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RESUMO 
BELITSKY, I. T. Verificação do uso de cocaína por pacientes atendidos no 
PS-HCFMUSP: validação de metodologia e análise em amostras de 
sangue. 2019. 36 f Trabalho de Conclusão de Curso de Farmácia-
Bioquímica – Faculdade de Ciências Farmacêuticas – Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2019. 
  
Palavras-chave: Acidentes de trânsito; Cocaína; LPME; Toxicologia. 
  
INTRODUÇÃO: Dirigir sob influência de alguma substância que altere o estado psíquico do 
condutor é um grande agravante na possibilidade de envolvimento em um acidente e na 
gravidade e lesividade do mesmo. Porém, o conhecimento a respeito da magnitude dos 
riscos causados no trânsito ainda é escasso. Para avaliar o consumo de drogas pelos 
condutores, busca-se analisar o sangue do indivíduo. Entre os métodos mais empregados 
estão a extração em fase líquida (LLE) e sólida (SPE), entretanto estes métodos utilizam 
uma grande quantidade de solventes, que gera um impacto negativo ao meio ambiente. 
Em em vista disso, métodos de microextração vêm sendo desenvolvidos. OBJETIVO: 
Validar um método de análise de cocaína e seus metabólitos em amostras de sangue, 
utilizando técnica de microextração em fase líquida (LPME) e aplicar a metodologia 
desenvolvida em amostras de sangue de pacientes atendidos no Pronto Socorro Central 
do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 
MATERIAL E MÉTODOS: Para proceder com a análise de sangue via LPME, não é 
necessário nenhum aparato muito complexo. Este método exige apenas o emprego de uma 
fibra porosa de polipropileno e poucos volumes de solvente. Após a extração, os analitos 
são injetados no cromatógrafo gasoso acoplado à espectrometria de massas (CG-MS). Os 
parâmetros obtidos durante a etapa de validação foram avaliados de acordo com guias 
nacionais e internacionais. RESULTADOS: Após a etapa de validação, o método foi 
aplicado em amostras de pacientes internados no Hospital das Clínicas da Faculdade de 
Medicina da Universidade de São Paulo, onde foram encontrados resultados positivos para 
os analitos da cocaína. CONCLUSÃO: O método de extração proposto foi considerado 
adequado para quantificar cocaína (COC) e cocaetileno (CE), entretanto só foi possível 
determinar de maneira qualitativa o consumo de crack pelos indivíduos.  
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1. INTRODUÇÃO 

Acidentes de trânsito (AT) são a oitava maior causa de óbitos no mundo, ficando 

atrás apenas de doenças cardíacas, pulmonares e neurológicas, como acidente vascular 

cerebral e Alzheimer, alguns tipos de cânceres e diabetes mellitus. Apenas em 2016, 

foram registrados 1.35 milhão de fatalidades pelo mundo, e no Brasil, 38.651. Nosso país 

perde apenas para Índia (150.785) e China (58.022). (OMS, 2018) 

No município de São Paulo apenas em 2017, 16.000 indivíduos envolveram-se em 

ATs; sendo 49% com motocicletas, 24% em decorrência de acidentes com automóveis 

e 22% das vítimas eram pedestres. Porém, em se tratando das mortes, os índices são 

diferentes: 4,1% das vítimas envolvendo motocicletas e 9% dos pedestres vieram a óbito, 

contra apenas 3,2% devido a acidentes envolvendo automóveis. (CET, 2017) Este fato 

pode ser explicado pela maior vulnerabilidade dos condutores de motocicletas e dos 

pedestres que, quando envolvidos em acidentes, sofrem traumas mais graves e de difícil 

recuperação. 

Dirigir é um ato complexo que envolve múltiplos processos psicológicos e 

cognitivos. Frente às diversas situações que surgem repentinamente no trânsito, o 

condutor deve ser capaz de responder de uma maneira rápida, precisa e como julgar 

necessário para evitar o risco. Para tanto, são necessárias ações que demandam 

memória, atenção, concentração, percepção do ambiente e habilidades motoras. Fatores 

como imprudência ao volante, personalidade e sentimentos também influenciam no 

resultado frente ao risco. (BALBINOT; ZARO; TIMM, 2011) 

O fator humano é considerado a principal causa de ocorrência de acidentes, 

porém não podemos deixar de mencionar que a reprovável falta de conservação das vias 

do país, a falta de sinalização vertical e horizontal e o precário sistema de formação de 

novos condutores têm grande impacto na probabilidade do condutor se envolver em um 

acidente. (CNT, 2018) 

Desta forma, por ser considerado um problema de saúde pública, foram tomadas 

providências para diminuir a sua prevalência. Leis foram elaboradas, propostas, 
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aprovadas e sancionadas, afim de minimizar fatores de risco relacionados aos acidentes. 

Assim surgiram os limites de velocidade, a obrigatoriedade do uso do cinto de segurança 

por condutores e passageiros de veículos automotores e de capacetes por motociclistas, 

a proibição do uso do celular, do consumo de álcool e de substâncias psicoativas. (OMS, 

2018) 

Dirigir sob influência de alguma substância que altere o estado psíquico do 

condutor é um grande agravante na possibilidade de envolvimento em um acidente e na 

gravidade e lesividade do mesmo. (BALBINOT; ZARO; TIMM, 2011). 

Um estudo que comparou o histórico de infrações e acidentes de trânsito pré e 

pós tratamento de dependência química, constatou maior probabilidade de violação de 

leis de trânsito e de colisões provocadas por usuários de álcool e cocaína antes do 

tratamento. (MACDONALD; MANN, 2004). Drummer et al., 2003 avaliou a incidência de 

diversas drogas em AT fatais. Das 3398 amostras analisadas, 125 foram positivas para 

álcool em concentrações menores de 0,05g/100ml e 990 para concentrações sanguíneas 

superiores; 460 fizeram uso de Cannabis, 167 de opioides, 138 consumiram estimulantes 

do sistema nervoso central (SNC) e a mesma quantidade de amostras foram positivas 

para benzodiazepínicos. Um estudo de caso-controle, realizado por Li; BRADYA; CHEN, 

2013 constataram que o uso substâncias psicoativas dobra o risco de envolvimento em 

acidentes, independente da idade, sexo, hora do dia e região, e é ainda maior quando o 

consumo é concomitante ao etanol. Brown et al., 2013 avaliou a influência de etanol e 

triazolam, por meio de um estudo experimental, realizado em simulador, a variação do 

carro em relação a linha central da rodovia e variação e média da velocidade, em 

comparação ao limite permitido. Os resultados observados demonstram que houve maior 

variação de desvio padrão dos parâmetros avaliados quando sob influência de etanol, 

do que quando administrado triazolam ou placebo.  

Carvalho et al., 2016 determinou a presença de drogas em sangue de 

motociclistas acidentados no Estado de São Paulo e constatou que das 273 amostras 

analisadas, 29 foram positivas para etanol, 47 demostraram o consumo de etanol e 

drogas, 24 usaram Cannabis e 23 foram positivas para cocaína. 
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Em se tratando do etanol, por ser um depressor do SNC, afetando principalmente 

o córtex cerebral e cerebelo, funções fisiológicas desempenhadas por essas áreas do 

cérebro sofrem alterações. Sendo assim,  sintomas como sedação, sonolência, alteração 

de humor, falta de coordenação motora e prejuízo na cognição são manifestados pelos 

indivíduos e, se apresentados por um condutor, podem interferir na direção segura. 

(BALBINOT; ZARO; TIMM, 2011; COSTA, 2003) 

A cocaína (COC) é um potente estimulante do SNC, uma vez que aumenta a 

concentração de dopamina nas fendas sinápticas através de mecanismos de ligação ao 

transportador de recaptura da catecolamina. Consequentemente, o indivíduo que a 

consome apresenta sintomas como euforia, aumento da autoestima e da capacidade 

físico e motora, características que quando alteradas durante a condução de um veículo 

podem acarretar na ocorrência de um acidente. (MOVIG, 2004; OGA, 2014;) 

É um alcaloide, obtido a partir das folhas da planta do gênero Erythroxylum coca. 

Sua extração é iniciada com a alcalinização das folhas maceradas misturadas com 

solventes orgânicos, resultando na pasta de coca. (OGA, 2014) 

Após sua acidificação e purificação, é produzido o cloridrato de cocaína, que 

corresponde à forma mais usual do tráfico, o sal refinado. O crack surge a partir do 

tratamento dos resíduos gerados no processo anterior com bicarbonato de sódio e 

aquecimento, tornando a molécula final básica, em formato de pedras porosas. (DORTA 

et al., 2018; NEVES, 2013; OGA, 2014)  

A pequena modificação na estrutura é responsável pelas diferenças no padrão de 

uso e na maneira de confirmar o consumo das duas formas da cocaína. 

A forma salina é administrada pelas vias oral, intranasal e intravenosa, isso porque a 

molécula tem ponto de ebulição (PE)  a 197°C e sua queima não atinge a temperatura 

de volatilização. Já a forma básica, o crack, apresenta PE 98oC, e quando aquecida é 

capaz de volatilizar, sendo absorvida pela via respiratória após o ato de fumar. 

(PEREIRA, 2012)   

Para ser eliminada, a molécula da cocaína sofre mudanças em sua estrutura, afim 

de torná-la mais polar, e consequentemente facilitar a excreção urinária. Esse processo 
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é conhecido como biotransformação e envolve enzimas hepáticas específicas. 

(STORPITIS et al., 2011) A partir dessas transformações, surgem os metabólitos inativos 

benzoilecgonina e ecgonina metil éster e dos metabólitos ativos norcocaína e 

cocaetileno, sendo este último presente apenas em amostras de indivíduos que fizeram 

uso concomitante ao etanol, resultado da transesterificação do grupo etil do etanol para 

a molécula. (MAURER et al., 2006).  

O processo de pirólise da cocaína ocasiona na eliminação de um ácido benzoico 

da molécula. Essa modificação origina o composto anidroecgonina metil éster (AEME) 

e, por não sofrer biotransformação hepática, é utilizado como marcador da exposição ao 

crack. (CARVALHO, et al, 2008) 

 

 

Figura 1 – Metabólitos da cocaína e enzimas envolvidas no processo de biotransformação. Obtido de 

WOLFF; WHITE; KARCH, 2016. 

 

Após o processo de absorção, qualquer substância pode ser encontrada no 

organismo. Sendo assim, o conhecimento dos processos de distribuição, 
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biotranformação e excreção das drogas é necessário para escolher a matriz ideal de 

acordo com o objetivo do estudo. (DORTA, et al., 2018). Somado a isso, a escolha da 

matriz depende ainda do custo da amostragem, dos métodos de preparo e análise da 

amostra, da concentração e estabilidade da droga na matriz e do intervalo de tempo que 

busca-se determinar a exposição. (GJERDE; ØIESTAD, 2011) 

O sangue é capaz de estimar a concentração da substância psicoativa no SNC e 

por isso, sua identificação possibilita indicar se o indivíduo está sob seu efeito no 

momento da coleta. A análise da saliva também é capaz de predizer seus efeitos 

farmacológicos, pois como está em íntimo contato com o sangue, possibilita estimar a 

concentração sanguínea no momento da coleta. Ressalva-se que, por utilizar fatores de 

conversão, sua quantificação não gera resultados precisos. A vantagem de analisá-la se 

deve ao fato de a sua coleta ser não invasiva, auxiliando na cooperação do indivíduo no 

momento da amostragem. Porém, deve-se ter cuidado ao coletá-la, uma vez que 

resquícios da própria droga ou resíduos de alimentos podem alterar o resultado confiável. 

(GJERDE; ØIESTAD, 2011). No caso do etanol e outras substâncias voláteis, a 

determinação da concentração sanguínea pode ser feita pela relação da concentração 

encontrada no ar exalado, sendo o método mais utilizado para avaliar o consumo dessa 

substâncias. (ALLEN, 2011) 

Quando o objetivo é avaliar a exposição, matrizes de excreção como urina e fezes 

são as mais indicadas e, em toxicologia post mortem, se as matrizes convencionais estão 

suspeitas de contaminação, não estão disponíveis ou estão em avançado estágio de 

decomposição, órgãos, tecidos e até humor vítreo podem ser analisados. (DORTA et al., 

2018) 

Como o consumo de etanol é muito antigo, são diversos os métodos capazes de 

detectar a substância e, sendo assim, é bem estabelecido o conhecimento do impacto 

que seu o consumo tem sob a condução. (JONES, 1996). Porém, o conhecimento a 

respeito da magnitude dos riscos causados no trânsito por substâncias psicoativas ainda 

é escasso. (ELVIK, 2013; OMS, 2018). Dos estudos realizados, muitos são 

epidemiológicos; ou seja, buscam fazer a associação entre o uso de alguma substância 

psicoativa e o incidente já ocorrido. (DUSSALT, 2002; MACDONALD; MANN, 2004; 
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STODUTO et al, 2011). Porém este tipo de estudo não é apropriado para fazer a relação 

direta entre o consumo de drogas e seu impacto na direção, uma vez que as 

circunstâncias dos acidentes podem ser diversas e não só relacionadas com a exposição 

a droga. Sendo assim, estudos experimentais - onde são simuladas situações de trânsito 

sob influência de drogas - em conjunto com métodos de análise quantitativos, são os 

mais confiáveis para estabelecer a real relação entre dose, efeito e impacto nos 

acidentes. (EMCDDA, 2014). 

Para proceder com a investigação do consumo de substâncias psicoativas pelo 

condutor, recorre-se a métodos cromatográficos. Os cromatógrafos gasoso e líquido são 

os mais empregados. Eles são capazes de separar, analisar e quantificar diversos 

componentes, desde moléculas biatômicas a moléculas mais complexas como ácidos 

graxos e esteróides. O seu funcionamento se baseia numa fase estacionária que é capaz 

de reter os componentes da mistura de acordo com características físico-químicas da 

molécula, como polaridade, pressão de vapor, e liberá-los um a um de acordo com a 

natureza do eluente e dos parâmetros do próprio equipamento, como tipo de coluna e 

temperatura do sistema. (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 1998)   

Porém, devido a complexidade de componentes presentes no sangue, como 

células, proteínas e lipídeos, é necessário realizar um pré-tratamento da amostra. Seu 

objetivo é separar os analitos a serem analisados dos componentes naturais da matriz, 

evitando que estes compostos adsorvam na coluna e interfiram na eficiência extrativa. 

Caso isso ocorra, além de diminuir sua eficiência, estes podem ficar retidos na coluna, 

initilizando-a. (ALSHARIF et al., 2017; QUEIROZ; COLLINGS; JARDIM, 2001) 

Um dos métodos mais empregados para a segregação dos analitos é a extração 

líquido-líquido (LLE). Seu princípio de funcionamento baseia-se em particionar as 

moléculas de interesse para uma fase líquida imiscível daquela em que o analito se 

encontra. Para isso, demanda-se um grande volume de solvente. Essa grande 

quantidade utilizada interfere no enriquecimento amostral, uma vez que, se o analito está 

presente em pequenas quantidades, sua concentração após extração será muito baixa. 

Além disso, a manipulação dos solventes podem ocasionar efeitos tóxicos ao analista e 

ao meio ambiente, dado que seu tratamento para posterior descarte, além de ser caro, 
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não é feito da melhor maneira. (DE OLIVEIRA, 2008; HO; PEDERSEN-BJERGAARD; 

RASMUSSEN; KATAOKA, 2003; QUEIROZ; COLLINGS; JARDIM, 2001) 

Portanto, a necessidade de obter-se maior seletividade, para ser possível analisar 

traços, e a preocupação de causar um menor impacto ambiental negativo, levaram ao 

desenvolvimento de técnicas miniaturizadas, onde exige-se o emprego de volumes de 

solventes na ordem de microlitros. (FILIPPOU, et al., 2017; KATAOKA, 2003; QUEIROZ; 

COLLINGS; JARDIM, 2001) 

Entre essas técnicas, estão a microextração em fase sólida (SPME), a 

microextração em gota suspensa (SDME), extração em membranas (SLM), Extração 

líquido-líquido com membrana microporosa (MMLLE), e a microextração em fase líquida 

(LPME).  Esta última destaca-se como uma das  mais promissoras. Para ser realizada, 

não são necessárias técnicas de automação e nem aparatos específicos, demandando 

apenas o emprego de uma fibra oca porosa que cumpre a função de membrana semi-

permeável. (DE OLIVEIRA et al., 2008). 

Ele consiste em mobilizar os poros da fibra com um solvente imiscível em água e 

preencher seu lúmen com uma fase aceptora. O conjunto é colocado em contato com a 

matriz biológica (fase doadora), da onde busca-se extrair os analitos. 

Esse método opera-se em dois diferentes modos e sua escolha baseia-se nas 

características físico-químicas dos analitos.  

O modo de duas fases, usado para particionar moléculas apolares sem grupos 

ionizáveis, consiste em condicionar os poros e o lúmen da fibra com o mesmo solvente. 

A transferência e recuperação dependem do coeficiente de partição do analito entre as 

fases doadora e aceptora.  

No modo de três fases, utilizado para separar componentes que apresentam 

grupos ionizáveis, consiste em condicionar o lúmen da fibra com com um solução 

diferente do utilizado para preencher seus poros. Nesse caso, dois coeficientes de 

partição estão envolvidos no equilíbrio do analito entre as fases. Aquele que faz a relação 

entre o solvente e a fase doadora e entre a fase aceptora e o solvente orgânico.  
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É importante estipular o pH de ambas fases, pois este influencia na solubilidade, 

dissolução e equilíbrio ácido-base do analito. Na fase doadora, busca-se deixar o pH três 

unidades acima do pKa da molécula; neste meio ela se encontrará na forma molecular, 

diminuindo sua solubilidade na solução. Assim, a transferência para o solvente orgânico 

será favorecida. Por outro lado, o pH da fase aceptora deve ser mantido de tal maneira 

a manter a molécula no seu estado ionizável; para isso o pH deve estar abaixo do valor 

de pKa da molécula. Deste modo, ela ficará retida no interior da fibra pois terá pouca 

interação com o solvente orgânico.  

Além do pH, outros parâmetros devem ser estipulados no desenvolvimento e 

otimização do método. A agitação do sistema é importante para aumentar a cinética da 

extração e a adição de sal à fase doadora pode aumentar a eficiência extrativa, uma vez 

que aumenta a força iônica da solução, tornando as moléculas do analito menos 

solvatadas e mais disponíveis para serem transferidas para a fase aceptora.  

O método LPME, em comparação à LLE, confere resultados mais precisos e 

exatos e com maiores valores de recuperação, enriquecimento e especificidade, além de 

ser um método de baixo custo e de simples operação. Porém é considerado um método 

demorado, pois a boa transferência ocorre entre trinta a sessenta minutos. Quanto a isso, 

estudos estão sendo realizados para diminuir o tempo de extração, utilizando a aplicação 

de um potencial elétrico ao sistema. (BJERGAARD; RASMUSSEN, 2007; OCANA-

GONZALEZ et al, 2016; MERIB; CARASEK, 2014; HO; PEDERSEN-BJERGAARD; 

RASMUSSEN, 2002.) 
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Figura 2 – Representação esquemática da LPME. A) Sistema de duas fases. B) Sistema de três fases. 

Obtido de ELLER, 2014. 

 

Assim sendo, é interessante adaptar essa técnica de microextração, que faz uso 

de quantidades mínimas de solventes e que é ainda pouco utilizada em amostras de 

sangue, para que seja utilizada em análises toxicológicas voltadas para diversas 

finalidades como, por exemplo, na fiscalização de motoristas que dirigem sob o efeito de 

drogas, em outros casos forenses como em sangue coletado em necropsias para auxiliar 

o patologista na determinação da causa da morte, bem como para verificar se pacientes 

atendidos em hospitais de emergência, vítimas de traumas diversos, fizeram uso ou não 

de drogas.  

 

 

2. OBJETIVOS 
Validar um método de extração de cocaína e seus metabólitos em amostras de 

sangue, utilizando técnica de LPME e aplicar a metodologia desenvolvida em amostras 

de sangue de pacientes atendidos no Pronto Socorro Central do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1. Material 
3.1.1. Equipamentos 

●   Cromatógrafo gasoso, modelo GC 2010, equipado com coluna capilar HP 

– 5MS (Hewlett Packard) com as seguintes dimensões: 30m x 0,25mm x 

0,10µm, acoplado a espectrômetro de massas quadrupolo modelo QP 

2010 ambos da Shimadzu®, Japão. 

●  Agitador magnético com aquecimento multiestações da marca IKATM, 

modelo RT 10 Power; 

●  Fibras ocas de micro extração em fase líquida (hollow-fiber) de 

polipropileno, com 600 µm diâmetro interno, 200 µm espessura de parede 

e 0,20 µm tamanho do poro, adquirido da Membrana TM, (Wuppertal, 

Alemanha); 

●     Concentrador TE-019 da marca Tecnal, Brasil. 

 
 
3.1.2. Reagentes e outros materiais 

● Acetato de Etila, Ácido Clorídrico e Dodecano foram obtidos da Merck® 

(Darmstadt, Alemanha); 

● Acetonitrila foi obtida da JT. Baker® (Phillipsburg, New Jersey, EUA); 

● Bicarbonato de Sódio e Carbonato de Potássio foram obtidos da LabSynth® 

(Diadema, São Paulo, Brasil); 

●  Gases especiais para cromatografia foram obtidos da Linde, Brasil; 

● Vidrarias especiais e outros itens para as análises cromatográficas foram 

adquiridos de empresas especializadas existentes no mercado brasileiro; 

● Os seguintes padrões de referência para as análises toxicológicas foram obtidos 

da Cerilliant Corporation (Round Rock, Texas, EUA), em acetonitrila na 

concentração de 1mg/mL: 

o   Cocaína  

o   Cocaína-d3 
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o   Cocaetileno 

o   Cocaetileno-d3 

o   Anidroecgonina metil éster  

Todos os padrões foram diluídos com acetonitrila em soluções de trabalho nas 

concentrações de 100µg/mL, 10 µg/mL, 1 µg/mL e 0,1 µg/mL 

3.1.3. Amostras de sangue negativas 

Foram doadas ao Laboratório de Toxicologia do Departamento de Medicina Legal, 

Ética Médica e Medicina Social e do Trabalho da FMUSP duas bolsas de sangue que 

seriam descartadas pela Fundação Pró-Sangue Hemocentro de São Paulo. Essas 

amostras foram utilizadas durante a validação da metodologia. À elas foram adicionadas 

concentrações conhecidas de cada analito para avaliação dos parâmetros durante a 

validação.  

 
3.1.4. Amostras de pacientes vítimas de acidentes de trânsito 

As amostras foram obtidas de um projeto maior,  denominado “Fatores relacionados 

com os acidentes de trânsito com vítimas atendida no Pronto Socorro Central e que 

ficaram internadas no Hospital das Clínicas da FMUSP”. que está sendo desenvolvido 

com apoio da FAPESP pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Toxicologia do 

Departamento de Medicina Legal, Ética Médica e Medicina Social e do Trabalho da 

FMUSP. 

 

● Casuística 

Para ser elegível, a vítima devia ser atendida com seis ou menos horas depois da 

ocorrência, ficar internada e concordar em participar do estudo, assinando o TCLE. Os 

pacientes que vieram a óbito no atendimento de emergência foram incluídos para análise 

toxicológica após consentimento do familiar mais próximo. Pacientes transferidos para 
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outras unidades hospitalares, menores de 18 anos e aqueles que não concordaram em 

participar da coleta inicial, foram excluídos do projeto.  

 

● Coleta 

Na unidade de emergência, realizou-se a coleta de 5 ml de sangue em dois tubos 

Vacutainer® contendo fluoreto de sódio/EDTA como anticoagulante com técnica de 

assepsia adequada sem o uso de solução alcoólica, além de avaliar a gravidade da lesão 

de acordo com o formulário em anexo.   

 
3.2. Métodos 
3.2.1.Procedimento para determinação de cocaína e produtos de 
biotransforamação em sangue 

O preparo das amostras consiste em adicionar a um vial de vidro de 4 mL, 0,5ml 

de sangue, 15µl dos padrões internos de cocaína e cocaetileno e os próprios analitos (no 

caso da validação da metodologia). Adicionar 2,5ml de água MiliQ e 0,13g de uma 

mistura de NaHCO3 e KCO3 (2:1); a adição dos sais torna o pH da solução ao redor de 

10. Ao final desta etapa, uma barra magnética é adicionada à mistura. 

Em paralelo, duas fibra oca de polipropileno são imersas em dodecano, e retira-

se o excesso do solvente. Uma a uma, com auxílio de uma ponteira de eletroforese em 

gel, seu lúmen é preenchido com ácido clorídrico 0,3mol/L e é colocada em formato de 

“U” no interior da fase doadora. O sistema é submetido a 30 minutos de agitação a 1500 

rmp e a 45ºC. Após esse período, novamente com o auxílio de uma nova ponteira de 

eletroforese em gel, a solução do interior da fibra é transferida para um vial de 1ml para 

secagem a 40ºC sob fluxo de N2. 

Os analitos são ressuspendidos pela adição de 50 µl de acetato de etila e o 

conteúdo é introduzido em um insert, para injeção no CG-MS. 
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3.2.2.Condições cromatográficas 

Foram aplicadas as seguintes condições cromatográficas para separação dos 

analitos da cocaína: 

● Temperatura do injetor: 250ºC 

● Fluxo do gás de arraste (He): fluxo constante de 0,61 mL/min.  

● Rampa de aquecimento: 
Tabela 1 - Rampa de aquecimento do CG-MS. 

Taxa de aumento 
(oC/min) Temp. final (oC) Permanência na 

temp.(min) 
0 90 1 

15 250 2 
25 280 2 

 

A injeção se deu pelo modo splitless e o espectrômetro de massas operou no 

modo SIM com a fonte de íons a 260ºC e temperatura da interface de 280ºC. 

Os íons utilizados para identificação dos analitos estão descritos da Tabela 2. 
 

Tabela 2 – Íons utilizados na qualificação e quantificação dos analitos de cocaína e seus respectivos 
deuterados po CG-MS. 

 
Analito AEME COC COC-d3 CE CE-d3 

Íon 
(m/z) 

152 182 185 196 199 
166 272 275 275 240 
181 303 306 320 346 

* Os íons sublinhados foram utilizados para a quantificação dos analitos. 
 
3.2.3. Otimização da metodologia 

Após o desenvolvimento do método e anteriormente à etapa de validação o 

método foi otimizado via análise fatorial, sendo avaliados quatro fatores em dois níveis 

cada, resultando em um total de 16 tratamentos, buscando-se aquele que apresentasse 

a maior eficiência de extração. Em todos os tratamentos, as amostras foram fortificadas 

com 15µl dos padrões dos analitos e seus respectivos padrões internos na concentração 

de 10ug/ml.  
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Após análise dos dados, comprovou que a melhor combinação de fatores era a 

fase doadora com água destilada e sal, ácido clorídrico 0,3mol/L como fase aceptora, 

dodecano como solvente e trinta minutos de agitação do sistema.  

Os parâmetros avaliados estão descritos na Tabela 3. 

 
Tabela 3 – Parâmetros avaliados durante a etapa de otimização do método. 

Fator Fase doadora Fase aceptora Solvente Tempo de 
agitação 

Nível 
NaOH Ác. Fórmico 0,1M Éter diexílico 15 min 

H2O + sal Ác. Clorídrico 
0,3M Dodecano 30 min 

 
3.2.4. Validação da metodologia 

O método foi validado de acordo com guias nacionais e internacionais e foram 

estabelecidos os parâmetros de limite de detecção, limite de quantificação, linearidade, 

precisão intra e interensaio, exatidão, recuperação e carryover. (ANVISA, 2017; 

PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2006; SWGTOX, 2013) 

 
3.2.4.1. Limites de Detecção (LoD) e Quantificação (LoQ) 

Limite de detecção caracteriza-se pela menor concentração de um analito que 

pode ser distinguida do ruído da linha de base e, para isso, pode ser determinado de 

diversas maneiras.  

Primeiramente aplica-se o método extrativo sem adicionar os padrões dos analitos 

- o chamado limite do branco, determinando a linha de base do método. Após isso, 

concentrações decrescentes dos analitos são analisadas e, o LoD será a menor 

concentração que apresenta amplitude do pico três vezes maior que a linha de base. 

O limite de quantificação corresponde à menor concentração do analito que pode 

ser determinada com precisão e exatidão. É realizado em conjunto com o LoD não 

podem exceder 20% de variação em relação ao valor de concentração esperada. 

(SWGTOX, 2013) 
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3.2.4.2. Linearidade 

A linearidade avalia a capacidade do método em obter respostas analíticas 

diretamente proporcionais à concentração dos analitos nas amostras de sangue. 

(ANVISA, 2017) 

Recomenda-se que este parâmetro seja avaliado em pelo menos 5 diferentes 

concentrações com o mínimo de duas replicatas.  

O modelo linear só será válido se o coeficiente de correlação estiver acima de 

0,990 e quando comprovado a homogeneidade das variâncias dos resultados obtidos. 

Para isso, realiza-se o estudo da homoscedasticidade e, caso as variâncias não 

coincidam, o modelo deve ser ajustado pelo método da regressão linear ponderada ou 

outro modelo não-linear (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002; PETERS; 

DRUMMER; MUSSHOFF, 2006).  

A relação matemática entre a resposta obtida e a concentração do analito pode 

ser descrita pela equação da reta: 

 

y = ax + b 

  

Onde: 

 y = resposta obtida (área relativa entre o analito e seu respectivo padrão interno) 

 a = inclinação da curva 

 x = concentração do analito 

 b = intersecção com o eixo y, quando x=0 

 

Sendo assim, a curva de calibração foi adquirida avaliando a resposta obtida 

pelas concentrações de 50, 200, 400, 600, 800, 1000ng/ml 

 

3.2.4.3. Precisão intra e inter-ensaio 

Precisão é o parâmetro que avaliar a proximidade dos resultados quando 

analisadas diversas amostras na mesma concentração, submetidas às mesmas 

condições. Em procedimentos quantitativos devem ser medidos dois tipos: intra-ensaio, 



16 
 

também chamada de repetibilidade, que expressa a precisão realizada no mesmo dia; e 

o inter-ensaio, que garante que o método é capaz de fornecer os mesmos resultados 

quando analisados no mesmo laboratório, porém e dias diferentes ou por outro analista 

ou em diferentes laboratórios. (ANVISA, 2017; PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 

2006) 

Esse parâmetro deve ser conduzido em três dias consecutivos com pelo menos 

cinco replicatas de concentrações baixa, média e alta (80, 400 e 800ng/ml), 

contempladas no intervalo linear do método. 

O desvio padrão considerado aceitável, que determina que o método é preciso, é 

de 20% para concentração baixa e 15% para as concentrações média e alta. Os dados 

foram avaliados pela ANOVA fator único. (SWGTOX, 2013) 

 
3.2.4.4. Exatidão  

A exatidão avalia a proximidade dos valores obtidos pelo método extrativo em 

comparação com o valor nominal esperado. (PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2006) 

Este parâmetro é conduzido juntamente com com a precisão, sendo necessário 

também avaliar cinco replicatas de três concentrações diferentes em três dias 

consecutivos.  

É expressa em porcentagem, calculada a partir da fórmula: 

% =   
  𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 −  𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙  

 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙  𝑥 100 

O seu critério de aceitação é de até 20% para concentração baixa e de 15% para 

as concentrações média e alta. 

 
3.2.4.5. Carryover 

O efeito carryover é definido por resquícios de analitos provenientes de amostras 

anteriores que são detectados nas amostras subsequentes. Isso pode acontecer devido 

ao acúmulo da substância, no injetor, no liner ou na coluna. Quando esse fenômeno é 

observado, a concentração obtida pode ser superestimada.  
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Para avaliar a influência desse efeito, amostras de branco são analisadas 

posteriormente a injeção de uma amostra de concentração alta. (PSILLAKIS; 

KALOGERAKIS, 2003.) 

 
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Cromatogramas 
 

 
Figura 3 – Cromatogramas de amostras negativas de sangue, adicionada dos padrões da COC(B), 

COCd3(A), CE(D), CEd3(C) e AEME(E). 
 

Como observado nos cromatogramas acima, os picos obtidos paras os analitos 

da cocaína e cocaetileno  apresentam boa resolução, seletividade e eficiência. Porém, 

quando analisado o pico cromatográfico da AEME, este apresenta uma má eficiência 

extrativa, já que observa-se um alargamento de sua base. A dificuldade de analisar os 
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três analitos com eficiência, seletividade e resolução pode ser explicada pelas diferentes 

caractísticas físico-químicas de cada molécula. A cocaína apresenta valores muito 

próximos de pKa e LogP, quando comparado ao cocaetileno (pKa=8,85, LogP=2,3; 

pKa=8,77, LogP=2,7). (DRUGBANK). Sendo assim, é de se esperar que que ambas 

moléculas, submetidas as mesmas condições cromatográficas e de pré-extração, 

tenham perfis de extração parecidos. Em se tratando do AEME, a brusca queda do LogP 

(1,1) e o aumento da alcalinidade da molécula (pKa1=9,04, pKa2= 14,6) (DRUGBANK) 

alteram seu comportamento quando submetida às mesmas condições. Fato que pode 

ser observado no alargamento da base do pico cromatográfico.  

 

4.2. Validação da metodologia 

 

4.2.1. Limite de Detecção e Quantificação 

Os resultados de limite de detecção obtidos neste trabalho diferem um pouco dos 

obtidos em outros estudos científicos. Não existem estudos na literatura que quantificam 

cocaína e seus metabólitos no sangue através de LPME. Ao analisar o sangue, utilizando 

extração em fase sólida (SPE) e CG-MS, Bravo et al., 2012 obteve, para a cocaína, 

3,6ng/ml de LoD e 10,9 ng/ml de LoQ. Ainda utilizando esse método extrativo, Yang et 

al, 2006, encontrou para cocaína, o valor de 2.5ng/ml e para a anidroecgonina metil éster, 

5ng/ml.  

Ainda utilizando sangue, Takitane et al., 2018, desenvolveu um método por LLE 

e analisou seus resultados por meio de UHPLC-MS/MS e obteve para cocaína, 

cocaetileno e anidroecgoninametiléster os valores, respecitivamente de 0,3ng/ml, 

0,3ng/ml e 0,4ng/ml de limite de detecção, e para o limite de quantificação, 0,7ng/ml para 

cocaína, 0,8ng/ml para cocaetileno e 1ng/ml para anidroecgoninametiléster. 

Nesse caso, o alcance de limites tão baixos é devido ao uso do equipamento muito mais 

sensível, todavia o equipamento utilizado é muito mais caro, não se enquadrando no 

cenário da toxicologia brasileira.     
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Silveira, et al., ao analisar leite materno, via LPME, encontrou os valores de LoD 

de 6ng/ml para cocaína e 7ng/ml para cocaetileno e, em relação aos valores de LoQ, 

10ng/ml e 12ng/ml, para cocaína e cocaetileno, respectivamente. Valores muito próximos 

com os obtidos no presente trabalho. 

Os limites estão apresentados na Tabela 4. 

  

Tabela 4 – Limites de detecção (LoD) e de quantificação (LoQ) dos analitos de cocaína. 

 
Analito LoD (ng/ml) LoQ (ng/ml) 
AEME 9 9 
COC 9 9 
CE 9 9 

 
4.2.2. Linearidade 

As equações das retas das curvas de calibração e os coeficientes de correlação 

linear estão descritos na Tabela 5. 

Como observado, os resultados encontrados para COC e CE estão dentro dos 

limites especificados. Porém, mais uma vez, o AEME encontra dificuldade de se encaixar 

nos parâmetros estabelecidos.  

Uma boa curva de calibração é aquela que apresenta um modelo linear, com um 

R2 superior a 0,990. Apenas assim o método é confiável para inferir a concentração de 

amostras desconhecidas.  

A análise de variância dos analitos foi realizada e todos se apresentam 

heteroscedasticos, sendo assim, o modelo teve que ser ajustado, de acordo com a 

regressão linear ponderada.  

Para o CE, a regressão que apresentou a menor porcentagem de soma dos 

resíduos foi a ponderação 1/Y2 e o melhor método foi o 1/X2 para a COC e AEME. 

(ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002). 
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Tabela 5 – Curva de calibração e coeficiente de correlação linear (R2) dos analitos de cocaína. 
 

Analito Ponderação Curva de calibração Coeficiente de correlação linear ( R2 )  
AEME 1/X2 y = 0,0066 - 0,24651 0,918 
COC 1/X2 y = 0,01501 - 0,02687 0,997 
CE 1/Y2 y = 0,0214 - 0,24651  0,999 

 
4.2.3. Precisão e Exatidão 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, o método mostrou-se 

preciso e exato para os analitos COC e CE, entretanto o mesmo não foi observado para 

o AEME. As diferentes características físico-químicas discutidas anteriormente podem 

diminuir a precisão do método, uma vez que a má interação com o solvente impregnado 

na fibra e as ionizações distintas dos grupos funcionais, impedem sua boa captação para 

o interior da fibra. Em relação a exatidão, a curva de calibração não ideal para o AEME, 

interfere em seus valores, impedindo um bom resultado. Ademais, não existe no mercado 

o padrão deuterado dessa molécula e, uma vez que a função do padrão interno é eliminar 

os erros provenientes do analista e do equipamento, é necessário que este seja o mais 

parecido com o analito, certificando que as mesmas variações ocorram em ambas 

moléculas.   

Os cálculos das áreas relativas do AEME em todas as concentrações realizadas 

foram feitos usando o COC-d3 e CE-d3 como padrão interno, separadamente e não 

houve diferenças significativas em seus resultados.  
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Tabela 6 – Precisão e exatidão dos analitos de cocaína. 

Analito Concentração 
(ng/ml) 

Precisão 
Exatidão 
(%; n=5) Intra ensaio  

(RDS%; n=5) 
Inter ensaio 

(RDS%; n=5; dias=3) 

AEME 
80 81,03 96,36 85,54 

400 85,67 76,58 48,74 
800 82,84 64,58 54,08 

COC 
80 97,43 95,60 91,95 

400 94,07 96,58 92,75 
800 97,54 97,66 96,01 

CE 
80 97,73 96,96 95,65 

400 98,53 97,94 92,54 
800 98,48 98,36 96,22 

 
4.2.4. Carryover 

Após a prévia injeção de uma amostra contendo 1200ng/ml dos analitos não foi 

observado o efeito de carryover nas amostras de branco subsequantes, como esperado. 

   
4.3. Análise das amostras dos pacientes vítimas de acidentes de trânsito 

Do projeto “Fatores relacionados com os acidentes de trânsito com vítimas 

atendida no Pronto Socorro Central e que ficaram internadas no Hospital das Clínicas da 

FMUSP” foram selecionadas oito amostras previamente determinadas como positivas 

para os analitos da cocaína, afim de determinar se o método proposto é adequado para 

analisar amostras de indivíduos que fizeram uso da droga. Os resultados estão 

apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Resultados das análises das amostras de sangue de pacientes. 
 

Amostra AEME COC (ng/ml) CE (ng/ml) 
1 + 20,1 22,37 
2 - 14,74 9,31 
3 - 23,26 19,86 
4 - 31,59 14,48 
5 + 5,53 4,97 
6 - 12,99 12,86 
7 - 39,21 0 
8 - 9,04 6,05 

 
 
5. CONCLUSÕES 

O presente trabalho, além de utilizar menores quantidades de solventes, 

diminuindo o custo da análise e o impacto ambiental, se mostrou eficaz para prosseguir 

com a quantificação de COC e CE, porém apenas podemos utilizá-lo como método 

qualitativo para determinação de AEME. 

Desse modo, o método é apropriado para estabelecer a relação entre o consumo 

da cocaína em suas duas formas de consumo, sendo possível ainda, determinar se 

houve uso concomitante ao etanol. 

A contribuição do projeto é importante pois, pode-se detectar e monitorar 

continuadamente a evolução da geração de acidentes pela influência da cocaína, sendo 

possível determinar a escala do problema e desenvolver medidas apropriadas. Porém, 

vale ressaltar que não é apenas a proibição de seu consumo que é importante diminuir 

os riscos gerados quando em conjunto com a direção. A conscientização de seus efeitos 

e riscos relacionados e o aconselhamento e tratamento dos usuários são de suma 

importância para diminuir a prevalência dos acidentes de trânsito. (OMS, 2016) 
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