeitos 

inibitórios. Existem três classes de receptores de GABA: A, B e C. Os benzodiazepínicos atuam 

como agonistas no receptor GABAA, acentuando o efeito do neurotransmissor, gerando, assim, 

seus efeitos sedativos e ansiolíticos. Por fim, os benzodiazepínicos são biotransformados no 

fígado e excretados por conjugação (EDINOFF et al., 2021). 

Um dos primeiros benzodiazepínicos a serem utilizados foi o diazepam, tornando-se 

muito popular nos anos 60 pelo nome comercial Valium, ao ser utilizado por celebridades norte-

americanas. Ele possui propriedades ansiolíticas, sedativas, hipnóticas e anticonvulsivantes. 

Adicionalmente, de acordo com WEINTRAUB (2017), benzodiazepínicos, especialmente o 

diazepam, apresentaram sucesso em aliviar os efeitos da abstinência moderada a grave de 

álcool. O diazepam, por possuir uma ação mais rápida que outros fármacos da classe, possibilita 

um manejo rápido do quadro psiquiátrico, sendo muito utilizado em urgências e emergências 

hospitalares. Ele também possui importantes produtos de biotransformação, como o 

nordiazepam, o oxazepam e o temazepam.  

Outro importante benzodiazepínico é o alprazolam, conhecido popularmente como 

Xanax. Ele é indicado majoritariamente para o tratamento de transtorno de ansiedade 

generalizado em adultos. Também, o bromazepam, muito utilizado no tratamento a curto prazo 
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de insônia, ansiedade e ataques de pânico. Quanto à sua farmacocinética, possui um produto de 

biotransformação ativo e com tempo de meia-vida semelhante ao seu, de aproximadamente 17 

horas: o 3-hidroxibromazepam (MANDRIOLI et al., 2008). 

Outro fármaco muito utilizado é o clonazepam, de nome comercial Rivotril, que passou 

a ser comercializado no ano de 1975. Ele é indicado para o tratamento de vários distúrbios, 

como: convulsões, epilepsia, ansiedade, mania aguda, transtorno de pânico, entre outros. Ele se 

destaca dos demais benzodiazepínicos por possuir alta potência e também uma longa duração 

de seus efeitos como modulador alostérico do GABAA. Sua meia-vida é entre 19 e 60 horas, 

com picos de concentração sanguínea entre 1 e 8 horas. A partir de doses mais altas, cerca de 

12 miligramas, o clonazepam induz euforia, explicando o seu uso recreacional e ilegal. 

Também, diferentemente de outros benzodiazepínicos, ele possui afinidade serotoninérgica 

(DOKKEDAL-SILVA et al., 2019). 

Também, pode-se citar como exemplo de benzodiazepínico o flunitrazepam, conhecido 

pelo nome comercial de Rohypnol, que foi inicialmente desenvolvido como hipnótico e 

sedativo. Sua aplicação clínica mais comum é para insônia grave não responsiva a outros 

fármacos. Já o uso recreativo de flunitrazepam pode levar a efeitos perigosos à saúde, incluindo 

funções cognitivas e motoras prejudicadas, desmaios, amnésia, depressão respiratória e até a 

morte. No entanto o uso mais conhecido desta substância é o uso criminoso como droga 

facilitadora de crimes sexuais (MANDRIOLI et al., 2008). 

Outro exemplo é o lorazepam, um medicamento benzodiazepínico com potentes efeitos 

ansiolíticos e sedativos, prescrito para tratar ansiedade, insônia e distúrbios convulsivos. É 

também utilizado como pré-medicação para procedimentos cirúrgicos ou diagnósticos, pois tem 

a capacidade de causar amnésia e sedação. Por fim, o midazolam é utilizado principalmente 

como sedativo pré-anestésico, em pacientes de cuidados intensivos e no tratamento de epilepsia 

(MANDRIOLI et al., 2008). 
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Figura 3. Estrutura química linear de benzodiazepínicos. 

 

Apesar de suas diversas aplicações e vantagens, os benzodiazepínicos podem causar 

importantes efeitos colaterais. Entre esses, o mais relevante é o seu potencial aditivo. A 

dependência causada pelo uso crônico é capaz de gerar sintomas de abstinência, sendo 

necessária uma redução gradual ao final do tratamento. Entre os sintomas físicos da 

dependência de benzodiazepínicos, pode-se destacar: dores de cabeça, convulsões, fadiga, 

náuseas etc. Quanto aos sintomas psicológicos, destacam-se a ansiedade, insônia, depressão, 

irritabilidade, alucinações, baixa concentração, ataques de pânico, entre outros (EDINOFF et 

al., 2021). 

Em casos de intoxicação por benzodiazepínico, há um antídoto específico que pode ser 

utilizado no tratamento: o flumazenil. Este composto é um antagonista seletivo do receptor 

benzodiazepínico presente no receptor GABAA no SNC, sendo assim utilizado como antídoto 

em casos de overdose por esses fármacos, comumente relacionadas com tentativas de suicídio. 

Este composto age bloqueando a ação dos benzodiazepínicos no receptor GABAA, revertendo 

assim os seus efeitos sedativos (MANDRIOLI et al., 2008; EDINOFF et al., 2021). 

Além dessas duas classes de medicamentos, outros fármacos amplamente utilizados em 

tratamentos de transtornos mentais são os antipsicóticos. Um exemplo desta classe é o 

haloperidol, derivado da butirofenona, muito utilizado para tratar uma variedade de distúrbios 

psiquiátricos, como esquizofrenia, mania e delírio. Seu mecanismo de ação envolve o bloqueio 

dos receptores de dopamina no cérebro, levando a uma redução dos sintomas psicóticos, como 
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delírios e alucinações. O haloperidol também tem propriedades sedativas e antieméticas. 

Farmacologicamente, ele é classificado como um antipsicótico típico e é um dos antipsicóticos 

mais utilizados em todo o mundo. Está disponível em várias formas, incluindo comprimidos 

orais, solução injetável e formulações injetáveis de ação prolongada (BOETTGER et al., 2014). 

Outra classe relacionada a distúrbios do SNC é a dos anticonvulsivantes. Como 

representante pode-se citar a carbamazepina, um medicamento prescrito para tratar diversos 

distúrbios convulsivos, incluindo epilepsia, e também indicado para o tratamento de transtorno 

bipolar e a dor neuropática. Ela age estabilizando a atividade elétrica no cérebro e diminuindo 

os impulsos nervosos que causam convulsões. Farmacologicamente, a carbamazepina é 

classificada como um bloqueador do canal de sódio, reduzindo assim a probabilidade de 

convulsões. Está disponível em várias formas, incluindo comprimidos orais, cápsulas e 

suspensões orais (FRICKE-GALINDO et al., 2018). 

Por fim, a cetamina é um medicamento anestésico que tem uma ampla gama de usos 

tanto na área médica quanto na veterinária. Além de suas propriedades anestésicas, a cetamina 

também apresenta potencial uso como antidepressivo, especialmente na depressão resistente ao 

tratamento, e já foi utilizada para tratar dor crônica, TEPT e TOC. Farmacologicamente, a 

cetamina funciona bloqueando a ação do glutamato, um neurotransmissor responsável por 

controlar o nível de excitação e consciência no cérebro. Isso leva a um estado de dissociação, 

onde a pessoa pode experimentar uma sensação de distanciamento do ambiente e uma redução 

na percepção da dor. Diante dos efeitos mencionados, o uso da cetamina é frequentemente 

observado em cenário recreacional. A cetamina é classificada como um antagonista não 

competitivo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). O receptor NMDA está envolvido na 

regulação da dor, memória e aprendizado (SCHWENK et al., 2021). Na Tabela 1, são descritas 

as propriedades físico-químicas dos fármacos descritos anteriormente. 
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Tabela 1. Propriedades físico-químicas de substâncias psicoativas. 

Fonte: PubChem e DrugBank. 

 

1.3 Análises toxicológicas postmortem 

 

A toxicologia posmortem é um ramo da toxicologia forense que concentra seus esforços 

em analisar e procurar evidências a partir de materiais obtidos dos restos mortais das vítimas, 

em que a investigação apresenta suspeita do envolvimento de substâncias psicoativas. A análise 

de xenobióticos é imprescindível em investigações em que há suspeita de seu envolvimento no 

óbito, devido ao seu amplo uso indevido. Através dessas análises, pode-se determinar a causa 

da morte em inúmeros casos, auxiliando as autoridades responsáveis a chegarem a um 

fechamento. Para tanto, se faz necessário coletar, conservar, preparar e analisar diversos 

espécimes de origem biológica (DRUMMER, 2007).  

Além disso, é preciso compreender as diferenças e os vieses existentes entre a análise 

de amostras de indivíduos vivos e aquelas que são coletadas após a morte, pois diversas 

mudanças na própria composição das matrizes são observadas. Essas modificações são 

Nome Massa 

Exata 

Fórmula 

estrutural 

Log P pKa 

Antidepressivos Tricíclicos 

Amitriptilina 277,183 C20H23N 5,0 9,40 

Desipramina 266,178 C18H22N2 4,9 10,40 

Imipramina 280,193 C19H24N2 4,8 9,40 

Nortriptilina 263,167 C19H21N 4,5 9,70 

Antidepressivos Inibidores Seletivos da Recaptação de Serotonina (ISRSs) 

Fluoxetina 309,134 C17H18F3NO 4,0 9,80 

Sertralina 305,073 C17H17Cl2N 4,8 9,16 

Benzodiazepínicos 

Alprazolam 308,082 C17H13ClN4 2,1 18,20 e 5,01 

Bromazepam 315,001 C14H10BrN3O 1,7 12,24 e 2,65 

Clonazepam 315,041 C15H10ClN3O3 2,4 11,65 e 1,89 

Diazepam 284,071 C16H13ClN2O 3,0 2,92 

Flunitrazepam 313,086 C16H12FN3O3 2,1 1,72 

Lorazepam 320,011 C15H10Cl2N2O2 2,4 10,61 e -2,20 

Midazolam 325,078 C18H13ClFN3 2,5 6,19 

Temazepam 300,066 C16H13ClN2O2 2,2 10,68 e -1,40 

Outros 

Haloperidol 375,140 C21H23ClFNO2 3,2 13,96 e 8,66 

Carbamazepina 236,094 C15H12N2O 2,5 15,96 e -3,8 

Cetamina 237,092 C13H16ClNO 2,2 19,77 e 7,16 
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consequência da progressão natural da decomposição do corpo, e podem ser afetadas por fatores 

internos do organismo ou por fatores externos, como a temperatura e a umidade. Nas primeiras 

horas da decomposição, ocorrem três alterações: algor mortis, em que a temperatura do corpo 

se iguala a temperatura do ambiente; livor mortis, em que o sangue se acumula devido à ação 

da gravidade; e rigor mortis, em que os músculos enrijecem devido à formação de lactato. Além 

desses fatores, as matrizes biológicas analisadas, como parte desse organismo em 

decomposição, também são afetadas pela liberação de substâncias pela morte celular e pela 

contaminação por bactérias fermentadoras. No entanto, um dos fatores que irá implicar 

significativamente nas análises postmortem de xenobióticos é o fenômeno da redistribuição, 

onde as substâncias migram do sangue para outros tecidos do corpo por difusão passiva. Por 

fim, pode-se ressaltar que quanto maior o decorrer do tempo, maiores serão as alterações 

observadas (DRUMMER, 2007; GALERA e ROSSATO-GRANDO, 2021). 

Entre todas as matrizes biológicas disponíveis para análise postmortem, o padrão-ouro 

para a maior parte das metodologias é o sangue, por ser a amostra de mais fácil acesso e por ser 

a mais explorada, tanto em organismos vivos como após a morte. Além disso, é possível 

relacionar as concentrações encontradas em sangue com o efeito farmacológico da substância, 

o que pode levar a definição de uma provável causa de morte. Outra amostra extremamente 

utilizada em análises toxicológicas é a urina por ser uma matriz que possui uma ampla janela 

de detecção em relação ao sangue e em que as concentrações de xenobióticos são mais elevadas. 

Contudo, nos casos de toxicologia forense postmortem, nem sempre essas amostras se 

encontram disponíveis ou adequadas para análise, devido aos processos de decomposição, 

putrefação, contaminação e redistribuição (MARKOWSKA et al., 2017).  

Devido a essas desvantagens, outras matrizes biológicas alternativas foram exploradas 

nos últimos anos. Entre as matrizes alternativas mais conhecidas, pode-se destacar amostras de 

tecido queratinizado como cabelo e unha, amostras de tecidos moles como fígado e cérebro, de 

conteúdo gástrico, de humor vítreo, entre outros. As amostras de unha e de cabelo são de fácil 

coleta e preservação e são utilizadas para a avaliação do uso crônico de alguma substância, 

podendo auxiliar em uma investigação retrospectiva, porém não dificilmente fornecem indícios 

de intoxicação aguda. Já a análise de fígado é interessante pois a grande maioria das substâncias 

passa por biotransformação neste órgão, dessa forma as concentrações encontradas tanto do 

xenobiótico inalterado quanto de seus respectivos produtos pode estar mais elevada. Através da 

análise de conteúdo gástrico é possível identificar substâncias consumidas oralmente antes da 

sua absorção e biotransformação pelo organismo. Essa característica torna a análise muito 

vantajosa em casos de intoxicação por via oral, podendo direcionar uma avaliação posterior 
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mais adequada. Diante do exposto, pode-se compreender que cada tipo de matriz está 

relacionado com diversos tipos de situações, porém o humor vítreo, por ser acessível, líquido e 

isolado, apresenta características promissoras para substituir o sangue nos contextos mais 

variados (MARKOWSKA et al., 2017; GALERA e ROSSATO-GRANDO, 2021; KETOLA e 

KRIIKKU, 2019). 

 
1.3.1 Humor vítreo 

 

O humor vítreo é um fluido transparente, aquoso e com consistência gelatinosa que se 

localiza na cavidade ocular posterior, entre a lente e a retina. Ele apresenta a função mecânica 

de sustentação da estrutura ocular e a função bioquímica de nutrição dos tecidos adjacentes. 

Seu volume é cerca de 4 mL, e é composto por majoritariamente por água, porém também 

apresenta carboidratos, lipídeos, proteínas, como a albumina, e eletrólitos em sua composição. 

Esse líquido é isolado da circulação sanguínea através da barreira hematorretiniana, uma 

camada dupla de epitélio e endotélio celular, responsável por regular as trocas de substâncias 

entre o sangue e o humor vítreo (PIGAIANI et al., 2020; HUBBARD et al., 2019). 

Devido a suas particularidades de composição e de localização anatômica, o humor 

vítreo apresenta diversas vantagens em relação a outras matrizes biológicas mais comumente 

utilizadas nas análises postmortem. Por ser isolado do sangue pela barreira hematorretiniana e 

ter uma vascularização limitada, esse fluido está protegido de processos que podem alterar a 

concentração de analitos de interesse, como a contaminação bacteriana, a decomposição, a 

redistribuição e as reações metabólicas. Além disso, o humor vítreo é uma matriz de 

composição simples, visto que é majoritariamente aquosa. Por conta dessa característica, os 

processos de preparo de amostra necessários para tornar a amostra compatível com as técnicas 

analíticas é usualmente mais simples que aqueles utilizados em matrizes de maior complexidade 

como por exemplo, os tecidos (CAMPOS et al., 2021; MARKOWSKA et al., 2017). 

As amostras de humor vítreo são coletadas durante o procedimento de necropsia, através 

da inserção cuidadosa de uma seringa e posterior aspiração de até cerca de 2 mL de material 

por globo ocular. Esse procedimento deve ser feito por profissionais treinados, pois a 

contaminação por sangue poderá afetar todas as análises posteriores (LEIKIN et al., 2003; 

KUGELBERG e JONES, 2007). 

Uma das substâncias mais analisada na toxicologia postmortem é o álcool etílico. 

Atualmente, o humor vítreo é a amostra padrão utilizada para a análise de álcool postmortem, 

através de cromatografia gasosa acoplada a ionização de chama (GC-FID). O humor vítreo é a 
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amostra mais confiável nesta análise pois, no sangue, os níveis de álcool não se mantêm estáveis 

após a morte. Isso se deve principalmente à produção de álcool por bactérias no corpo durante 

a decomposição, podendo elevar os níveis de etanol, o que pode acarretar resultados falsos-

positivos ou uma superestimação das concentrações de álcool encontradas (KUGELBERG e 

JONES, 2007). 

Além do álcool, diversos fármacos psicotrópicos já foram detectados e quantificados 

em humor vítreo por diferentes técnicas. Em 2020, NTOUPA et al. validaram uma metodologia 

em GC-MS para a análise de nove tipos de antidepressivos em sangue e em humor vítreo, 

detectando os casos positivos em ambas as matrizes. Em 2022, BIRK et al. desenvolveram uma 

metodologia para detectar oito tipos de benzodiazepínicos em humor vítreo através de um 

método simples de preparo de amostras com precipitação de proteínas e posterior análise por 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Em 2023, 

WACHEIKO et al. desenvolveram uma metodologia capaz de determinar 54 tipos de 

benzodiazepínicos por UHPLC-QqQ-MS/MS. HUBBARD et al. quantificaram e compararam 

a concentração de drogas de caráter ácido em sangue e em humor vítreo através de HPLC-DAD. 

As substâncias analisadas foram: acetaminofeno, carbamazepina, ibuprofeno, naproxeno, 

fenobarbital, fenitoína e ácido salicílico. Quando comparadas as matrizes, as concentrações no 

sangue periférico foram maiores em todos os casos. Neste estudo, uma possível correlação dos 

níveis sanguíneos e em humor vítreo foi observada para a carbamazepina. 

Cocaína, codeína, morfina, MDMA, MDA, MDEA, LSD, oxicodona, fentanil, entre 

outras substâncias de interesse toxicológico, já foram identificadas em amostras de humor 

vítreo. Na análise de opioides, foi possível identificar uma vantagem em relação à análise destes 

em sangue: um importante produto de biotransformação da heroína, a 6-monoacetilmorfina, 

fica estável por mais tempo no humor vítreo, diferentemente do sangue onde ele se 

biotransforma em morfina. Assim, se torna possível diferenciar o consumo de morfina ou 

heroína com maior facilidade. A cocaína e seus produtos também apresentam maior 

estabilidade em humor vítreo, devido à ausência de esterases, enzimas presentes no sangue que 

biotransformam a cocaína em benzoilecgonina (MARKOWSKA et al., 2017; ISHIKAWA et 

al., 2018). 

Porém, uma das limitações observadas em alguns estudos foi a dificuldade de detectar 

e quantificar THC pela análise de humor vítreo. Isso se deve a alta lipofilicidade dessa 

substância e consequente incompatibilidade com o meio hidrofílico do humor vítreo (JENKINS 

e OBLOCK, 2008). Ademais, a concentração de substâncias em humor vítreo é muito variável 

e pouco conhecida, pois a quantidade de amostras reais analisadas ainda é diminuta, já que a 
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maioria dos estudos publicados analisa um número de amostras reduzido. NTOUPA et al. 

(2020) analisaram antidepressivos em cerca de 43 amostras por GC-MS. BAZMI et al. (2016) 

analisaram 21 amostras e CABARCOS et al. (2010) analisaram 6 amostras, ambos por HPLC-

DAD. Por fim, a análise de humor vítreo pode ser extremamente vantajosa, quando utilizados 

os métodos de preparo e de análise adequados. BIRK et al. (2022) analisaram um total de 62 

amostras para benzodiazepínicos, das quais apenas duas testaram positivo para diazepam, nas 

concentrações de 6,80 ng/mL e 47,68 ng/mL. 

Na Tabela 2 apresentada abaixo se encontram as concentrações mensuradas em 

amostras de humor vítreo de casos reais. Nos trabalhos encontrados, não foram identificadas 

amostras de humor vítreo que testassem positivo para os antidepressivos desipramina e 

imipramina, e benzodiazepínicos clonazepam, flunitrazepam, midazolam, temazepam. O 

mesmo se aplica para o haloperidol e a cetamina. 

 

Tabela 2. Concentração de substâncias psicoativas em amostras de humor vítreo encontrados 

na literatura. 

Fármaco Concentração (ng/mL) 

Amitriptilina 49,4 - 147,0 

Nortriptilina 45,6 - 58,2 

Fluoxetina 34,1 - 90,4 

Sertralina 54,1 - 60,4 

Alprazolam 8,0 - 1.868,2 

Bromazepam 300,0 - 440,0 

Diazepam 11,6 - 2.557,3 

Lorazepam 1.076,9 

Carbamazepina 500,0 - 10.000,0 

Fonte: BAZMI et al., 2016; CABARCOS et al., 2010; NTOUPA et al., 2020; ARORA et al., 

2015; HUBBARD et al., 2019. 

 

1.4 Métodos analíticos 

 

Para detectar e quantificar as baixas concentrações usualmente presentes no humor 

vítreo, são necessárias técnicas analíticas de alta sensibilidade. Uma ampla gama de 

metodologias analíticas pode ser utilizada para a análise de substâncias psicoativas que podem 

estar presentes nessa matriz, como os fármacos e drogas de abuso. Dentre essas metodologias, 

pode-se destacar três: cromatografia líquida acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-

DAD), cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS) e cromatografia 
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gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Cada técnica apresenta suas 

particularidades e vantagens, devendo ser desenvolvida e validada uma metodologia adequada, 

seguindo as normas estabelecidas pelos guias de validação internacionais (KRUVE et al., 2015; 

ARORA et al., 2015). 

A cromatografia gasosa é uma técnica amplamente consolidada e apresenta como 

principal vantagem seu banco de dados padronizado, facilitando a identificação de compostos 

conhecidos. NTOUPA et al. (2020) quantificaram antidepressivos em humor vítreo através 

dessa técnica, com limites de quantificação de 5,0 ng/mL para todos os analitos. Entretanto, 

para a análise de compostos desconhecidos não é a mais indicada, além da falta de 

compatibilidade de uma gama de substâncias com a técnica devido a características como a 

polaridade e a volatilidade, sendo necessária a adição de uma etapa de derivatização que torna 

o método laborioso e oneroso. A HPLC-DAD é uma técnica simples, menos custosa, porém 

menos sensível que a espectrometria de massas, dessa forma os limites de quantificação são 

usualmente mais altos. BAZMI et al. (2016) e CABARCOS et al. (2010) fazem uso dessa 

metodologia para analisar benzodiazepínicos em humor vítreo, com os limites de quantificação 

respectivos de 100 ng/mL e 30 ng/mL, para todos os analitos. ARORA et al. (2015) 

desenvolveram um método para a detecção e quantificação de 24 analitos em humor vítreo, 

obtendo como LLOQ o valor de 7,8 ng/mL e detectando amostras positivas para alprazolam, 

diazepam, nordiazepam, entre outras substâncias. 

A análise por cromatografia líquida de alta performance acoplada a um espectrômetro 

de massas triplo-quadrupolo (HPLC-MS/MS) apresenta altíssima sensibilidade, detectando 

concentrações baixíssimas, o que é comum em amostras biológicas. Em 2022, BIRK et al.. 

validaram uma metodologia em LC-MS/MS para a análise de oito benzodiazepínicos, 

estabelecendo um limite de quantificação igual a 1 ng/mL. Consequentemente, é possível 

utilizar um volume mínimo para realizar as análises, outra vantagem significativa em uma 

amostra de volume limitado como o humor vítreo. Essa sensibilidade também possibilita o 

desenvolvimento de metodologias de screening, para a análise de diversas substâncias em um 

mesmo método, poupando material e tempo investido. Assim, fica claro que o padrão-ouro para 

a análise de amostras biológicas em toxicologia forense envolve cromatografia líquida acoplada 

a espectrometria de massas (MAURER et al., 2007; BIRK et al., 2022). 

 

1.4.1 Técnicas de preparo de amostra 
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Alinhado a alta sensibilidade do equipamento analítico, a amostra biológica deve ser 

preparada anteriormente para a análise, devido às baixas concentrações disponíveis para a 

detecção. Esse processo é responsável por remover interferentes presentes nas complexas 

matrizes biológicas, tornando a matriz compatível com o instrumento analítico, e tem a função 

de concentrar os analitos de interesse para facilitar a detecção. Existem diversos métodos de 

preparo de amostras que podem ser utilizados nas análises toxicológicas, dependendo do 

objetivo da própria análise, se é uma metodologia qualitativa ou quantitativa; das características 

da amostra, estado físico e complexidade; e do analito, características físico-químicas e faixa 

de concentração esperada (HE et al., 2018). Algumas das técnicas clássicas mais utilizadas para 

o preparo de amostras incluem a extração líquido-líquido (LLE) e a extração em fase sólida 

(SPE). A extração líquido-líquido faz uso de solventes orgânicos para extrair os analitos da 

amostra, como exemplo pode-se citar o hexano e etil acetato utilizados por BAZMI et al (2016). 

para extração de benzodiazepínicos de humor vítreo. Já a extração em fase sólida se utiliza de 

um material sólido, um sorvente, que irá entrar em contato com a matriz e interagir com os 

analitos. Na SPE clássica, este sorvente está empacotado em cartuchos pelo qual a amostra será 

eluída, geralmente resultando em extratos mais puros quando comparado com a LLE. 

Entretanto, essas técnicas podem gerar um grande volume residual e causar danos ao 

meio-ambiente. Esse volume é resultado do uso de grandes volumes de solventes orgânicos, 

muitas vezes com toxicidade elevada, e amostras biológicas. Grandes quantidades de solvente, 

além do custo elevado, causam maior impacto ambiental e geram riscos de biossegurança no 

laboratório. Por outro lado, grandes volumes de amostra não são compatíveis com quase 

nenhuma amostra biológica, em especial humor vítreo, cuja coleta é cerca de 1 a 2 mL em cada 

olho. Além disso, essas amostras possuem um risco biológico muito elevado, que pode atingir 

tanto a equipe de laboratório como a população geral. Devido a isso, nos anos recentes vêm 

ganhando força o uso de técnicas de extração miniaturizadas, também conhecidas como 

microextrações. Essas técnicas foram desenvolvidas buscando diminuir o uso de solvente 

nocivos e a geração de resíduos, observando os princípios da química verde. Uma das técnicas 

em destaque, derivada da SPE, é a microextração em fase sólida, ou SPME (HE et al., 2018). 

As microextrações em fase sólida se utilizam de um sorvente ou meio de extração sólido 

e têm como vantagem: o uso mínimo de solventes, a possibilidade de reutilização de materiais 

e a extração direta de matrizes complexas sem filtração anterior. A microextração em fase sólida 

(SPME) é utilizada para diversas análises, além da toxicologia forense, como a toxicologia 

ambiental e a toxicologia de alimentos. A microextração em fase sólida convencional faz uso 

de uma fibra que pode ser composta por diferentes materiais, dependendo do tipo de 
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cromatografia utilizado. Para a cromatografia líquida, essas fibras são normalmente compostas 

de sílica com grupos de C18 funcionais. O processo de extração se dá em três etapas: o 

condicionamento da fibra em um solvente, a exposição da fibra na amostra para a extração dos 

compostos de interesse e, por fim, a dessorção em um solvente específico que é compatível com 

a injeção no equipamento analítico (HE et al., 2018). Os diversos parâmetros dessas etapas 

podem ser otimizados utilizando planejamentos univariados e multivariados de experimentos 

por softwares estatísticos. 

Além da SPME, outras microextrações em fase sólida que podem ser utilizadas são a 

microextração por sorvente empacotado (MEPS), a extração sortiva em barra de agitação 

(SBSE) e a thin film solid phase microextraction (TF-SPME). Na MEPS, se utiliza um cartucho, 

que contém o sorvente, dentro de uma seringa, sendo o condicionamento, extração e dessorção 

realizados em ciclos de aspiração da seringa. Uma vantagem desse tipo de dispositivo é a 

possibilidade de lavagem e reutilização, permitindo o uso do mesmo em diversas análises. Na 

SBSE, é utilizada uma barra de agitação revestida pelo material de extração sólido que é imersa 

na amostra aquosa. Ambas MEPS e SBSE foram bem-sucedidas na detecção de drogas de abuso 

em amostras biológicas (SILVA et al., 2013). Por fim, a técnica de microextração por filme 

fino é amplamente utilizada para análises ambientais, podendo ser aplicado tanto para análises 

por headspace em GC-MS quanto para LC-MS. Seu princípio está no uso de uma folha, 

tipicamente de carbono, que é impregnada com um solvente, submersa na amostra para extração 

sendo o material extraído posteriormente dessorvido em um solvente apropriado ou aquecido a 

altas temperaturas para dessorção térmica, no caso de headspace (HE et al., 2018; EMMONS 

et al., 2020). Um esquema de microextração em fase sólida similar à TF-SPME que utiliza 

cortiça como sorvente está representado na Figura 3. Apesar das diversas técnicas de 

microextração desenvolvidas nos últimos anos, a grande maioria é somente aplicada a análises 

ambientais. Não foi encontrada nenhuma publicação referente a uma metodologia 

miniaturizada desenvolvida para a análise de humor vítreo. Apenas um estudo de 2022, por 

WOJTOWICZ et al., analisa humor vítreo utilizando uma metodologia de SPME desenvolvida 

primariamente para a análise de sangue. 
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Figura 3. Metodologia de extração em fase sólida utilizando folha de cortiça como 

biossorvente. 

 

 

1.4.1.1 Química verde e biossorventes 

 

Nos últimos anos, além do crescimento do uso de microextrações, novas tendências em 

técnicas de extração vêm sendo exploradas e desenvolvidas com o objetivo de reduzir de modo 

geral a quantidade de reagentes utilizados e seus respectivos resíduos. Essas novas 

metodologias estão de acordo com os princípios da Química Verde que visam uma redução do 

impacto ambiental das análises químicas. A Química Verde é um termo que se refere a uma 

série de princípios que buscam reduzir ou eliminar substâncias e práticas deletérias para o meio-

ambiente, estabelecidos por Anastas e Warner em 1998. Existem doze princípios gerais: 

prevenção, eficiência atômica, síntese segura, desenvolvimento de produtos seguros, uso de 

solventes seguros, eficiência de energia, uso de fontes de matéria-prima renovável, produtos 

degradáveis, catálise, análise em tempo real para prevenir poluição e química inerentemente 

mais segura para prevenir acidentes. Esses princípios são de extrema importância para reduzir 

o impacto ambiental dessas técnicas, mas ao mesmo tempo, reduzindo seu custo e sua 

complexidade, otimizando o processo como um todo (ANASTAS et al., 2010). 

Dentre as novas tendências em técnicas de extração, está a utilização de materiais 

sustentáveis, como os biossorventes, em substituição aos materiais comercialmente disponíveis. 
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Os biossorventes são materiais adsorventes provenientes de fontes biológicas, formados por 

macromoléculas capazes de interagir com outras moléculas orgânicas, como a celulose e a 

lignina. Dentre as propriedades dos biossorventes, as principais são a baixa densidade, a 

capacidade adsortiva, a porosidade e a área de superfície. Além disso, são materiais de baixo 

custo, reutilizáveis e biodegradáveis. Alguns exemplos de biossorventes encontrados na 

literatura são: cortiça, casca de amendoim, pó de bráctea (folha modificada de Araucaria 

angustifolia) e cascas de frutas (CARMO et al., 2017; KHIAOPHONG et al., 2022). Em 2021, 

OLIVEIRA et al. utilizaram revestimento de resíduos de biomateriais para o desenvolvimento 

de um método de microextração por barra adsortiva para detecção de antidepressivos em urina. 

A cortiça é um material natural produzido a partir da casca do sobreiro (Quercus suber), 

uma árvore originária da região mediterrânea. A produção da cortiça começa com a retirada da 

casca da árvore, que é cortada ao redor da base, permitindo que ela cresça posteriormente. Essa 

casca é então curada, lavada e cortada em lâminas finas. Estas lâminas são prensadas para 

remover a umidade e produzir blocos de cortiça. A cortiça é composta por polissacarídeos, 

taninos, ácidos húmicos e alcaloides. Suas propriedades são alta elasticidade, resistência à água 

e ao calor, e baixo impacto ambiental. Estas propriedades fazem da cortiça um material valioso 

em uma variedade de aplicações, incluindo revestimentos de pisos e paredes, revestimentos de 

móveis, produtos de vedação, e aplicações em química analítica, como métodos de extração 

para análise por espectrometria de massa (PEREIRA, 2015; KNAPIC, 2016).  

Recentemente, produtos de cortiça têm sido utilizados como adsorventes em novos 

métodos de microextração, devido a suas propriedades e a sua sustentabilidade. No ano de 2013, 

DIAS et al. desenvolveram com sucesso uma nova técnica de microextração em fase sólida 

(SPME), utilizando cortiça como revestimento da fibra de extração, para a determinação de 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos em amostras de água fluvial. Entretanto, o processo de 

produção das fibras custa tempo e recursos. Em 2019, MANZO et al. utilizaram como material 

a folha de cortiça para a extração de hormônios da água, desenvolvendo um método de extração 

por disco rotativo sorvente (RDSE). Esta nova técnica provou que a cortiça apresenta vantagens 

como componente adsortivo em técnicas de extração, não apenas pelas suas propriedades e 

baixo custo, mas também pela simplicidade e rapidez com que pode ser aplicada, sem grande 

demanda de processamento anterior. Além disso, apresentou propriedades de ligação superiores 

a seus equivalentes sintéticos. Em 2017, MORÉS et al. analisaram contaminantes da água 

através de um método de microextração em filme fino de cortiça, aplicando este filme em uma 

placa de 96 poços, existindo ainda a possibilidade de automatização da técnica. 
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Diante do exposto, o uso de folhas de cortiça é muito promissor para o desenvolvimento 

de novas metodologias em conformidade com os princípios da Química Verde. Aliando esse 

método de preparo inovador ao uso de uma matriz biológica alternativa relativamente limpa 

como o humor vítreo, esse trabalho buscou desenvolver, otimizar e validar uma metodologia 

ambientalmente e analiticamente adequada, unindo os princípios da química verde com a 

melhor metodologia analítica disponível para a análise de uma série de fármacos psicotrópicos 

de interesse forense em amostras de humor vítreo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver e validar de uma metodologia analítica para a análise de fármacos 

psicoativos em humor vítreo através do preparo de amostras por microextração utilizando folha 

de cortiça como biossorvente e posteriormente analisar por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Entre os objetivos específicos, elencam-se: 

 

i. Estabelecer da técnica instrumental para as análises; 

ii. Avaliar do procedimento de extração; 

iii. Otimizar das condições de extração; 

iv. Validar da metodologia analítica; 

v. Aplicar em amostras reais provenientes do Serviço de Verificação de Óbitos da 

Associação Hospitalar Vila Nova. 
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4 MANUSCRITO 

 

O manuscrito “Cork sheet as an efficient biosorbent for forensic toxicology: application to 

vitreous humor analysis”, que conta com a parte experimental desenvolvida nesta dissertação, 

foi submetido para publicação na revista Journal of Analytical Toxicology (ISSN Online 1945-

2403, fator de impacto 3.367, 2022) e está apresentado a seguir. As normas de publicação estão 

disponíveis no Anexo A. 
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Abstract 

There is an increasing number of people affected worldwide by mental health disorders such as 

depression and anxiety. One of the main courses of treatment, along with psychotherapy, is the 

use of psychoactive medications, like antidepressants and benzodiazepines. Also, the 

unprescribed use of these substances is a concerning public health issue. Hence, the analysis of 

psychotropic medications is mandatory in postmortem toxicology and various biological 

samples can be used for this detection, among them the vitreous humor (VH) stands out. Also, 

there is a demand for more sustainable and more efficient extraction methodologies according 

to green chemistry. An example is solid phase microextraction techniques (SPME), which use 

a solid sorbent and small solvent amounts. Biosorbents are substances of natural origin with 

sorptive properties, and they have been successfully used in SPME in environmental toxicology 

for water analysis, mainly. Therefore, this study aimed to develop a sustainable, fast, cheap, 

and simple SPME methodology using cork sheet stripes as a biosorbent, to extract 

antidepressants, benzodiazepines, and others from vitreous humor samples by liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The extraction 

methodology was conducted in a 96-well plate and optimization of relevant parameters for 

extraction was performed. For solvent optimization, two simplex-centroid experiments were 

planned for extraction and desorption and to evaluate time and pH, a Doehlert design 

experiment was performed. Subsequently, the analytical method for the determination and 

quantification of 17 substances by LC-MS/MS was validated. The quantification limits were 5 

ng/mL for all analytes and the calibration curves were linear between 5 and 30 ng/mL. This 

study was able to develop an efficient, cheap, simple, and fast microextraction method for 17 

analytes in VH samples, using strips of cork sheet for extraction and a 96-well plate as a 

container. Furthermore, this approach system could be automated for routine toxicology 

laboratories.  

 

Keywords: vitreous humor, biosorbent, pharmaceuticals, forensic toxicology, cork.  
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Introduction 

The consumption of psychotropic pharmaceuticals for the treatment of mental health disorders 

is growing rapidly worldwide. Depression and anxiety disorders are a global health concern and 

the two drug categories primarily used for the treatment of these diseases are antidepressants 

and benzodiazepines, respectively (1-4). These substances are widely prescribed, therefore 

becoming misused by many people (2). In this context these pharmaceuticals can be abused and 

cause dependence, being an important cause of intoxication and negative outcomes. Therefore, 

the toxicological analysis of psychotropic pharmaceuticals is extremely relevant in the forensic 

investigations (5,6). 

Postmortem analysis is mandatory to help determine the cause of death in cases 

involving substance abuse (5). The main sample evaluated in these cases is blood, due to the 

correlation between the presence of a substance and the related effect. However, there are some 

issues with blood analysis mainly related to decomposition, putrefaction, redistribution, and 

contamination postmortem phenomena (6,7). Therefore, new methodologies are required, and 

the analysis of alternative matrices is a promising resource to overcome these limitations. Over 

all types of alternative biological samples, the employment of vitreous humor has been showing 

a great analytical potential for the analysis of drugs (7,8,9).  

Vitreous humor has a simple constitution, being mainly composed of water along with 

collagen and other proteins such as glycosaminoglycans. It is anatomically isolated inside the 

eyeball, therefore being less prone to contamination, decomposition, and postmortem 

redistribution than blood. The use of vitreous humor has already been established as the gold 

standard for the analysis of alcohol (7-10). Gas chromatography coupled to mass spectrometry 

and high-pressure liquid chromatography with diode array detector methods has already been 

developed for the analysis of various drugs of abuse in vitreous humor (10-15). However, the 
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most specific and sensitive analytical technique is liquid chromatography coupled with mass 

spectrometry (LC-MS/MS) (16-19). 

Along with the use of alternative matrices, the search for sustainable microextraction 

techniques has been growing rapidly in the field of analytical toxicology. These methods are 

usually concerned with following the principles of Green Analytical Chemistry, pursuing 

cheaper, faster, safer, and simpler techniques (20-23). Green methods are known for the 

reduction of reagents and for the use of biodegradable materials which are less toxic for the 

environment as well for the operator (22,23). Good examples of “green” materials are 

biosorbents, which are substances with natural origins that are by-products of agricultural 

production and can be reutilized for sample preparation techniques. 

One biosorbent that is gaining attention in this field is cork (24-29). Cork is a plant-

derived biodegradable material usually employed in stoppers for wine bottles. Cork sheet has 

already been successfully applied in extraction methods for environmental toxicological 

analysis with the detection of various analytes, such as parabens, polycyclic aromatic 

hydrocarbons, organochloride pesticides, and hormones, among other water pollutants (24-29). 

Additionally, laminar cork has been used as a sorptive phase for the extraction of hormones in 

the water. The efficiency of cork sheets in rotating-disk sorptive extraction (RDSE) was 

compared to commonly used commercial phases. Recovery results for cork were greater or 

showed no significant difference (26). Moreover, laminar cork was also employed in RDSE for 

the determination of 20 organic micro-pollutants in water samples (28). However, there has 

been little exploration of these eco-efficient microextraction methodologies for the analysis of 

biological samples (29). Therefore, this study aimed to ally the use of an alternative biological 

sample such as vitreous humor with the development of a sustainable extraction method based 

on the use of cork as a biosorbent for the analysis of psychoactive pharmaceuticals in forensic 

cases.  
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Experimental 

Reagents and standards 

A work solution containing seventeen substances of interest was prepared. The list of analytes, 

as well as their formula, pharmaceutical group, and chemical properties are shown in Table I. 

The analytical standards of these substances, along with the internal standard of ketamine-d4, 

were purchased from Cerilliant Corporation (Round Rock, TX, USA). Work solutions were 

prepared in concentrations of 100 ng/mL, by the dilution of the analytical standards in ultrapure 

water. The internal standard work solution of ketamine-d4 was prepared by dilution in ultrapure 

water at a concentration of 100 ng/mL. All solutions were stored at -20 °C while not in use. 

LC-MS grade solvents, such as acetonitrile and methanol, and other extraction solvents, such 

as acetone, ethyl acetate, and methyl-tert-butyl ether (MTBE) were obtained from Merck 

(Darmstadt, Germany) while 98% purity formic acid was obtained from Sigma-Aldrich 

(Milwaukee, WI, USA). Ultrapure water was achieved using a Milli-Q system (Millipore, 

Billerica, MA, USA). The cork sheet was purchased from local commercial brand, with 600 x 

450 mm dimensions and 1 mm of thickness. 

 

Vitreous humor samples 

A pool of blank vitreous humor samples was used for the development, optimization, and 

validation of the method. To ensure the samples' negativity, they were previously analyzed by 

the proposed method. All VH samples were obtained from cases attended by the Obits 

Verification Center of Hospital Vila Nova, in the city of Porto Alegre, Brazil. Collection of 

specimens was performed by aspiration with a syringe from both eyes and vitreous humor 

samples were stored at -20 ºC. The project was previously approved by the university’s ethics 

committee, approval number 17996819.7.0000.5345. 
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Cork sheet pretreatment 

Before the employment in the extraction, cork sheets were submitted to a pretreatment to avoid 

possible contamination following a similar protocol as the one described by Manzo et al. 

(2019). This procedure consisted of the addition of methanol to a piece of cork sheet and 

sonication for 30 minutes. The sonication was performed five times with solvent replacement 

until the disappearance of the yellow color. Afterward, the sheets were oven dried at 70 ºC for 

30 minutes and cut into 5 mm x 15 mm stripes. 

 

Sample preparation procedure 

The extraction was performed in a 96-deep well plate over an orbital shaker at 300 rpm. The 

three steps of the extraction procedure were conducted in one well each, accounting for three 

wells for one experiment. First, a cork sheet stripe was submerged in 1 mL of the conditioning 

solvent for two minutes being agitated at 300 rpm. Before that, the cork stripe was transferred 

to 1 mL of a diluted sample solution, containing 200 μL of vitreous humor and 800 μL of 

ultrapure water and the extraction occurred for 15 min at 300 rpm. Lastly, the cork stripe was 

transferred to 1 mL of the desorption solvent for two minutes at 300 rpm. Subsequently, the 

desorption solvent was collected and dried under a nitrogen stream. Finally, the residue was 

reconstituted with 20 μL LC-MS grade methanol and 2 μL of the extract was injected into the 

LC-MS/MS system. 

 

Extraction method optimization 

Two simplex-centroid design experiments were planned to optimize the best solvents for the 

conditioning and desorption steps described previously. For the conditioning solvent, mixtures 

of acetone, acetonitrile, and methanol were tested. Desorption was evaluated employing 
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mixtures of acetonitrile, ethyl acetate, and MTBE. Afterward, a Doehlert design experiment 

was performed to determine the optimal conditions of pH and time for this extraction procedure. 

 

LC-MS/MS analysis 

Samples were analyzed on a Nexera-i LC-2040C Plus UHPLC system coupled to a LCMS-

8045 triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu, Japan). Chromatographic separation was 

performed on an Acquity UPLC® BEH C18 (1.7 µm, 2.1 x 50 mm) column (Waters, USA) 

maintained at 50 ºC. The flow rate was 0.3 mL/min while the mobile phases were composed of 

water (A) and acetonitrile (B) both containing 0.1% formic acid. Gradient elution was as 

follows: 0 – 0.7 min, 2 % of B; 0.7 – 6.5 min, 100 % of B; 6.5 – 7.5 min, 100% of B; 7.5 – 8 

min, 2% of B; 8 – 12 min, 2% of B. Electrospray ionization was performed in positive mode, 

applying the following parameters: nebulizing gas flow, 3 L/min; heating gas flow, 10 L/min; 

drying gas flow, 10 L/min; interface temperature, 300 °C; desolvation temperature, 525 °C; DL 

temperature, 250 °C; heat block temperature, 400 °C. Detection was performed in multiple 

reaction monitoring (MRM) mode. MRM transitions were optimized automatically by the 

software through the infusion of each analytical standard at 10 µg/mL. The optimized 

transitions and respective collision energies are described in Table I. Data processing was 

performed using the LabSolutions software (Shimadzu, Japan). 

 

Method validation 

The proposed method was validated in accordance with the ANSI/ASB 036 guidelines for 

Standard Procedures for Method Validation in Forensic Toxicology (30). Lower limits of 

quantification (LLOQs) were established by analyzing nine replicates of blank matrices from 

three distinct sources, with concentrations being reduced until the coefficient of variation (CV) 

of the replicates was less than 20%. The development of calibration curves with the following 
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concentrations for all analytes allowed for the investigation of linearity: 5. 10, 15. 20, 25. 30, 

and 30 ng/mL. Cochran's C test was used to assess the calibration curves' homogeneity of 

variances. Three blank samples were injected following the calibration curves' peak to measure 

carryover. Three levels of quality control (QC) samples were created for accuracy and precision 

studies: 12 ng/mL (low QC), 18 ng/mL (medium QC), and 26 ng/mL (high QC). One-way 

analysis of variance was used to calculate the data within and between precision runs from three 

replicates of each quality control level in five distinct runs (ANOVA test). The analysis of 10 

blank matrices was used to evaluate the endogenous selectivity and verify the existence of 

interferences. In addition, exogenous selectivity in the low QC was verified by adding caffeine, 

ephedrine, and cocaine at a concentration of 100 ng/mL. Finally, two sets of tests were 

conducted to evaluate ionization suppression/enhancement: the first set included six replicates 

of the analytical standards for both low and high QC levels, and the second set included 

duplicates of 10 different blank matrices that had been fortified post-extraction, also for both 

high and low QC. 

 

Results and discussion 

Sample preparation procedure  

The use of cork as a sorbent material in forensic toxicology assays has shown promising results 

for the extraction and determination of various analytes in biological samples. The choice of 

cork as a sorbent is attributed to its high porosity, low cost, and availability. In a study 

conducted by Birk et al. (31), cork was employed as a sorbent to determine new psychoactive 

substances (NPS) in postmortem blood samples. The LLOQs obtained for NPS varied from 0.5 

to 5 ng/mL. The cork also was utilized in forensic toxicology assays to extract pharmaceuticals 

from urine samples using disposable pipette extraction. Mafra and collaborators obtained a limit 

of quantification (LLOQs) ranging from 5 to 10 ng/mL (32). The findings of these studies 
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suggest that cork can be a valuable alternative to other sorbent materials used in forensic 

toxicology assays, and further research can be conducted to explore its potential in other 

applications. 

The careful selection of an appropriate extraction solvent is a critical factor that must be 

evaluated when using cork as a biosorbent material. The choice depends on several factors, 

including the target analyte's physical and chemical properties and the sample matrix. In the 

method proposed, both the extraction solvent and desorption solvent were optimized using 

simplex-centroid planning. The extraction solvent experiments showed that a 1:1 mixture of 

methanol and acetonitrile was the optimal condition. As for the desorption solvent, the best 

conditions were found with a mixture of the three solvents used: acetonitrile, ethyl acetate, and 

MTBE. The selection of the best condition was carried out visually based on the mathematical 

model generated. This is observed in Figures 1 and 2, respectively, where the red area represents 

the best response. 

The pH adjustment can significantly impact the ionization state of the target analyte, 

affecting its solubility, stability, and interaction with other molecules in the sample matrix. 

Therefore, in order to obtain the best condition, the Doehlert design was performed for the 

analysis of both extraction time and sample pH levels resulting in a better performance at 15 

minutes and with a neutral pH of 7, as is observed in Figure 3. This relatively short time interval 

is advantageous, making the current method fast. Also, the neutral pH is in agreement with the 

literature findings, as a mean, since benzodiazepines present a wide range of pKa values 

(33,34). The aqueous medium’s pH is also neutral, excluding the need for an adjustment step, 

contributing to the quickness and simplicity of the method. 

 

Method validation 
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The current method was successfully validated and showed high sensitivity. The lower limits 

of quantification (LLOQs) were determined to be 5 ng/mL for all substances. The linearity 

parameters were satisfied as all seventeen analytes showed a determination coefficient (r2) 

higher than 0.99 as can be observed in Table II. Accuracy and precision tests were performed. 

Bias showed a variation between 85.7 and 117.8% while within-run precision and between-run 

precision variation coefficients were between 3.07 and 14.75%, as described in Table II. This 

analytical method has proven to be selective and sensitive, as LC-MS/MS is the most adequate 

system to perform this analysis. This analytical method has proven to be selective and sensitive, 

as LC-MS/MS is the most adequate system to perform this analysis. Multiple reaction 

monitoring (MRM) chromatograms obtained by LC-MS/MS of a low quality control are shown 

in Figure 4. GC-MS analysis of antidepressants by Ntoupa et al. found a LLOQ of 5 ng/mL. 

Cartiser et al. found a LLOQ of 10 ng/mL for three out of four benzodiazepines. As for LC-MS 

methods, Birk et al. found a limit of 1 ng/mL in the analysis of eight benzodiazepines. More 

complex analyses, with more than ten substances of interest, such as Arora et al., found higher 

LLOQs, ranging from 7.8 to 11.7 ng/mL. As for the extraction procedures used in the vitreous 

humor, most studies utilized conventional SPE techniques, which require an elevated 

investment in cartridges (11,12,15,18). 

 Some studies have developed different SPME methods using cork as a biosorbent in 

environmental analysis. Most of these analyzed water samples, such as Dias et al., Hinz et al., 

and Manzo et al. (24-28). Morés et al. successfully applied a 96-well-plate system for the 

analysis of contaminants in river water (28). However, there has not been any applications of 

cork as a biosorbent for the extraction of medications in biological samples and only one study 

by Oliveira et al. developed a bar adsorptive microextraction method for the detection of 

tricyclic antidepressants in urine (29). 
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Therefore, the currently developed methodology has many advantages. It is fast, simple, 

and cheap. The cork sheet material is easily accessible in stationery stores. It not only reduces 

the cost of extraction materials but also reduces environmental damage since it is biodegradable 

and reusable. Moreover, it uses a small volume of vitreous humor, which is extremely relevant, 

since this matrix has limited availability (17). 

 

Analysis of real samples 

A total of 56 samples were analyzed, with two samples being positive for the compounds of 

interest. Fluoxetine and amitriptyline were identified and quantified in one sample each. The 

respective concentrations were 28.39 ng/mL for fluoxetine and 14.27 ng/mL for amitriptyline. 

Moreover, nortriptyline was detected in this last sample, but below LLOQ levels. Arora et al. 

found two positive cases of diazepam, ranging from 11.6 to 16.8 ng/mL (16). Also, Bazmi et 

al. identified this substance in seven samples, with a higher range of 115.71 to 2557.3 ng/mL 

(14). As for the antidepressants, both amitriptyline and nortriptyline were identified by Ntoupa 

et al. in three forensic cases, ranging from 49.4 - 147.0 ng/mL and 45.6 - 58.2 ng/mL, 

respectively. Fluoxetine and sertraline were detected twice each in this same study, with 

concentrations ranging from 34.1 - 90.4 ng/mL and 54.1 - 60.4 ng/mL, correspondingly (11). 

These concentrations found in real cases in the literature are quite similar with the 

concentrations detected in this study’s analysis, thus corroborating these findings. 

 

Conclusion 

A novel, cost-effective, time-efficient, sustainable, and miniaturized method for the analysis of 

multiple psychoactive substances of interest in postmortem toxicology was developed and 

applied to vitreous humor samples. The method utilizes cork as a biosorbent material, which is 

a unique feature as there are limited miniaturized methodologies utilizing cork as a biosorbent 
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in biological matrices, and none using vitreous humor as a matrix. The sample preparation 

technique employed in this method has the potential to be validated for various other drugs of 

abuse. The method's simplicity and sustainability make it a promising alternative to 

conventional techniques, which are often resource-intensive and time-consuming. Therefore, 

the technique's applicability and potential for automation can facilitate the efficient analysis of 

large numbers of samples and could have significant implications for forensic toxicology 

investigations. 
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Table I. Properties and instrumental parameters of the analytes 

Analyte Formula 
Group pKa* logP* Precursor 

ion 
Product 

ions 
Collision 

energy (V) 
Retention 

time (min) 
LLOQ 

(ng/mL) 
Alprazolam C17H13ClN4 Benzodiazepine 18.2; 5.01 2.1 309.10 281.10 

205.10 
-26 
-40 

4.10 5 

Amitriptyline C20H23N Tricyclic antidepressant 9.4 5 278.20 91.50 
105.05 

-27 
-25 

3.85 5 

Bromazepam C14H10BrN3O Benzodiazepine 12.24; 2.65 1.7 316.00 209.05 
182.15 

-29 
-39 

3.90 5 

Carbamazepine C15H12N2O Anticonvulsant 15.96; -3.8 2.5 237.10 194.00 
192.05 

-20 
-25 

3.99 5 

Clonazepam C15H10ClN3O3 Benzodiazepine 11.65; 1,89 2.4 316.10 270.00 
214.00 

-28 
-40 

4.06 5 

Desipramine C18H22N2 Tricyclic antidepressant 10.2 4.9 267.25 72.05 
44.05 

-16 
-40 

3.82 5 

Diazepam C16H13ClN2O Benzodiazepine 3.4 3 285.10 193.05 
154.10 

-29 
-28 

4.30 5 

Flunitrazepam C16H12FN3O3 Benzodiazepine 1.72 2.1 314.05 268.15 
239.25 

-27 
-39 

4.15 5 

Fluoxetine C17H18F3NO Antidepressant (SSRI) 9.8 4 310.00 
44.00  

-12 
-9 

3.89 5 

Imipramine C19H24N2 Tricyclic antidepressant 9.51 4.8 281.20 86.10 
58.10 

-17 
-50 

3.85 5 

Haloperidol C21H23ClFNO2 Antipsychotic 8.65 3.2 376.15 165.15 
123.10 

-25 
-42 

3.78 5 

Ketamine C13H16ClNO Anesthetic 7.5 2.2 238.10 125.00 
207.00 

-26 
-15 

3.46 5 

Lorazepam C15H10Cl2N2O2 Benzodiazepine 13 2.4 321.00 275.00 
229.00 

-30 
-35 

4.08 5 

Midazolam C18H13ClFN3 Benzodiazepine 5.5 2.5 326.10 291.10 
223.00 

-28 
-38 

3.75 5 

Nortriptyline C19H21N Tricyclic antidepressant 10.13 4.5 264.15 233.10 
91.10 

-15 
-25 

3.85 5 

Sertraline C17H17Cl2N Antidepressant (SSRI) 9.16 4.8 306.05 275.05 
159.00 

-15 
-26 

3.89 5 

Temazepam C16H13ClN2O2 Benzodiazepine 10.68; -1.4 2.2 301.05 255.10 
283.15 

-25 
-13 

4.19 5 

* Pubchem and DrugBank databases; SSRI: selective serotonin reuptake inhibitor 
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Table II. Validation parameters for the analytes 

 
Analyte Calibration curves Bias 

(%) 
Within-run precision  

(% CV) 
Between-run precision 

(% CV) 
Ionization 

suppression/ 
enhancement (%)  

Linear regression 

equation 
r2 Weighting 

factor  
LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC HQC 

Alprazolam y=0.0123x+0.0151 0.9996 none 86.8 92.1 90.6 5.19 6.14 5.61 6.07 4.87 5.35 -0.23 -17.86 
Amitriptyline y=0.0119x+0.0233 0.9968 1/x2 117.8 111.5 109.0 7.19 5.15 4.46 9.71 7.03 6.86 -9.01 -18.63 
Bromazepam y=0.0025x+0.0021 0.9980 none 101.9 104.1 100.2 5.01 6.44 5.69 10.40 4.59 5.50 0.40 -8.43 
Carbamazepine y=0.0169x+0.0058 0.9981 1/x2 100.5 102.4 97.3 4.61 6.65 5.95 7.17 4.90 4.73 -28.96 -30.69 
Clonazepam y=0.0255x+0.0361 0.9986 none 89.1 88.9 87.4 5.25 6.19 6.40 7.36 4.29 4.57 -8.99 -24.94 
Desipramine y=0.1042x+0.1887 0.9964 1/x2 100.5 102.5 99.1 5.89 5.27 5.21 7.12 3.59 4.76 -12.37 -15.64 
Diazepam y=0.0217x+0.0254 0.9987 1/x2 94.3 95.8 92.7 5.73 6.20 4.01 8.93 5.86 3.07 7.64 -2.92 
Flunitrazepam y=0.0542x+0.1079 0.9995 1/x2 92.9 99.1 96.2 4.77 4.54 5.80 4.73 3.25 3.68 -0.16 -7.35 
Fluoxetine y=0.0366x+0.0692 0.9973 1/x2 89.7 96.2 94.8 7.20 5.63 7.14 10.94 6.87 6.93 19.95 -2.38 
Imipramine y=0.0007x+0.0025 0.9935 1/x2 92.7 100.4 91.0 13.47 6.79 7.65 14.75 4.84 9.86 29.46 15.36 
Haloperidol y=0.0683x+0.1428 0.9963 1/x2 100.9 103.4 101.8 6.75 6.02 7.08 8.01 4.86 4.33 -13.39 -21.75 
Ketamine y=0.0751x+0.0179 0.9998 none 93.5 94.1 90.7 6.18 4.14 3.95 5.42 2.86 3.21 -7.55 -16.83 
Lorazepam y=0.0181x+0.0177 0.9989 1/x2 85.7 84.8 85.1 5.67 5.15 6.20 8.06 4.36 4.77 -10.28 -23.81 
Midazolam y=0.0650x+0.1076 0.9980 1/x 99.3 98.0 95.8 5.64 3.10 5.18 5.40 4.30 3.66 4.97 -5.75 
Nortriptyline y=0.0632x+0.1258 0.9973 1/x2 96.4 99.4 96.7 8.10 5.47 4.84 8.75 4.44 4.88 -2.37 -11.04 
Sertraline y=0.0435x+0.0990 0.9974 1/x2 95.7 100.8 98.9 8.25 6.68 6.63 9.16 5.16 4.86 -5.09 -15.71 
Temazepam y=0.1001x+0.0844 0.9985 1/x2 98.2 99.9 96.0 6.16 4.93 5.67 5.64 3.57 4.33 -7.71 -11.87 

CV, coefficient of variation; HQC, high quality control; LQC, low quality control; MQC, medium quality control
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Figure captions 

 

 

Figure 1. Triangular surface obtained from the simplex-centroid design for extraction solvent 

optimization. 

 

Figure 2. Triangular surface obtained from the simplex-centroid design for desorption solvent 

optimization. 

 

Figure 3. Response surface obtained from the Doehlert design for time and pH optimization. 

 

Figure 4. Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms obtained by LC-MS/MS of a 

low quality control. 

 

 

  



60 

 

Figure 1. 

 

 

 

Figure 2. 
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Figure 3.  

 

 

Figure 4.  
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5 CONCLUSÃO 

 

 Foi desenvolvido e aplicado um novo método miniaturizado para análise de diversas 

substâncias psicoativas em amostras de humor vítreo de forma econômica, eficiente em termos 

de tempo e sustentável. O método utiliza a cortiça como material biossorvente, o que é uma 

característica única, pois nenhuma outra metodologia miniaturizada usa a cortiça como 

biossorvente em matrizes biológicas e nem o humor vítreo como matriz. A técnica de 

preparação de amostra utilizada tem potencial para ser validada para outras substâncias, como 

drogas de abuso. A simplicidade e a sustentabilidade do método o tornam uma alternativa 

promissora às técnicas convencionais, que geralmente consomem muitos recursos e tempo. A 

aplicabilidade da técnica e o potencial de automação podem facilitar a análise eficiente para 

grande número de amostras e ter implicações significativas para investigações toxicológicas 

forenses. 
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ANEXOS 

ANEXO A - Normas da revista 

 



65 

 



66 

 



67 

 



68 

 



69 

 



70 

 



71 

 



72 

 



73 

 



74 

 



75 

 



76 

 



77 

 



78 

 



79 

 



80 

 



81 

 



82 

 



83 

 



84 

 



85 

 



86 

 



87 

 



88 

 



89 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



90 

 

 

ANEXO B – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
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