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RESUMO

A toxicologia forense é um ramo da toxicologia que se dedica a esclarecer o papel de
drogas e venenos nas causas de mortes e crimes. Para isso sdo utilizadas matrizes
bioldgicas, como sangue e urina, para a identificacdo de substancias em cadaveres
com o auxilio das analises toxicolégicas, através de metodologias baseadas em
técnicas altamente sofisticadas. Devido a certos fatores negativos do uso de matrizes
mais comuns, como mudancas e altera¢des que sofrem pds-morte, 0 uso de matrizes
alternativas tem sido estudado. Uma dessas que ainda € pouco utilizada, humor vitreo,
parece apresentar certas vantagens em relacdo as tradicionais, como maior
estabilidade, facilidade de coleta e menor chance de sofrer contaminacédo devido as
alteracdes pods-morte que ocorrem no corpo humano. Para melhor entender os
beneficios dessa matriz alternativa, uma analise da literatura é essencial. Varios
autores jA demonstraram resultados positivos com a utilizacdo de humor vitreo para a
identificacdo de uma série de xenobidticos de relevancia forense, mas mesmo assim
essa matriz continua sendo pouco usada em pericias. Portanto, a finalidade desse
trabalho, foi buscar na literatura informacdes relevantes sobre 0 uso do humor vitreo,
tanto em pesquisas como em casos clinicos, para avaliar se exames utilizando essa
matriz serviriam como substituto, ou complemento, dos exames tradicionais com
sangue e urina. Dessa forma, os institutos médico-legais podem estudar a
possibilidade do desenvolvimento de uma metodologia voltada ao uso do humor vitreo
nos exames de rotina de seus laboratérios, possivelmente facilitando os

procedimentos analiticos.

Palavras-chave: Humor vitreo. Corpo Vitreo. Toxicologia forense. Matrizes

alternativas. Toxicologia analitica.



ABSTRACT

Forensic toxicology is a branch of toxicology that is dedicated to clarifying the role of
drugs and poisons in the causes of deaths and crimes. To this end, biological matrices
such as blood and urine are used to identify drugs in cadavers with the aid of
toxicological analyzes, methodologies based on highly sophisticated techniques of
analytical chemistry. Due to certain negative factors of the use of more common
matrices, such as changes and alterations that they suffer postmortem, the use of
alternative matrices has been studied. One of them that is still under-utilized, vitreous
humor, seems to present certain advantages over traditional ones, such as greater
stability, ease of collection and less chance of being contaminated due to postmortem
changes occurring in the human body. To better understand the benefits of this
alternative matrix, a literature review is essential. Several authors have already
demonstrated positive results with the use of vitreous humor for the identification of a
series of xenobiotics of forensic relevance, but still this matrix is under used in
forensics. Therefore, the purpose of this work was to search the literature for relevant
information on the use of vitreous humor, both in research and in clinical cases, to
evaluate whether exams using this matrix would serve as a substitute or supplement
for traditional blood and urine tests. Thus, medical-legal institutes can study the
possibility of developing a methodology aimed at the use of vitreous humor in the
routine exams of their laboratories, possibly facilitating the analytical procedures.

Keywords: Vitreous humor. Vitreous body. Forensic toxicology. Alternative Matrices.

Analytical toxicology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Toxicologia forense

A toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos adversos de drogas e produtos
guimicos em sistemas biolégicos (The Forensic Toxicology Council, 2010). A
Toxicologia Forense € a area da toxicologia que se aplica a propésitos legais e tem
como objetivo principal fornecer respostas e esclarecer as questbes que surgem
durante investigacdes criminais. Ela utiliza como ferramenta as analises toxicoldgicas,
gue sao técnicas laboratoriais utilizadas para detectar a presenca de substancias
exogenas, determinar suas concentracdes, e, por fim, relaciona-las aos seus efeitos
toxicos no organismo, com o objetivo de estabelecer se houve ou ndo a intoxicacao
gue recai sob suspeita (BORDIN et al., 2015).

Os peritos toxicologistas trabalham juntos com outros profissionais, como
patologistas e médico-legistas, para ajudar a estabelecer o papel de drogas e venenos
na causa de mortes. O toxicologista identifica e quantifica a presenca de drogas, e
outros produtos quimicos, em amostras de sangue, urina, tecido e outras matrizes
bioldgicas. Isso é feito utilizando instrumentacdo da quimica analitica e outros
equipamentos da area biomédica que séo capazes de detectar pequenas quantidades
de materiais téxicos, identificando-os positivamente e medindo com precisdo suas
concentracbes (The Forensic Toxicology Council, 2010). Precisdo, validade e
confiabilidade sé@o essenciais, pois as informac¢des coletadas por essas analises sao
usadas na determinacdo da causa e do modo de mortes. Por esse motivo, o
toxicologista € um membro-chave da equipe de especialistas que ajuda nessa
determinacao, utilizando conhecimentos da farmacologia como a cinética de drogas e
interacdes, metabolismo, reacdes adversas e idiossincraticas, tolerancia a drogas,

artefatos pés-morte, estabilidade de drogas e muitos outros.

1.2 Identificac&o e quantificacdo de drogas em matrizes bioldgicas

As amostras biologicas que podem ser utilizadas para realizacdo dos exames

da toxicologia forense sao varias, dentre elas: sangue, urina, cabelo, saliva, suor,

meconio e humor vitreo, esse Ultimo sendo o foco desse trabalho. A escolha da matriz



a ser usada depende de fatores relacionados com a natureza da ocorréncia, da
integridade da amostra submetida a analise, do tipo de investigacao (ante-morte ou
pés-morte), com a facilidade de coleta, e, as considera¢fes analiticas e de ensaio
juntamente com a interpretacdo dos resultados (GALLARDO et al., 2008).
Dependendo do caso, as vezes € necessario optar por uma matriz biolégica especifica
gue apresenta maior resisténcia as mudancas que o corpo humano sofre pos-morte,
como os processos de redistribuicdo, autélise e a putrefacao.

Os avancos nas técnicas de concentracdo de amostras, e nas técnicas da
guimica analitica moderna, foram cruciais para o desenvolvimento das metodologias
utilizadas pela toxicologia forense hoje, pois possibilitaram a deteccdo de baixissimas
quantidades de drogas em amostras extremamente complexas. As técnicas mais
utilizadas séo a cromatografia em fase gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), isso para a separacdo dos analitos. Ja para a identificacdo das
substancias geralmente utilizam-se equipamentos de espectrometria de massas, além
do detector por arranjo de diodos, entre outras variacbes. Estas técnicas sdo
comumente escolhidas por apresentarem maior sensibilidade, compatibilidade com as
concentracbes dos compostos de interesse encontradas nas diversas amostras
bioldgicas, e por permitirem a confirmacdo da presenca dos analitos com maior
precisdo. Mas como afirma BORDIN et al., toda técnica analitica, por mais seletiva e
sensivel que seja, apresenta limitacdes, as quais podem ser reduzidas com um
preparo de amostra eficiente. Esse preparo caracteriza-se pelo processo chamado
extracdo, que visa isolar o analito de interesse a partir da matriz, minimizando e
eliminando os interferentes (endégenos e exdgenos), além de propiciar a
concentracdo da substancia, sendo um processo geralmente indispensavel para o
emprego de técnicas de deteccdo e quantificacdo de substancias de interesse

forense.

1.3 Matrizes biologicas

Como ja foi citado, existe uma variedade grande de amostras biol6gicas que

podem ser utilizadas para as analises da toxicologia forense, mas as duas mais

comumente utilizadas sdo o sangue e a urina.



O sangue é um fluido complexo, constituido em sua maioria por agua (80%),
proteinas sollaveis, gorduras, sais e células suspensas. O sangue é a matriz mais
amplamente estudada na toxicologia forense, pois ela fornece a correlagdo da
concentragcdo da droga no sangue com o estado clinico do individuo. Além disso, o
uso da razdo droga original/metabdlito pode ser bastante util para predizer o periodo
decorrido desde a administracao (PAWLISZYN et al., 2002). Com relacado a coleta do
sangue pés-morte, precisa-se considerar os fendbmenos de redistribuicdo, os quais
participam a distribuicdo de drogas de 6rgdos que atuam como reservatorios, o
movimento do sangue e outros processos provenientes das alteracfes cadavéricas.
Segundo Levine (1993), amostras de sangue sempre devem ser obtidas. Idealmente,
0 sangue deve ser coletado de dois locais diferentes, um do coragéo e o outro de um
local periférico, como a veia femoral ou jugular por exemplo. Em casos como acidentes
com veiculos automotores, em que ocorreu grande traumatismo toracico, o sangue
cardiaco pode ser contaminado e a amostra alternativa de sangue pode ser usada
para interpretacdo dos resultados. O sangue também é a matriz de escolha se houver
suspeita de comprometimento causado por drogas. Apesar disso, 0 sangue possui
uma janela de deteccao restrita com relacdo as drogas de abuso, ja que estas podem
ser rapidamente metabolizadas por proteinas presentes no sangue. Em casos pos-
morte de avancada putrefacdo do cadaver, o sangue pode sofrer a atividade de
microrganismos, em especial as espécies Escherichia coli e Candida albicans, que
sao responsaveis pela formacdo enddgena do etanol, inviabilizando a sua utilizacdo
em analises como as de dosagem alcodlica, um exame extremamente comum em
laboratorios forenses. Por isso, o sangue coletado para analises toxicoldgicas deve
ser preservado com fluoreto de sodio para limitar a formagdo de microrganismos e
aumentar a estabilidade de certas substancias (LEVINE, 1993).

Quanto a urina, ela consiste de um ultrafitrado do sangue formado
continuamente pelos rins a partir do qual foram reabsorvidas substancias essenciais
ao metabolismo do organismo (glicose, aminoacidos, agua). Em sua composicéo
constam substancias quimicas organicas (ureia, acido Urico e creatinina) e inorganicas
(como ions cloreto e sédio). E uma matriz bioldgica de escolha tradicional nas anélises
toxicolbgicas forenses e seu uso é bem estabelecido (SKOPP, 2004). A urina possui
algumas vantagens sobre o0 sangue. Muitas drogas e seus metabolitos estédo
presentes em concentracdes mais altas na urina do que no sangue. Algumas classes

de drogas também permanecem na urina por mais tempo do que no sangue, as vezes



alguns dias seguindo seu uso. A urina pode ser coletada de forma néo invasiva e nao
€ necessario pessoal qualificado para realizar a coleta nesses casos. Nos casos pos-
morte, a urina, se viavel, pode ser coletada diretamente da bexiga (LEVINE, 1993).
Entretanto, dependendo da droga, apenas o uso recente pode ser detectado pela
urina, cerca de 2 a 5 dias apdés o consumo em média. Além disso, assim como ocorre
com 0 sangue, em casos pos-morte, amostras de urinas estdo mais suscetiveis a
sofrerem alteragcbes, como a contaminagdo por microrganismos em casos de

putrefacdo avancada, o que limita sua utilizacdo em determinados casos.

1.4 Matrizes Alternativas: Humor Vitreo

Apesar do sangue e a urina serem as matrizes convencionais mais prevalentes
e utilizadas para realizacdo das analises toxicolégicas, nas ultimas décadas, as
matrizes biologicas alternativas ou ndo convencionais tém apresentado relevante
importancia na toxicologia. Isso ocorre principalmente devido as suas vantagens
guando comparadas com as amostras convencionais, considerando que possuem
caracteristicas interessantes em relacéo a estabilidade dos analitos, método de coleta
facilitado e maior janela de deteccéo.

Uma dessas matrizes alternativas, que serda o foco desse trabalho daqui para
frente, é o chamado Humor Vitreo (HV). O HV, também conhecido como corpo vitreo,
€ uma substancia gelatinosa contida na camara posterior do olho, entre a lente
cristalina e a retina. Ele desempenha um papel mecanico, mantendo a retina no lugar
e mantendo a forma esférica e o tonus do globo ocular (BEVALOT, et al., 2016). E
constituido basicamente por agua (99%), além de sais e uma pequena porcentagem
de proteina (0,2%), especialmente colageno. Neste fluido sdo ausentes as esterases,
responsaveis pela rapida degradacdo de substancias de interesse forense no sangue,
como a cocaina, heroina e 6-acetilmorfina. As drogas e toxinas chegariam ao HV
através da passagem pela barreira sangue-retina, por meio de transporte ativo e
difusdo passiva. Ao contrario do sangue e da urina, geralmente nesta matriz a
presenca da droga original € predominante em relacdo aos metabolitos (BORDIN et
al., 2015). O HV é ideal para analises quimicas pés-morte, pois esta relativamente
isolado do sangue e outros fluidos corporais que sao afetados por alteracbes

cadavéricas, como a redistribuicdo e a hemoconcentracéo. Ela também resiste a
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putrefacdo por mais tempo do que outros fluidos corporais (7 dias em média), embora
nao seja totalmente imune a ele, permitindo sua utilizagdo em casos de estado de
putrefacdo avancada ou carbonizagao parcial do corpo (COLLINS, 2016).

Devido a existéncia dessas e outras vantagens que o HV possui em relacao as
matrizes de escolha tradicionais, torna-se interessante uma avaliacdo profunda das
pesquisas relacionados ao uso do HV nas analises da toxicologia forense. Isso para
que os institutos médico-legais, como os do Brasil por exemplo, possam talvez
considerar a adocdo de amostras de HV nos exames de rotina dos laboratorios
forenses. Dito isso, 0 objetivo desse trabalho é justamente fornecer uma revisédo

aprofundada sobre a utilizacdo de HV como uma matriz biologica alternativa.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi realizar um levantamento bibliografico sobre a
utilizacdo de HV como uma matriz biologica alternativa nas analises de toxicologia
forense. A finalidade desse levantamento foi de destacar as vantagens e
desvantagens do uso dessa matriz para que o0s institutos médico-legais brasileiros
possam considerar a viabilidade da implantacdo de uma metodologia analitica voltada

ao uso de HV na rotina de seus laboratérios forenses.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar se o processo de obtenc¢éo das amostras de HV é facilitado em relacao
as de sangue e urina e também se o procedimento e materiais necessarios
para obtencédo dessas amostras séo de facil acesso.

v" Analisar se as técnicas de preparo das amostras de HV sdao menos trabalhosas
do que as utilizadas para as matrizes biol6gicas mais comuns.

v Verificar se existe uma boa correlagdo entre as concentracdes de substancias
encontradas no HV, sangue e urina, com o objetivo de estudar a possibilidade

de extrapolar as concentragdes encontradas no HV para o sangue ou urina.
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v' Constatar se as mesmas substancias que sdo encontrados rotineiramente no
sangue e na urina também podem ser identificados no HV.

v' Comparar os parametros de linearidade, seletividade, limite de detecc¢éo, limite
de quantificacdo, sensibilidade, precisdo e recuperacdo entre HV, sangue e

urina.

3 MATERIAIS E METODOS

Esse trabalho consiste em uma pesquisa bibliografica, a qual levantei dados de
artigos cientificos e relatos de casos clinicos da utilizagdo do HV como matriz biol6gica
na quantificacdo e/ou qualificacdo de drogas de interesse forense em cadaveres. Para
isso, foi feito um levantamento bibliografico em bancos de dados como PubMed,
ScienceDirect, SCIELO e MEDLINE utilizando as seguintes palavras-chave: forensic

toxicology, vitreous humor, vitreous body, alternative matrices, entre outros.

4 RESULTADOS

4.1 Toxicocinéticado HV

Infelizmente, ainda existem poucos estudos relacionados a toxicocinética de
drogas de interesse forense no HV, por isso a maioria do que se sabe sobre a
passagem de xenobidticos para o HV vem de estudos relacionados a farmacos
oftalmicos. Também deve ser levado em consideracdo a existéncia da barreira
sangue-retina (BSR), uma barreira seletiva assim como a barreira hemato-encefalica.

Na verdade, ela é composta por duas barreiras. Primeiro, o epitélio pigmentar
da retina que separa a retina da coroide, também chamado de BSR externa. As células
do epitélio pigmentar possuem a particularidade de serem ligadas entre si por juncdes
intercelulares (zonulas de adesdo e oclusdo), forcando o transito intracelular de
compostos. E o0 segundo, que constitui o epitélio ndo fenestrado dos vasos
sanguineos da retina, é a BSR interna. As duas barreiras ndo sao sucessivas, eles
estdo associados com as duas vias de penetracdo da retina: capilares coroides para

a BSR externa e capilares retinianos para a BSR interna (BEVALOT et al., 2016). A
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importancia da BSR deriva do fato de que os xenobidticos de interesse forense
penetram no HV através da circulacdo sistémica. De acordo com Guadana et al.
(2010), existem duas rotas de eliminacdo do HV: uma via posterior através da BSR na
direcdo oposta e uma via anterior por difusdo para o humor aquoso através dos
espacos zonulares, com eliminacdo pela renovacdo do humor aquoso e fluxo
sanguineo uveal. Um exemplo dessas rotas pode ser visto na Figura 1.

A penetracdo de farmacos para o HV pela BSR depende de uma série de
fatores, entre eles a concentracdo plasmaética, as propriedades fisico-quimicas e
farmacoldgicas da substancia, o volume de distribuicdo, a ligacdo as proteinas
plasmaticas, etc. As drogas podem ser transportadas passivamente ou ativamente
através da BSR: em geral, quanto maior o peso molecular e/ou hidrofilia, mais
provavel é a ocorréncia de transporte ativo. Dado que apenas as drogas livres (ndo
ligadas a proteinas) podem atravessar as barreiras biolégicas, a porcentagem de
ligacdo a proteinas plasmaticas € outro fator que determina a difusdo. Existem muitas
proteinas transmembrana expressas na BSR que podem atuar como transportadoras,
desempenhando um papel na biodisponibilidade de drogas no HV. Podem distinguir-
se dois tipos principais: bombas de efluxo, pertencentes a superfamilia de
transportadores ABC e bombas de influxo, pertencentes a superfamilia de
transportadores de soluto. Os principais transportadores de efluxo identificados no
olho séo os transportadores MDR (multidrug resistant), incluindo a P-glicoproteina (P-
gp ou MDR1), a MRP (multidrug resistance protein) e a BCRP (breast cancer
resistance protein). Ao contrario da difusdo passiva, o transporte ativo pode ser
limitado pela saturacdo, se a concentracdo da substancia exceder a capacidade de
transporte ou pela concorréncia com outros compostos ou a inibicdo por certos
substratos especificos. Na toxicologia forense, tais interacées podem ter um impacto
significativo na interpretagdo da concentracdo de xenobibticos no HV, especialmente

porque afeta a raz&do entre as concentragdes do HV/sangue (BEVALOT et al., 2016).
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Sclera

Coroide

Lente Cristalina

Humor Aquoso Retina

Camara anterior
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Espagos zonulares
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(" Capilares fenestrados do Coroide

¥.... Rotas de penetragao de xenobioticos
==y Rotas de eliminagao de xenobioéticos

Figura 1 - Anatomia do olho e da barreira sangue-retina (adaptada de URTTI, 2006)

Dentre os trabalhos que existem sobre a farmacocinética de drogas de
interesse forense no HV, alguns merecem destaque por apresentarem algumas das
caracteristicas favoraveis a sua utilizagdo nas analises toxicologicas. Primeiramente
destaca-se o trabalho de Gottas et al. (2016), em que eles analisaram a
farmacocinética de heroina e seus metabdlitos em um modelo animal vivo (porcos).

Mantendo os animais sobre anestesia e administrando uma injecdo em bolus de 20
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mg de heroina através de um cateter venoso central na veia jugular interna direita,
amostras de HV foram coletadas utilizando uma sonda de microdidlise, implantada no
olho dos animais (Figura 2), em intervalos de 10 minutos por um periodo de 300
minutos. Amostras de sangue também foram coletadas ao longo do experimento para
comparacdo. A metodologia analitica utilizada para medir as concentracdes de
heroina e seus metabolitos nas amostras foi a mesma utilizada em um trabalho
anterior dos mesmos autores (GOTTAS et al., 2012). Os pesquisadores afirmam que:
apesar de néo ter sido possivel a detec¢cdo de heroina no HV; das concentracfes
encontradas no HV de 6-monoacetiimorfina (6-MAM), morfina e morfina-3-
glucuronideo serem inferiores as encontradas no sangue; e da distribuicdo da droga
do sangue para o HV ser lenta, diminuindo as chances dos metabdlitos serem
detectados num caso com intervalo pés-administracéo da droga curto, o intervalo de
tempo em que os metabdlitos da heroina podem ser detectados e quantificados no
HV foi muito maior do que no sangue. Nesse estudo, também foram coletadas
algumas amostras de sangue e HV apds a eutanasia dos animais. Essas amostras
demonstraram que as concentracdes dos metabdlitos da heroina, principalmente 6-
MAM, continuam a subir mesmo quando as concentracdes deles no sangue ja estao
abaixo do limite de deteccédo. Visto isso, se 0 periodo de tempo aproximado entre a
ingestdo e a morte € conhecido, a concentracdo sanguinea verdadeira ante-morte
pode ser calculada com base na concentracdo no HV. Muitas vezes, uma
concentracdo sanguinea muito alta de morfina € vista em conjunto com uma baixa
concentracdo em HV, o que pode representar a verdadeira situagdo ante-morte se a
morte ocorreu na primeira hora apds a ingestao de heroina; no entanto, se houvesse
decorrido algumas horas, 0 que é muitas vezes 0 caso nas mortes por heroina, a
verdadeira concentracdo de morfina no sangue ante-morte seria mais proxima ou

menor do que a concentragdo de morfina observada no HV (GOTTAS et al., 2016).
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Figura 2 - Guia de microdialise penetrando a pars plana com a
sonda que se estende através do eixo guia na caAmara vitrea do olho
(GOTTAS et al., 2016)

Outro estudo relevante é o de Fernandez et al. (1989), em que eles
compararam a farmacocinética do alcool no HV e no sangue utilizando um modelo
animal (coelho). Os animais foram anestesiados e tragqueostomizados para serem
acoplados a um respirador artificial. Em seguida, etanol dissolvido em soro fisiolégico
foi entdo injetado na veia marginal da orelha em uma dose de 0,4 mg/kg durante 1
minuto aproximadamente. As amostras de sangue foram extraidas através de um
cateter inserido na veia femoral. O HV foi extraido através da cérnea e do cristalino,
depois de esvaziar a camara anterior do olho para evitar a contaminacdo da amostra.
As amostras foram coletadas a cada 10 min, comec¢ando 10 minutos apds a injecéo
de &lcool. A dltima série de amostras foi coletada 120 minutos apés a injecdo. As
analises das concentracbes de etanol foram realizadas com um sistema de
cromatografia gasosa acoplada a um detector por ionizagdo em chama (CG-FID),
descrita no artigo (FERNANDEZ et al., 1989). Os resultados demonstraram que a
meia-vida de eliminac&o do etanol no sangue e humor vitreo sdo semelhantes (32 min
e 33 min, respectivamente) e os autores afirmam que o rapido transporte de etanol do
plasma para o fluido ocular é provavelmente devido ao seu baixo peso molecular e a
sua afinidade quimica para componentes especificos desse fluido (alta solubilidade
em agua do alcool). Os niveis de etanol no HV excederam as do sangue apos 30
minutos. Apdés 80 minutos as concentracdes de etanol entre as duas matrizes
demonstraram um certo paralelismo, com os coeficientes de variacdo n&o superando
os 5%. Dos 18 coelhos testados, a razdo média entre as concentragdes de etanol

sangue/HV foram de 0,9 + 0,38. Em 35 autdpsias humanas realizadas pelos cientistas
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em outro trabalho, a razdo média das concentracdes de etanol entre o sangue/HV foi
de 0,91 £ 0,14, portanto as razdes médias em coelhos e cadaveres humanos sao
comparaveis. Dessa forma, seria possivel extrapolar as concentracbes de etanol
encontrados no HV para o sangue, mesmo em casos em que a coleta de sangue for

impossivel ou comprometida.

Time fmin/ B/V.H.
10 3
20 1.21
30 0.97
40 0.77
50 0.71
80 0.60
70 0.54
80 0.44
80 0.41

100 0.44

110 0.41

120 0.42

Average ratios

(80 to 120 min) 0.42

C.V. (80 to 120 mink 3.76%

'C.V., coefficient of variation (average of 15 determinations).

Tabela 1 — Relag8es entre os niveis de etanol (g/L) em sangue (B.) e humor vitreo
(V.H.). Em cada tempo, 3 amostras foram estudadas. (FERNANDEZ et al., 1989)

De Letter et al. (2000) questionaram se as concentracbes de 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) no HV pos-morte podem ser Uteis como
preditores para a carga de MDMA sanguineo no momento da morte, jA que a
instabilidade e a redistribuicdo de drogas séo fatores que afetam a interpretacao dos
niveis sanguineos pds-morte. Utilizando um modelo animal (coelhos), foram
realizados experimentos comparando a farmacocinética do MDMA no sangue e no HV
in vivo. Em seguida foram realizados experimentos pos-morte, em que a estabilidade
pés-morte de MDMA em HV foi comparada com o0 sangue em relacdo a certas
temperaturas. 18 coelhos, sob anestesia local, tiveram um cateter implantado na

principal artéria central da orelha direita, por onde foram coletadas amostras de
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sangue arterial em determinados intervalos de tempo apds a uma administracao por
infusdo lenta de 1 mg/kg de MDMA pela orelha esquerda. As amostras de sangue
foram separadas em plasma e sangue total e foram congeladas a -30°C até a analise.
Ambos os olhos foram imediatamente congelados apos a enucleagdo por imersédo em
nitrogénio liquido durante 1-2 minutos. Os olhos foram preservados a -30°C até os HV
serem dissecados conforme descrito por Abel e Boyle (1976). As concentracdes de
MDMA e MDA (3,4-metilenodioxianfetamina) foram determinadas usando um
procedimento de CLAE totalmente validado com deteccéo por fluorescéncia e toda a
metodologia utilizada para extracao e analise das amostras esta descrito no artigo (DE
LETTER et al., 2000). As concentracbes de MDMA foram medidas no HV 30, 120 e
240 min apds a administracao. As concentracdes de MDA no plasma, no sangue e no
HV foram baixas demais para a analise. As concentracdes médias do plasma, do
sangue e do HV de um olho 120 minutos apds a infusdo de MDMA (pouco tempo
antes da morte dos animais) foram de 32 + 17, 42 = 16 e 27 + 7 ng/mL,
respectivamente. As concentracbes de MDMA no sangue estavam claramente
aumentadas apdés a morte em comparacdo com o0s valores obtidos ante-morte,
enquanto que as concentragbes de MDMAuvireo N80 Se alteraram substancialmente
apos a morte. Os pesquisadores relatam que equilibrio entre o plasma e o HV foi
obtido entre 30 e 120 minutos, uma vez que as razbes de MDMAuvitreo/ MDMApiasma N80
diferiram significativamente entre 120 e 240 minutos ap6s a administracdo. As razdes
de MDMAuitreo para MDMAsangue NOS tempos de 120 e 240 minutos (1,1 £0,3e 1,1 +
0,4, respectivamente) indicam uma ligeira acumulacdo de MDMA no compartimento
vitreo. Na segunda parte do estudo, quatro condicfes diferentes, 2°C ou 17°C e 25 ou
73 horas pos-morte, foram testadas. Os autores demonstraram que as concentracdes
de MDMA no sangue cardiaco aumentaram pds-morte, enquanto que 0s niveis de
MDMAuireo foram muito mais estaveis e, portanto, mais representativos dos niveis
sanguineos ante-morte. Observaram-se diferencas relativamente pequenas entre 0os
valores vitreos ante e pos-morte obtidos nas temperaturas de 2°C ou 17°C. A elevagao
da concentracdo de MDMAuitreo 73 horas ap0s a morte em coelhos preservados a 17°C
pode ser parcialmente explicada pela desidratacdo que ocorreu e, teoricamente, um
baixo nivel de redistribuicdo p6s-morte. Por outro lado, a concentragdo de MDMA
aumentaram nas amostras de sangue cardiaco de coelho, tomadas 73 horas pos-
morte, apontando para uma redistribuicdo. Em suma, De Letter et al. afirmam que

apos a administracdo intravenosa, MDMA pode ser facilmente identificada no HV dos
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coelhos e um equilibrio entre o HV e o compartimento vascular foi estabelecido apos
cerca de 1 hora. Além disso, os resultados confirmam que amostras de sangue
cardiaco ndo devem ser usadas para andlise toxicolégica p6s-morte dessa droga. De
fato, o MDMAuireo do coelho foi mais estavel do que os niveis cardiacos pos-morte. A
amostragem vitrea para a determinacdo de MDMA parece ser uma boa pratica de
autopsia se ha falta de sangue (por exemplo, como resultado de perda de sangue
severa ou putrefacdo). Além disso, apos o equilibrio, o HV pode ser uma amostra de
controle adequada em casos de valores sanguineos erraticos devido ao viés do local
de amostragem ou erros analiticos. Na verdade, niveis de MDMA no HV podem ser
mais representativos do que as concentracdes de MDMA no sangue quando ha um

intervalo pés-morte prolongado.
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Figura 3 - Concentracdes médias de MDMA em humor vitreo, em funcao
do tempo em coelhos ap6s uma dose intravenosa de 1 mg/kg de MDMA
(n = 6 para cada tempo). Os resultados sdo expressos como médias +
desvio padrdo. (DE LETTER et al., 2000)

4.2 Coleta, armazenamento e preparo das amostras de HV

O processo de coleta do HV é bem simples e 0s materiais necessarios sao de
facil acesso e provavelmente ja estéo disponiveis em qualquer laboratério forense. O
HV pode ser adquirido inserindo uma agulha de calibre 18 ou 20 anexada a uma
seringa de 10 mL no globo do olho. A insercdo é melhor no canto lateral, logo acima

da juncéo entre as palpebras superior e inferior. Introduz-se o fim da agulha no centro
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do globo, aproximadamente 2 cm, e o HV é gradualmente e lentamente retirado.
Tubos de vacuo ndo devem ser usados porque a retina pode ser danificada, tornando
a amostra inadequada. Aproximadamente 2 a 5 mL de fluido podem ser aspirados de
cada olho e é recomendado que o HV de ambos os olhos seja coletado (ja que ainda
nao sabemos se existem diferencas quantitativas e/ou qualitativas entre os olhos);
mesmo 1 mL pode ser adquirido de um recém-nascido. A amostra deve ser colocada
em um tubo estéril. O espécime deve ser claro e incolor. Se pequenas manchas de
retina preto-marrom estiverem na amostra, entdo a amostra é considerada
inadequada (COLLINS et al., 2016; LEVINE e JUFER, 2008). Como amostras de HV
tendem a ser mais estaveis e menos suscetiveis a proliferacdo bacteriana, o uso ou
nao de conservantes tem sido objeto de estudo para alguns pesquisadores

Holmgren et al. (2004), por exemplo, avaliaram a estabilidade de 46 drogas no
HV pdés-morte armazenado por um periodo de um ano a -20°C e compararam 0S
resultados com amostras de sangue femoral, nas mesmas condi¢cfes. As drogas
incluiram benzodiazepinicos, antidepressivos, analgésicos, hipnéticos, entre outros.
Utilizando como preservativo o Fluoreto de Potassio (KF), os resultados obtidos pelos
pesquisadores demonstraram que a adicdo de KF ao HV apenas afetou a
concentracdo de duas substancias, etanol e zopiclona, em que as concentracdes
diminuiram nas amostras sem conservante. Nas amostras de sangue femoral com
adicdo de KF e armazenado a -20°C, houveram mudangas significativas nas
concentracdes de drogas em 7 amostras dentro do periodo analisado, enquanto que
nas amostras de HV, sem adicdo de conservante e nas mesmas condicfes de
temperatura, mudancas significativas foram percebidas em apenas 2 casos
(HOLMGREN et al., 2004). Além disso, os autores também descobriram que dentre
as 46 drogas testadas, houve uma correlacdo significativa entre as concentracdes
encontradas no sangue e no HV em 23 delas, mais uma vez corroborando a ideia de
gue o HV poderia substituir 0 sangue em casos que esse nao pode ser coletado. E
para as outras 23 drogas em que nao houve correlagcdo entre as concentracdes, 0s
autores relatam que isso ocorre provavelmente devido a porcentagem alta de ligagcéao
a proteinas plasmaticas dessas substancias, ja que a BSR permite apenas a
passagem da fracéo livre.

Quanto ao preparo das amostras, a analise de drogas em HV € semelhante a
analise em outros fluidos pés-morte. A maioria dos métodos publicados que foram

desenvolvidos para o sangue e urina tem sido empregado com sucesso em HV. A
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Unica diferenca de tratamento, que nem sempre € necessario, seria devido a
viscosidade do HV. Isso pode apresentar um problema com a instrumentacdo da
amostra. Como a viscosidade € em grande parte devido ao componente de &cido
hialurdnico, a hialuronidase é frequentemente usada como agente de liquefacdo antes
de uma analise quimica ser realizada. Alternativamente, o aquecimento do HV a
100°C durante 5 minutos seguido de arrefecimento, apesar do risco de perda de certas
substancias, € um método simples para melhorar a precisdo da medi¢do (COLLINS et
al., 2016). Como o HV é composto de aproximadamente 99% agua, alguns métodos
de analise foram usados seguindo pouca ou nenhuma preparacdo da amostra. Por
exemplo, Chronister et al. (2001) analisaram a presenca de benzoilecgonina (BE), um
dos principais metabdlitos da cocaina, em HV através de um imunoensaio de doador
de enzimas clonadas, denominado CEDIA, sem qualquer preparagédo das amostras.
Felscher et al. (1997) utilizaram um imunoensaio de polarizacdo por fluorescéncia
(FPIA) para detectar farmacos e drogas de abuso em HV sem pré-tratamento. Logan
e Stafford (1990) testaram o HV para cocaina e BE por CLAE diluindo o HV 1:1 com
agua e filtrando através de uma pré-coluna de 3 cm.

Quando uma fase de pré-tratamento é utilizada, utilizam-se técnicas comuns
de extracdo, como extracao liquido-liquido (ELL) ou extracdo em fase soélida (EFS),
dependendo das caracteristicas dos analitos. Existem diversos métodos diferentes de
extracao, assim como variacfes desses mais comuns, que ja foram utilizados no HV,
mas a ELL e a EFS sao certamente os mais utilizados. A ELL baseia-se na particao
da amostra entre duas fases imisciveis (organica e aquosa). A eficiéncia da extracao
depende da afinidade do analito investigado pelo solvente de extracdo, da razdo das
fases e do numero de extracdes. O processo envolve a adicdo de um solvente extrator
seguida de agitacdo mecanica para promover o maximo de contato entre as fases
organica e aquosa. Posteriormente, a mistura € submetida a centrifugacdo para
otimizar a separacdo entre as fases e entdo a fase de interesse é recolhida para
analise (WU et al. 2008; MYASEIN et al. 2009). Ja a EFS é baseada no principio de
separacao a base de afinidade como cromatografia em fase liquida, consistindo na
separacéo liquido-sélido. Nesta técnica, os analitos contidos numa matriz aquosa sao
extraidos, juntamente com o0s compostos interferentes, apds passarem por um
cartucho contendo um solido sorvente. Um solvente organico seletivo € geralmente
utilizado para remover os interferentes e entdo, outro solvente € usado para retirar 0s
analitos de interesse da fase (BERRUETA et al., 1995; KRISHNAN et al., 1994).
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4.3 Metodologias analiticas utilizando HV

Existe uma série de trabalhos publicados que comparam a eficiéncia do HV na
deteccdo de drogas com outras matrizes biolégicas como sangue e urina, mas
geralmente esses estudos utilizam uma metodologia analitica voltada ao uso dessas
matrizes mais tradicionais, portanto ndo leva em conta as particularidades do HV. Ao
mesmo tempo, também existem artigos que detalham metodologias analiticas
voltadas especificamente a identificagdo de drogas no HV. Metushi et al. (2016), por
exemplo, estudaram a aplicabilidade do HV e avaliaram se ele serviria como substituto
(ou auxiliar) do sangue total para a triagem rotineira de drogas em 51 casos de
autopsia. Amostras de HV e sangue periférico foram coletadas das 51 autdpsias. O
sangue foi armazenado com fluoreto de sédio a 4°C enquanto que o HV foi
armazenado nessa temperatura sem conservantes. As técnicas de extracdo e sistema
de deteccéo utilizados foram EFS e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM), respectivamente, e os detalhes da metodologia se encontram
no trabalho (METUSHI et al., 2016). O numero total de achados que os pesquisadores
obtiveram em sangue total e em HV foi de 209 e 169, respectivamente. O numero total
de compostos diferentes identificados foi de 71 para o sangue total e 60 para o HV.
No teste de comparacdo das concentracfes encontradas nas duas matrizes, das
drogas em que a quantificacdo foi possivel, observou-se um aumento significativo
apenas nas concentracdes de trazodona e diazepam em sangue total quando
comparado com o HV, enquanto que as outras substancias apresentaram
concentracfes equivalentes. Os autores concluiram que o HV pode ser uma matriz
alternativa para a triagem qualitativa de drogas pés-morte. A Tabela 2 apresenta a

lista comparativa das substancias que foram encontradas nas 51 autopsias.

Composto N° de achados no sangue N° de achados no HV
7-Aminoclonazepam 2 0
Lidocaina 4 3
Acetaminofeno 2 2
Meprobamato 1 1
Alprazolam 6 5
Metadona 3 3
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Amitriptilina 3 3
Metronidazol 1 1
Benzoilecgonina 2 2
Mirtazapina 5 5
Benztropina 2 0
Mitragynine 1 1
Brompheniramine 1 1
Morfina 10 5
Bupropiona 1 1
Naproxeno 1 0
Metabolitos de bupropiona 1 1
n-Desmetiltramadol 1 1
Carisoprodol 1 1
Nordazepam 9 6
Chlordiazepdxido 3 3
Norfluoxetina 1 1
Clorpromazina 1 1
Norpromethazine 1 1
Clorfeniramina 2 2
Nortriptilina 5 4
Citalopram 6 6
Norvenlafaxine 2 1
Clorfeniramina 1 1
O-desmetiltramadol 2 2
Cocaetileno 2 2
Olanzapina 2 2
Codeina 3 3
Oxicodona 6 5
Cyclobenzaprine 2 1
Oxymorphone 3 3
Desmethylcitalopram 1 0
Paroxetina 1 0
Desmetilvenlafaxina 1 0
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Fenitoina 2 0
Dextrometorfano 4 4
Promethazina 2 1
Diazepam 9 6
Propranolol 1 1
Dihidrocodeina 4 3
Quetiapina 3 3
Difenhidramina 11 11
Metabolitos da quetiapina 6 5
Metabolito da difenidramina 2
Quinina 1 0
Doxilamina 5 5
Sertralina 3 2
Fentanil 2 2
Tapentadol 1 1
Fluconazol 2 2
Topiramato 2 2
Fluoxetina 4 4
Tramadol 2 2
Gabapentina 7 7
Trazodona 12 11
Haloperidol 1 0
Trihexifenidil 1 0
Hidrocodona 6 5
Trimethoprim 1 1
Hidromorfona 1 1
Venlafaxine 3 3
Ibuprofeno 2 0
Zolpidem 2 1
Levamisole 2 2
Zopiclona 2 1

Tabela 2 - Frequéncia de ocorréncia de drogas/metabdlitos em 51 casos de autdpsia.

(METUSHI et al., 2016)
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Outro estudo relevante € o trabalho de Costa et al. (2014), em que o0s
pesquisadores desenvolveram uma metodologia para a analise de 12 drogas de
abuso e seus metabdlitos (anfetamina, metanfetamina, MDA, MDMA, 3,4-
metilenodioxietilanfetamina (MDEA), ketamina, cocaina, cocaetileno, lidocaina,
morfina, 6-MAM e heroina) no HV utilizando eletroforese capilar (EC) com deteccao
por arranjo de diodos (DAD). Foram usadas 87 amostras de HV humano e todos os
resultados foram confirmados por uma metodologia de rotina de cromatografia liquida
com espectrometria de massa em tandem (CL-EM/EM) (MUELLER et al., 2005). O
preparo das amostras foi conduzido por ELL, descrito no artigo (COSTA et al., 2014).
O método proposto pelos autores foi validado nos parametros de seletividade,
linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), precisdo, acuracia e
recuperacdo de acordo com protocolos comumente aceitos na andlise forense. A
seletividade foi estabelecida por inspecao de amostras de HV em branco com drogas
de abuso adicionados. De acordo com os autores, 0s resultados obtidos indicaram
que o método pode ser considerado seletivo. O estudo de linearidade foi realizado
com amostras de HV em branco enriquecidas com padrbes dos analitos variando de
5 a 500 ng/mL, com injecdo em triplicata em cada nivel de concentracdo. Os
resultados do estudo de linearidade foram aceitaveis, com coeficiente de
determinacdo >0,98 e pouco erro de regressdo. Os LD e LQ foram avaliados
analisando uma série de amostras em branco de HV fortificadas com quantidades
decrescentes de todos os analitos, até que as relagdes sinal-ruido de 3 e 10 foram
atingidas, respectivamente. Os LD e LQ atingidos foram menores que 5 ng/mL e 10
ng/mL, respectivamente. A precisdo foi estabelecida através da andlise de amostras
de HV nas seguintes concentracdes: 50, 100 e 500 ng/mL em trés dias diferentes com
seis repeticdes para cada concentragao, e a acuracia foi estabelecida nesses mesmos
niveis de concentragdo por comparagao dos valores nominais com os valores obtidos
na curva analitica. Desvios-padrao relativos melhor que 12% e acuracia entre 86 e
118% foram encontrados. Os testes de recuperacdo foram realizados através da
adicdo, as amostras de HV, de 100 ng/mL de cada substancia (seis repeti¢cdes)
seguido de extracdo pelo procedimento de ELL descrito no trabalho. Os resultados
foram entdo comparados a amostras de HV em branco que foram submetidas a ELL,
mas os padrdes de drogas foram incorporados apenas durante a reconstituicdo do
material seco (COSTA et al., 2014). A Tabela 3 compila os resultados quantitativos

da CE-DAD das amostras examinadas que apresentaram pelo menos uma das



25

substéancias investigadas aqui, ou seja, 9,5% do numero total de amostras analisadas
(87). Como observado, a cocaina foi detectada em 7,1%, cocaetileno em 3,6%,

lidocaina em 2,4% e ketamina em 1,2% do namero total de amostras analisadas.

N° da amostra Ocorréncia criminal Resultados
CE-DAD CL-EM/EM
1 N/A cocC COC, BEC, EME
2 Acidente de carro KET KET
3 Acidente de carro COC COC, BEC, EME, CET
4 Homicidio cocC COC, BEC, EME, CET
5 Homicidio COC COC, BEC, EME,
CET, LID
6 Homicidio COC COC, BEC, EME
7 Homicidio CcocC COC, BEC, EME
8 Queda LID LID, tramadol,
bupivacaina

Tabela 3 - Resultados obtidos na analise de drogas de abuso e produtos de biotransformacao em
HV pelo método CE-DAD proposto e métodos confirmados de CL-EM/EM. Legenda: COC:
cocaina; CET: cocaetileno; BEC: benzoilecgonina; EME: éster metilico de ecgonina; KET:
ketamina; LID: lidocaina. (COSTA et al., 2014)

Fernandez et al. (2013), elaboraram um método para a determinacdo
simultdnea de morfina, 6-MAM, codeina, cocaina, BE, cocaetileno, metadona e 2-
etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina (EDDP) em HV por CLAE-DAD apés EFS. Os
detalhes da otimizacdo do método de extracdo, assim como as condicfes
cromatograficas, estdo presentes no artigo (FERNANDEZ et al.,, 2013). Os
experimentos foram validados para linearidade, LD e LQ, precisao (intra-dia e inter-
dia) e recuperacédo. A linearidade foi examinada a partir de um grafico de calibragéo
para cada droga em HV. As curvas foram plotadas utilizando a area dos picos dos
analitos como uma funcédo da concentracdo do analito, usando trés repeticdes por
nivel de concentracdo. O LD foi determinado em cinco amostras de HV em branco, a
partir da menor concentracdo detectavel com uma relacéo sinal/ruido de pelo menos
3. O LQ foi considerado a menor concentracdo nas curvas de calibracéo, desde que
a resposta para o analito no LQ fosse de pelo menos dez vezes a resposta para o
branco. O pico do analito deveria ser identificavel e reprodutivel com uma preciséo de

20% e uma acuracia de £20%. A precisdao do método analitico foi determinada pela
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proximidade entre os valores obtidos para uma série de amostras da mesma solucao
mae, analisadas nas mesmas condic¢des, utilizando cinco repeticbes para cada nivel
de concentracdo (baixa, média e alta) no mesmo dia (precisao intra-dia) ou em dias
diferentes (precisdo inter-dia). A recuperacdo do método mede a eficiéncia do
procedimento de extracdo. Foi calculado comparando a resposta analitica de cinco
repeticbes em branco, contendo uma concentracdo conhecida do analito antes da
extracdo, com a resposta analitica de outras cinco repeticdes apds a execuc¢do do
procedimento de extracdo. Os dados obtidos no estudo de linearidade foram usados
para realizar analises de regressdo e de variancia e ambos demonstraram bons
resultados, com coeficientes de correlagdo acima de 0.99 para todas as drogas
estudadas. Os LD encontrados foram de: 29 ng/mL para morfina, 14 ng/mL para
codeina, 25 ng/mL para 6-MAM, 12 ng/mL para cocaina, 10 ng/mL para BE, 28 ng/mL
para cocaetileno, 24 ng/mL para EDDP e 28 ng/mL para metadona. O LQ ficou
estabelecido em 100 ng/mL para todas as drogas. Foram analisadas cinco amostras
de HV em branco para avaliar a seletividade do método. A auséncia de resposta
analitica nos tempos de retencdo das substancias-alvo demonstrou que ndo houve
interferéncia. As precisdes intra e inter-dia foram examinadas em trés diferentes niveis
de concentracdo (baixo, médio e alto) de drogas de abuso em HV. Ambos os estudos
deram bons resultados com coeficientes de variacdo inferiores a 12,5%. A
recuperacéao foi estudada nos mesmos trés niveis de concentracdo usados no teste
de precisdo. Os valores obtidos sédo maiores para a alta concentracao (4 ug/mL) de
morfina e BE, a concentracdo média (1 ug/mL) de codeina, 6-MAM e cocaetileno e a
baixa concentracdo (0,1 pug/mL) de cocaina, EDDP e metadona. As recuperacdes
meédias variaram de 66,4% para EDDP para 97,1% para 6-MAM. A eficiéncia do
procedimento de extracdo para BE foi comparavel a relatada por Fernandez et al.
(2006) e maior para BE e cocaina em comparacdo com outros estudos (Logan e
Stafford, 1990; Fernandez et al.,, 1994). Finalmente, este método foi aplicado a
quantificacdo de drogas de abuso em 15 amostras de HV de usuarios de opiaceos
e/lou cocaina, apos a aplicacdo de um ensaio imunoenzimatico e CG-EM em urina
para demonstrar a presenca dessas substancias (Figura 4). Os autores concluem que
os resultados obtidos demonstram a aptiddo do HV como uma matriz biologica

alternativa para a determinacédo de drogas de abuso (FERNANDEZ et al., 2013).
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Case Drug Concentration (ugml ")
1 Benzoylecgonine 6.84
Cocaine 195
2 Benzoylecgonine 0.13
3 Benzoylecgonine 3.84
4 Morphine 0.15
6-Acetylmorphine 0.24
Benzoylecgonine 1.98
Cocaine 0.10
5 Benzoylecgonine 0.96
6 Benzoylecgonine 0.12
Methadone 0.12
7 Benzoylecgonine 0.63
Methadone 0.10
8 Benzoylecgonine 0.51
Cocaethylene 0.15
EDDP 0.69
9 Benzoylecgonine 0.66
Codeine 0.10
10 Morphine 0.45
Cocaine 0.37
11 EDDP 0.66
12 Benzoylecgonine 0.10
13 Benzoylecgonine 0.11
Methadone 0.21
14 Benzoylecgonine 0.24
15 Benzoylecgonine 0.15

Figura 4 — Concentragbes em amostras de HV retirados de
autopsias reais. (FERNANDEZ et al., 2013)

Arora et al. (2016) desenvolveram e validaram um método para a identificagéo
e quantificacdo simultanea de 24 analitos de relevancia forense em HV utilizando uma
técnica de ionizacdo por eletro pulverizacdo com cromatografia liquida e
espectrometria de massa em tandem (ES-CL-EM/EM). As substancias analisadas
incluem benzodiazepinicos, analgésicos, opiaceos, estimulantes, anti-histaminicos,
antipsicéticos, anticolinérgicos, B-bloqueadores, hipnoticos, bloqueadores de canais
calcio e vasodilatadores. De acordo com 0s autores, esse método é vantajoso em
relacdo aos meétodos existentes em dois aspectos principais: primeiro, o protocolo de
preparacao de amostra foi simplificado; segundo, a quantidade de amostra necessaria
para analise foi diminuida. Ambos 0s aspectos sdo cruciais no cenario forense, onde

a falta de volume de amostra pode limitar o nimero de testes a serem conduzidos.
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Nesse estudo, um pequeno volume de 20 uL foi o suficiente. A forma de extracéao
utilizada foi a ELL e a lista de solventes, assim como os detalhes da instrumentacao
e 0 passo a passo da preparacao das amostras de controle de qualidade e padrdes
estdo presentes no trabalho (ARORA et al.,, 2016). O método proposto pelos
pesquisadores foi totalmente validado para seletividade, linearidade, sensibilidade,
precisdo, acuracia, recuperacao e efeito matricial de acordo com as diretrizes de
validagcdo de métodos bioandlticos da Food and Drug Administration (FDA). A
separacdo dos 24 analitos, assim como dos padrdes internos de homatropina e
sulfadimetoxina foi alcancada em 20 minutos. No teste de seletividade, interferéncia
da matriz ndo foi detectada em nenhum dos tempos de retencéo dos analitos ou nos
padrées internos em seis lotes diferentes do HV em branco. Os coeficientes de
regressao das curvas de calibracao foram superiores a 0,99 para todas as drogas no
HV em todas as ocasides. O LD para o HV foi de 0,98 ng/mL (para 15 analitos) a 3,9
ng/mL (clonazepam e clonidina), enquanto que o LQ foi de 7,8 ng/mL para todos os
analitos, exceto para acetaminofeno, nicotina, petidina e feniramina para o qual foram
11,7; 7,9; 9,7 e 8,8 ng/mL, respectivamente. Quanto a precisao e acuracia, todos 0s
resultados estavam dentro dos limites dos critérios do FDA. A acuracia e a precisao
intra-dia do método em HV variou de 85,8% (zolpidem) a 119% (olanzapina) e 1,4%
(morfina) a 18,9% (cocaina), respectivamente. A acuracia e a precisao inter-dias
variou de 87,0% (amlodipina) a 120% (olanzapina) e 1,5% (amlodipina) a 20,0%
(flunitrazepam), respectivamente. A recuperagao absoluta de todos os 24 analitos em
HV variou de 71,2 a 119% com uma meédia de 84,5% e o efeito matricial foi encontrado
entre 78,5 e 120% com uma média de 105%. O efeito de transicdo (um efeito que
"transporta” de uma condicdo experimental para outra) no HV foi inferior a 1% para a
olanzapina, diazepam e heroina e para outras drogas foi zero. Terminado o0s
experimentos de validacdo, os autores aplicaram sua metodologia para a triagem das
24 substancias em 40 amostras de cadaveres humanos e os resultados dessas
analises estéo presentes na Figura 5. Na maioria dos casos, foram detectadas varias
drogas usando o método desenvolvido. As substancias eram um dos metabolitos
principais da droga ou estavam presentes em combinagdo com um medicamento
terapéutico. Os pesquisadores comentam que o método foi adequado até para a
deteccdo e quantificacdo de medicamentos polares, algo que em outros trabalhos
(como o de PALENDER et al., 2010) nao foi possivel, devido a BSR. Além disso, a
concentracéo detectada de drogas na maioria dos casos foi promissora.
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Case No. Age/Gender Analytes detected Vitreous
Conc (ng/ml)
1 30/M Acetaminophen 92.1
Amlodipine 8.8
Atropine 8.4
Nicotine 8.1
2 16/M Atropine 95.7
Diazepam 16.8
Nordiazepam 8.1
3 45/F Atropine 289
40/M Acetaminophen 69.1
Atropine 13.5
Olanzapine 66.0
Pheniramine 220
5 50/M Nicotine 57.2
6 20/F Alprazolam 8.0
7 30/F Acetaminophen 2265
Atropine 203
Pheniramine 313
8 19/M Atropine 14.2
Diazepam 11.6
Nicotine 9.0
MNordiazepam ND
Pheniramine 109
9 42/M Nicotine 161
Olanzapine 423
10 29/M Alprazolam 18.0
Nicotine 208

Figura 5 - Achados positivos de varias drogas no HV em dez casos de autépsia apos

triagem por CL-EM/EM. ND = néo detectado. (ARORA et al. 2016)

Existem uma série de trabalhos publicados que demonstram a utilidade de se

usar o HV nas anélises de toxicologia forense. A seguir, apresento 17 desses

trabalhos resumidos na Tabela 4.



Objetivo Analitos Método de extragédo Método de Limite de Limite de Referéncia
analise Deteccéo Quantificagéo
Validar um método para COC, BE, CE, Extracéo assistida por
identificac&o de drogas de morfina, microondas
abuso em HV utilizando codeina, 6-MAM, (Diclorometano) e EFS CLAE-DAD 33-76 ng/mL 100 ng/mL Fernandez et al.,
extracao assistida por micro- metadona e EDDP (cartuchos Oasis HLB) 2011
ondas
Estudo de caso de uma Metanfetamina e ELL (cloreto de n-
ingestao fatal de anfetamina butilo/cloreto de metileno CG-EM - - Kiely et al., 2009
Metanfetamina 4:1)
Investigar alcool isopropilico
como biomarcador em HV, Acetona e alcool - Head Space- - - Palmiere et al.,
sangue e urina em isopropilico CG-FID 2012
investigagOes forenses
Estudar a distribuicéo pos-
morte de cocaina em 3 COC e BE EFS (cartuchos Varian) CLAE-DAD - - Carvalho et al.,
estruturas cerebrais e 2013
compara com HV e sangue
Comparar concentracdes de Etanol, metanol, Head Space-
alcool encontrados no HV e isopropanol e - CG-FID - 0.005 g/100 mL Honey et al., 2005
sangue acetona
Validar um método para d-C, EF, MC, PMA,
determinagéo de “novas MF, MT, DOM, DOB,
2C-H, 2C-B, 2C-Il, 2C- EFS (cartuchos Oasis CG-EM 5 ng/mL 5 ng/mL Margalho et al.,

substancias psicoativas” em
HV, fluido pericardico e

sangue

T-2,2C-T-4 e 2C-T-7

MCX)

2016
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Determinacao de opiaceos
em HV e sangue com o

Morfina, codeina, 6-

EFS (cartuchos com

intuito de otimizar a hidrélise | MAM, M-3-G e M-6-G certificado Bond Elut da CG-EM 2 ng/mL 10 ng/mL Sanches et al.,
enzimatica dos Varian) 2012
glucuronideos
Desenvolvimento de um PD, PhB, BB,
método para identificacédo de Fenitoina, HB, AB, - CLAE-DAD 0,05 pg/ml - Logan et al., 1989
anticonvulsivantes em HV Carb, SB, MB, CP
usando CLAE
Estudar a distribuicdo de Morfina, codeina, 6- EFS (cartuchos mixed CG-EM/EM - - Rees et al., 2013
opiaceos no HV e sangue MAM e M-3-G mode Biotage)
Examinar a possibilidade de Head space-CG-
usar o HV para identificar etil FID e CLAE/ES-
glucuronideo (EtG) como Etanol e EtG ELL EM/EM 0,005 mg/mL 0,01 mg/mL Vezzoli et al.,
biomarcador de uso de (acetonitrila/metanol) 2015
alcool
Estudar o uso de EtG e etil 0,1 mg/ml EtG e
sulfato (EtS) como EtG, EtS e etanol ELL (metanol) CLAE-EM/EM 0,05 mg/mL etanol; 0,13 Thierauf et al.,
marcadores de uso de élcool mg/ml EtS 2011
em HV
Utilizacdo de um Ensaio
imunoensaio para detectar EtG - imunoenzimatico 0,1 mg/mL 0,3 mg/mL Rainio et al., 2013
EtG em HV (Architect
€8000)
Investigar os niveis de EtG
em HV e comparar com 0s EtG ELL (metanol) CLAE-ES-EM 0,03 mg/mL 0,09 mg/mL Keten et al., 2009

niveis em sangue e urina
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Desenvolver um método flurazepam, ELL
para a determinagédo de lorazepam, (n-hexano/acetato de CLAE-DAD 30 ng/mL 100 ng/mL. Bazmi et al., 2016
quatro benzodiazepinicos alprazolam e etila 70:30)
em HV usando ELL e CLAE diazepam
Estudar a estabilidade do
GHB enddgeno em HV vs Acido Gamma- ELL (etil acetato) CG-EM 0,03 pg/mL 0,1 pg/mL Busardo et al.,
sangue em hidroxibutirico (GHB) 2017
cadaveres
Estudo de caso: analise de
GHB em HV transformou GHB ELL (etil acetato) CG-EM 0,03 pg/mL 0,1 pg/mL Busardo et al.,
violéncia sexual em morte 2017
natural devido a sindrome
Caracterizar mudancgas p0s-
morte nas concentragdes de ELL
COC e metabdlitos em COC, BE, EME (cloroférmio/isopropanol) CG-EM - - McKinney et al.,
relac@o as concentragcbes 1995
ante-morte no sangue e HV
Determinar a correlagédo Diazepam (DZ) e EFS (cartuchos Oasis CLAE-DAD e 0.242 pg/mL 0.807 pg/mL Dz; Teixeira et al.,
entre niveis de Diazepam desmetildiazepam HLB) CLAE-EM Dz; 0.378 0.126 pg/mL 2004
em HV e sangue (coelhos) (DMD) pg/mL DMD DMD

Tabela 4 — Coletanea de trabalhos cientificos envolvendo o uso de HV para a identificacdo de xenobi6ticos de relevancia forense.

Obs: Para os trabalhos que utilizaram mais de uma matriz bioldgica, os valores de LD e LQ apresentados sdo os relacionados ao HV.

Legenda: COC — cocaina; BE — benzoilecgonina; EME — éster metilico de ecgonina; CE — cocaetileno; d-C — d-catina; EF — efedrina; MC —
metacinona; PMA - 1- (4-metoxifenil) propan-2-amina; MF — mefedrona; MT — metedrona; DOM - 2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina; DOB - 4-bromo-
2,5-dimetoxianfetamina; 2C-H - 2,5-dimetoxifenetilamina; 2C-B - 4-bromo-2,5-dimetoxifenetilamina; 2C-I - 4-iodo-2,5-dimetoxifenetilamina; 2C-T-
2 - 2-[2,5-dimetoxi-4- (etiltio) fenil] etanamina; 2C-T-4 - 2,5-dimetoxi-4-isopropiltiofenetilamina; 2C-T-7 - 2-[2,5-dimetoxi -4-(propiltio) fenil]
etanamina; 6-MAM — 6-monoacetilmorfina; M-6-G — morfina-6-glucuronideo; M-3-G — morfina-3-glucuronideo; EDDP - 2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-
difenilpirrolidina; PD — primidona; PhB — fenobarbital; BB — butabital; HB — hexobarbital; AB — amobarbital; Carb — carbamazepina; SB —
secobarbital; MB — meprobamato; CP — carisprodol.
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5 DISCUSSAO

Através da avaliacdo dos diversos trabalhos publicados em relagdo ao tema,
esta claro que existem uma série de vantagens a favor do HV para a analise de
drogas. As amostras podem ser facilmente obtidas durante o exame pds-morte,
mesmo se uma autépsia completa ndo foi realizada. A matriz biolégica €
extremamente simples, consistindo essencialmente de 4gua. Portanto, do ponto de
vista analitico, € um espécime muito facil de se trabalhar. E de acordo com a literatura,
as metodologias analiticas desenvolvidas para as matrizes mais tradicionais, como
urina ou sangue, sao facilmente aplicaveis as analises com HV. Para procedimentos
cromatograficos por exemplo, que representam a grande maioria das metodologias
aplicadas em laboratorios forenses do mundo todo, o uso do HV faz com que seja
necessario menos preparacdo das amostras. E importante destacar que, também
devido a baixa complexidade da matriz, amostras de HV podem ser armazenadas por
periodos mais longos e com menos necessidade do uso de conservantes, sem que
ocorra perda significativa de analitos.

Devido a localizacdo anatémica privilegiada do HV, isolada do resto do corpo
humano, essa matriz estd mais protegida contra a putrefacdo, a carbonizacédo e o
trauma comparado a fluidos e tecidos mais centralizados. Durante o processo de
putrefacdo de cadaveres, alguns produtos de decomposi¢cdo podem interferir com a
extracdo e andlise de muitas drogas em amostras de sangue. Esse fator € menos
relevante com a analise de drogas em HV. Além disso, quando uma morte envolve
trauma aos 0rgaos centrais, muitas vezes o Unico espécime que esta disponivel é o
sangue da cavidade abdominal/toracica, o que aumenta o potencial de contaminacéo
por tecidos e contetudo estomacal. Nestes casos, o HV se destaca como uma matriz
alternativa util.

Contudo, ha também algumas desvantagens na utilizagdo do HV para analise
de drogas. Uma das principais desvantagens € o pequeno volume de amostra
disponivel. Geralmente, na melhor das hipéteses, apenas cerca de 5 mL de HV podem
ser coletados em cada caso. Portanto se forem necessarias multiplas analises, pode
ser necessario usar um volume menor de amostra para cada ensaio, limitando a
sensibilidade desse. Alguns ensaios podem nem mesmo ser possiveis de realizar,
devido ao volume de amostra limitado. Outra desvantagem quanto ao uso do HV para

a andlise de drogas é um banco de dados limitado do qual as avaliacdes
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interpretativas dos resultados analiticos podem ser feitas. E apesar da grande maioria
das substancias que podem ser identificadas no sangue e urina também poderem ser
encontrados no HV, a existéncia da BSR faz com que certas substancias sejam mais
dificeis de serem detectadas nessa matriz biolégica. Por esses motivos, atualmente,
a utilidade do HV na analise de drogas € mais como um complemento da analise de
drogas no sangue e urina, ao invés de um substituto. E importante ressaltar também
que, em laboratoérios que realizam a retirada da cérnea para doagéo, a coleta de HV
pode inviabilizar esse procedimento.

E importante ressaltar também que as limitacées do uso de HV para os fins da
toxicologia forense dizem respeito, em grande parte, a interpretacdo quantitativa.
Apesar de existirem estudos que dizem o contrario, certos trabalhos que foram
conduzidos que focaram na interpretagdo de apenas as concentracdes de
xenobidticos no HV mostram que as concentracdes no HV e no sangue ndo se
correlacionam para todos os compostos. Em outras pesquisas, dependendo da
substancia sendo analisada, a dispersdo dos dados impede a extrapolacdo para
concentracdes sanguineas sem erro significativo. Geralmente esta disperséo é reflexo
de vérios parametros ndo controlaveis e muitas vezes desconhecidos, como o tempo
de sobrevivéncia, o intervalo pds-morte, patologias oftalmicas e a interacao de drogas.
Para otimizar a interpretacdo quantitativa, varias estratégias devem ser tomadas,
sendo uma das mais importantes a melhora do nosso conhecimento quanto a

distribuicdo de xenobibticos de interesse forense em HV.
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6 CONCLUSAO

Uma matriz biologica alternativa ideal para o uso nas analises da toxicologia
forense deve permitir a deteccdo dos mesmos xenobioticos encontrados no sangue,
em concentracdes correlacionadas e sofrer menos influéncia dos efeitos pos-morte.
O HV, com o conhecimento que temos hoje, parece ser a matriz que provavelmente
se aproxima desse ideal. No que diz respeito as andlises qualitativas, quando a coleta
de sangue ndo € possivel ou é modificado por fatores pés-morte, o HV aparenta ser
extremamente util. Além disso, ele é facil de ser amostrado, os compostos que se
acumulam dentro dele tendem a ser mais estaveis (se certas condicdes de
armazenamento forem garantidas) e as analises com o HV costumam ser mais diretas,
sem a necessidade de muita preparagao anterior ou com preparo simplificado. E para
certos compostos (como 6-MAM ou cocaina), a janela de deteccao € maior do que a
presente no sangue. Para melhorar ainda mais as qualidades dessa matriz, seria
interessante reforcar as técnicas dedicadas a utilizacdo de HV para que alcancem
limiares de detec¢do ainda mais baixos do que os vistos na maioria das outras
matrizes forenses complexas. Além disso, melhorar a hossa compreensédo de como
ocorre o transporte de drogas através da BSR permitiria esclarecer as maneiras em

gue o HV poderia ser aproveitado em ensaios estritamente quantitativos.
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