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RESUMO

A Toxicologia Forense, area da toxicologia aplicada a propdsitos legais, apresenta
como objetivo principal fornecer respostas as questoes que surgem numa investigagao
criminal. Utiliza como ferramenta as andlises toxicoldgicas, que sao requisitadas com a
finalidade de se detetar a presenca de substancias exogenas (xenobioticos), determinar a sua
concentragao, e, finalmente, relaciona-las com os seus efeitos toxicos no organismo humano,
a fim de serem estabelecidas as conclusoes sob as quais recai a suspeita.

O tipo de amostra, ante-mortem ou post-mortem, influencia todo o processo de
investigacao, ja que a detegao de xenobioticos nos casos post-mortem pode apresentar maior
dificuldade quando comparada com amostras colhidas “in vivo”. A extensao da alteragao
quimica no intervalo post-mortem, ou mesmo o metabolismo que ocorre apds a morte, pode
afetar a interpretacao dos resultados.

Diversas matrizes bioldgicas podem ser utilizadas para a realizagao destas analises.
No entanto, nas Ultimas décadas, matrizes alternativas tém apresentado relevante
importancia devido as suas vantagens quando comparadas com as amostras convencionais.
As caracteristicas particulares de cada matriz determinam a sua selecio, modo de
conservagao e armazenamento, etapas cruciais da fase pré-analitica que influenciam a
qualidade da amostra e o resultado final obtido. E necessario que ocorra a implementagio
correta de metodologias analiticas de detegao e quantificagdo, de modo a permitir a
interpretacao dos resultados obtidos, e assim inferir acerca das elagdes em relagao a pericia

criminal.

Palavras-chave: Toxicologia Forense, investigagao médico-legal, ante-mortem, post-mortem,
matrizes bioldgicas, colheita, armazenamento, conservagao, procedimento analitico,

interpretagao dos resultados toxicologicos.
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ABSTRACT

Forensic Toxicology, the field of toxicology applied to lawful purposes, has as main
goal to provide answers to questions that arise in a criminal investigation. It uses
toxicological analysis as a tool required in order to detect the presence of exogenous
substances (xenobiotics), determine its concentration and finally relate them to their toxic
effects in the human body. This way, conclusions may be inferred about the suspicious issues.

The type of sample, ante-mortem or post-mortem, influences the whole process of
research, as xenobiotic detection in cases post-mortem may face more difficulties when
compared with samples obtained "in vivo". The extent of chemical change in the post-
mortem interval, or even metabolism that occurs after death may affect interpretation of
results.

Several biological matrices may be used for these analyzes; however, in the lastest
decades, alternative matrices have shown considerable relevance due to its advantages
compared with conventional samples. The specific characteristics of each matrix determine
their selection, conservation and storage, which are crucial stages of the pre-analytic phase
that influences the quality of the sample and of the final result. It must occur proper
implementation of analytical methods of detection and quantification in order to allow the
interpretation of results. Therefore, conclusions regarding criminal forensics may be

inferred.

Keywords: Forensic Toxicology, medico-legal investigation, ante-mortem, post-mortem,
biological matrices, sample, storage, conservation, analytical methods, interpretation of

toxicological results.
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INTRODUCAO

A Toxicologia Forense (TF) resulta do conhecimento e da aplicagao da Quimica
Analitica e da Toxicologia Fundamental, para fins médico-legais (ML) e no desempenho de
atividades quotidianas, com o intuito de elucidar questoes que ocorrem em processos
judiciais relacionadas com os efeitos de qualquer substancia quimica exogena, xenobiotico
(XB), no organismo!"?. Para além disso, a TF é usada para determinar e dosear firmacos, em
ambiente hospitalar, para monitorizacio da terapéutica, em casos de emergéncias
toxicoldgicas e tirar elagoes de crimes onde os compostos toxicos sao usados como
sedativos ou envenenamento. Neste tipo de investigacoes existem trés objetivos principais:
estabelecer se os compostos téxicos presentes sao a causa da morte; se sao capazes de
causar alteragdes comportamentais e se o seu Uso ou exposi¢ao sao legitimos, por indicagao
médica ou exposi¢ao laboral®.

Uma intoxicacao ¢é definida como condicao inaceitavel de um individuo, num
ambiente clinico ou social, como consequéncia de estar sob influéncia de XB, numa dose
demasiado elevada para o organismo humano, overdose. Pode ter causas acidentais,
relacionadas com negligéncia, erros médicos ou a exposi¢cao ocupacional; experimentais, que
frequentemente resultam da experiéncia e recreagio com as drogas de abuso; ou
intencionais, com o proposito de causar dano através de suicidio, homicidio, abuso sexual ou
por vontade propria como no caso da eutanasia'.

A fungao de um toxicologista forense é realizar andlises qualitativas e quantitativas e
interpretar a influéncia que um dado XB, assume no caso em investigagao. Para que tal seja
possivel tem de ser realizada uma selegao, colheita e acondicionamento apropriados das
evidéncias biologicas. A relevancia de descobertas nesta drea esta dependente
principalmente da natureza e integridade das amostras submetidas para analise. As
propriedades inerentes a cada matriz determinam quais as técnicas de preparagao da
amostra e ainda, as vantagens e limitagoes associadas, que devem ser tidas em consideragao
pelo toxicologista''**9.

O presente trabalho, consta numa revisao bibliografica, com base em diversos artigos
cientificos da area e procura expor as vantagens e limitagoes de cada uma das matrizes
biologicas, salientando os aspetos relativos a sua preservagao e acondicionamento, bem
como a garantia da cadeia de custodia, interpretagao dos resultados toxicologicos,

terminando numa breve abordagem das principais técnicas analiticas.
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TIPO DE AMOSTRAS: ANTE-MORTEM E POST-MORTEM

No campo da TF podemos falar em casos ante-mortem (AM) e post-mortem (PM). Nos
primeiros sao avaliados o papel dos XB na modificagado do comportamento humano,
usualmente aplicado ao nivel da seguranga rodovidria, na condugao de veiculos ou no
aumento da performance desportiva, como nos casos de doping; em situagoes de intoxicagao
ou negligéncia médica, dos quais nao resultou nenhuma morte, e ainda na detegao de
antecedentes ou abusos recentes de determinadas drogas, através da andlise a diversas
matrizes biolégicas'".

Nas situagoes PM, sao investigadas as causas de morte, através da analise de varios
fluidos e tecidos obtidos durante a autdpsia. Nestes casos, cai sob jurisdicao de um instituto
de medicina legal quando a morte resulta de violéncia, crime, suicidio, acidente, por qualquer
tipo de negligéncia ou atividade suspeita; quando ocorre numa pessoa saudavel sem causa
aparente; quando decorre de procedimentos médicos; quando é causada por
envenenamento ou quando a vitima é um feto ou recém-nascido e se levantam duvidas'".

Nos casos AM, o tempo é um fator crucial na colheita das amostras, uma vez que
algumas drogas tém tempos de detecao curtos e por isso, janelas de detegao limitadas. Em
investigacoes PM o tempo também é um fator a ter em conta, ja que a medida que este
aumenta, entre o periodo da morte e a colheita, torna-se mais dificil obter amostras de
qualidade. Para além disso, existem outros desafios relativos ao elevado nimero de amostras
existentes e ao resultado de alteracoes autoliticas e putrefacio, a nivel celular>”.

Apds a morte, ocorrem processos de redistribuicao e lise celular que podem alterar
a concentragao dos XB, por vezes em larga extensao, e por isso, devem ser tomados em
conta aquando da interpretagao dos resultados. O fenomeno de redistribuigao post-mortem
(RPM) reflete a difusao e redistribuigao dos XB, através do gradiente de concentragao, que
ocorre no organismo, no intervalo entre a morte e a recolha das amostras na autépsia. O
que dai resulta sao concentragoes mais elevadas de XB nos tecidos circundantes, do que no
momento da morte. Quando a célula morre perde a integridade da sua membrana
libertando o seu contelldo para o espago extracelular, e a concentragao sanguinea PM
também pode ficar mais elevada do que antes da morte, devido a fendmenos de difusao
passiva. As caracteristicas dos XB que influenciam a probabilidade da ocorréncia destes
fenomenos sao o volume de distribuicao, pKa, a ligagao as proteinas plasmaticas e a
lipofilia". Para além disso, em alguns casos a intensa atividade microbiana e a fermentagao da
glicose que acontecem PM podem ser responsaveis pela producio de alcool no organismo®.

Nas ocorréncias em que prevalece a duvida acerca da alteragao da concentragao das

drogas em determinada amostra, isto &, de um fendmeno de RPM, deve-se colher mdltiplas

6
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matrizes de diferentes locais anatomicos, como forma de comparagao dos resultados
analiticos?.

De notar, que para qualquer tipo de investigacao ¢ indispensavel obter todas as
informagoes adicionais relativas ao caso em estudo, como os antecedentes pessoais, historial
clinico, a dose presumivel do XB envolvido, os achados da autopsia, as informagoes do local
da ocorréncia, as circunstancias imediatas da morte e as variaveis que podem afetar a

concentragio dos XB, tanto antes como depois da morte'".

CADEIA DE CUSTODIA

A cadeia de custodia é uma sistematica de procedimentos que visa a preservagao do
valor probatério da prova pericial caracterizada. Uma vez que a TF tem repercussoes legais,
isto implica que todas as evidéncias associadas a um determinado caso tenham de ser
sempre mantidas numa 4rea segura e restrita apenas aos profissionais envolvidos'"?.

No que diz respeito a preservagao das informagoes recolhidas, a cadeia de custodia
possibilita documentar, em relatério proprio, a cronologia das evidéncias, quem foram os
responsaveis pelo seu pedido, manuseamento, andlise e transporte, minimizando a
possibilidade de extravio, manipulagao indevida, ou adulteragao, com o objetivo de manter

as evidéncias seguras e integras'".

SELEGCAO DAS MATRIZES BIOLOGICAS EM TOXICOLOGIA FORENSE

Consoante a especificidade do caso e o tipo de analise toxicologica pretendida
procede-se a colheita das matrizes mais adequadas. Desta forma, existem andlises que
requerem apenas um tipo de amostra, enquanto outras ficarao incompletas se nao forem
enviados diversos tipos de amostras. No caso das determinagoes de alcoolemia (etanol no
sangue) e de carboxihemoglobina (mondxido de carbono presente na hemoglobina
sanguinea), por exemplo, é necessario apenas um Unico substrato, o sangue''?.

Contudo, e em especial para o sangue, existem condigdes em que nao € possivel
obter as amostras mais apropriadas de uma forma qualitativa e/ou quantitativa,
particularmente em situagoes de putrefagao avangada, exumagoes ou de mortes por choque
traumatico. Neste caso, ha que recorrer a matrizes alternativas ou complementares, que
permitam inferir acerca da concentragao provavel do toxico presente no sangue. Para a
determinagao de alcool etilico é possivel efetuar essa pesquisa noutros fluidos, tais como

urina, humor vitreo, medula éssea ou saliva‘'?.
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Segundo diretivas europeias, qualquer suspeita de intoxicagao e/ou situagao cujos
achados da autopsia nao revelaram causa de morte evidente, deve-se incluir a recolha das
seguintes amostras basicas para exame toxicologico: sangue periférico, urina, conteldo
gastrico, bilis, figado e rim. Estas permitem a pesquisa de diversos grupos de toxicos como
hipnético-sedativos, substancias psicoativas, cardiotonicos, analgésicos e pesticidas'?.

A pesquisa de drogas de abuso deve englobar, além das amostras descritas, liquido
cefalorraquidiano (LCR), encéfalo, cabelo e local da picada‘?.

A inclusao de sangue cardiaco da cavidade do ventriculo esquerdo, encéfalo, tecido
gordo subcutaneo, pulmao e vestuario, deve complementar a amostragem basica sobretudo
na pesquisa de substancias lipossoluveis volateis, tais como combustiveis e solventes'?.

Ja no caso de a intoxicagao ser crénica por metais pesados, por certos medicamentos
ou por pesticidas, deve-se adicionar a recolha de amostras normal, cabelo, ossos, tecido
adiposo e contetdo intestinal'?.

Uma andlise toxicologica tem, muitas vezes, por limite a qualidade ou quantidade das
amostras de que se dispoe, dai que, seja preferivel o envio de amostras em excesso, com a
vantagem de poder diversificar as pesquisas, duplicar, garantir ou até contribuir para o

sucesso analitico de uma determinada investigacio!'”.

COLHEITA, ARMAZENAMENTO E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS
BIOLOGICAS

Para o sucesso da analise toxicoldgica e do resultado que dai advém, existem detalhes
importantes a acautelar relativamente ao procedimento de colheita das amostras,
especificamente no que toca aos tubos de acondicionamento, bem como a sua rotulagem.
Sob este tépico ha a salientar o seguinte!®:

= Cada amostra deve ser colhida em recipiente independente® (Figura 1);

* Tubos de plastico com tampas de rosca sao preferiveis para a colheita de fluidos e
orgaos, para se evitar a sua quebra durante o congelamento, no entanto em algumas
situagoes sao preferiveis recipientes de vidro ou de plastico inerte uma vez que os
constituintes do plastico sio mais suscetiveis de causar interferéncias na analise®*;

* Os tubos devem ser preenchidos (mas nao demasiadamente cheios) para minimizar
headspace e, portanto, evitar as perdas por oxidagao ou evaporagao (especialmente
para compostos volateis) e s6 devem ser abertos quando necessario para analise e

somente apos refrigeragio a 4°CY;
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= Etiquetas autoadesivas inviolaveis devem ser colocadas sobre as tampas dos tubos
que acondicionam a amostra e dos recipientes de transporte daqueles tubos, para
assegurar o cumprimento da cadeia de custodia. Os roétulos devem conter, pelo
menos as seguintes informagoes: numero identificador institucional do caso ou o
numero do pedido; nome da vitima ou outra identificagao; data e hora da colheita;
tipo de amostra e local anatomico da colheita, quando aplicavel e assinatura do

perito®,

A B c

Figura | — Recipientes de acondicionamento e envio das amostras biolégicas(':2
Tubo de 10 ml de capacidade contendo fluoreto de sédio e EDTA (apenas para amostras AM) usado para
sangue periférico e respetivo contentor de transporte. (B) Tubo de 30 ml de capacidade usado para sangue da
cavidade cardiaca, urina, amostras de 6rgaos e respetivo contentor de transporte. (C) Seringa de 2 ml de
capacidade usada para pesquisa de volateis no sangue periférico e humor vitreo e respetivo contentor de
transporte. (D) Frasco adaptado para andlises histologicas. (E) Saco para envio das amostras (sistema de fecho
permite evitar a quebra de integridade).

A estabilidade das matrizes bioldgicas durante o armazenamento constitui também
uma questao crucial a ser considerada durante a fase pré-analitica, uma vez que influencia a
qualidade da amostra e o resultado final obtido. O conhecimento dos mecanismos de
degradagao e de métodos que aumentem a estabilidade e conservagio das matrizes
biologicas é essencial para o trabalho dos toxicologistas forenses. De seguida, salientam-se

os procedimentos genéricos de maior importancia’®:
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* As amostras, depois de colhidas, devem ser enviadas para o laboratério no mais
curto intervalo de tempo®;

* As amostras devem ser armazenadas em tubos hermeticamente fechados a 4°C, para
um curto prazo, ou a -20°C/ -80°C, para longos prazos de armazenamento (mais de
uma semana); a excegao inclui o cabelo e unhas, que sao estaveis a temperatura
ambiente;

* Nos tubos destinados ao acondicionamento de sangue é recomendado conter uma
quantidade de fluoreto de sodio, na concentragao aproximada de 1% (p/v), com
inibidor enzimatico e prevenir a glicdlise (e.g. diminuir a conversao de glucose em
etanol pelos microrganismos; a conversao PM, pela acao de colinesterases, da cocaina
em éster metilico de ecgonina; e reduzir a perda por agao enzimatica, de alguns
ésteres como a 6-acetilmorfina, principal metabolito da heroina)!**;

* Na conservagao das amostras deve ser eliminado qualquer fator suscetivel de
contaminagao. Atender as condi¢oes de luz, humidade e calor, fontes provaveis de
reagoes de oxidagao ou hidrolise que podem acelerar a decomposicao dos
analitos!'?;

*» Deve-se estabelecer o menor numero possivel de pessoas envolvidas no
manuseamento das amostras, de forma a garantir a seguranca e integridade das
mesmas'"?.

As amostras podem sofrer alteragdes a partir do momento da sua colheita,
consoante as condicoes e duragoes do manuseamento e armazenamento. Deste modo, as
matrizes devem ser armazenadas a uma temperatura apropriada, com um conservante
adequado, nos casos de necessidade demonstrada, e num ambiente seguro e adequado,
acessivel apenas ao staff autorizado, de forma a garantir a sua seguranga e integridade,
minimizando as interferéncias com os métodos analiticos e os erros de interpretagao dos
resultados'”.

O envio para analise de amostras inadequadas ou mal acondicionadas pode colocar
em causa o valor de um resultado analitico e a credibilidade das mesmas a nivel judicial, pelo
que é crucial garantir a integridade das matrizes e a qualidade dos resultados analiticos,

através de praticas corretas de colheita, acondicionamento e conservagio®.

Aspetos a ter em consideracao:
Durante o processo de putrefagao das matrizes bioldgicas é produzido um composto

caracteristico, a B-feniletilamina. Esta € uma amina com uma estrutura quimica semelhante a
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das anfetaminas. A semelhanga desta amina origina, por vezes, falsos positivos, nos
resultados de screening!”.
Os ésteres, sujeitos a hidrolise alcalina, sao mais estaveis no sangue PM do que no
sangue AM, visto que o pH sanguineo diminui apos a morte devido a glicélise anaerobia.
Assim, a acidez do sangue estabiliza alguns compostos labeis como a cocaina que sendo um

dos compostos mais instaveis, nio sofre hidrélise em benzoilecgonina'~.

MATRIZES BIOLOGICAS APLICADAS NAS ANALISES TOXICOLOGICAS
FORENSES

Com o desenvolvimento de novas tecnologias na extragao de analitos, a utilizagao de
uma variedade de amostras bioldgicas tornou-se ainda mais acessivel e possivel®.

Qualquer matriz biologica que tenha entrado em contacto com algum XB é um
potencial candidato a ser submetido a investigagdoes toxicoldgicas, no minimo para analises
qualitativas, para ajudar a interpretacio dos resultados'.

In vivo o sangue ou soro, a urina, o cabelo e o conteldo gastrico (lavado gastrico e
vomito), sao as amostras mais importantes a colher. Nos casos PM o sangue (femoral e
cardiaco), a urina, o humor vitreo, o conteudo gastrico e os orgaos (particularmente o
figado), sdo as amostras mais significantes®.

No entanto, a bilis, o LCR, o rim, o cérebro, o pulmao, o baco e o musculo
esquelético podem ocasionalmente ser colhidos no decurso da autopsia®. Matrizes
adicionais e alternativas como o cabelo, unhas, suor ou pele podem também ser objeto de
andlise para complementar a investigacio toxicoldgica'".

Em relagao ao tamanho das amostras, nao existem diretrizes claras que definam o
tamanho de cada matriz, contudo o seu tamanho deve permitir inferir conclusoes suficientes
e sustentaveis'"”.

Cada uma das matrizes referidas de seguida, sera abordada em termos da sua
composi¢ao, forma como o analito é incorporado e sua utilidade no ambito das analises

forenses, com base nas informagdes que é capaz de fornecer®.

Fluidos Biologicos

Sangue

A amostra de sangue pode ser avaliada na forma de sangue total, plasma
(sobrenadante obtido por centrifugagao do sangue adicionado de anticoagulante) ou o soro

(plasma sem os fatores de coagulagao obtido por coagulagao sanguinea). Se o objetivo da
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andlise é a quantificagao dos XB é mais indicada a avaliagao da amostra em sangue total, ja
que as drogas apresentam diferentes afinidades para as proteinas e podem eventualmente
ser descartadas se investigadas apenas em amostra de plasma ou soro®.

O sangue constitui a amostra de eleicdo para detetar, quantificar e interpretar a
presenca de substancias toxicas no organismo. Em todos os casos sujeitos a investigagao ML
é colhida uma amostra de sangue, sempre que possivel. O sangue é uma matriz convencional
amplamente estudada nas andlises toxicologicas forenses, pois fornece a correlagio da
concentragao do XB no sangue com o estado clinico do individuo, além disso, a razao
droga/metabolito ¢ util para predizer o periodo decorrido desde a administragao. Contudo,
¢ obtido através de método invasivo, que envolve maior risco de contaminagao e possui uma
janela de detegao restrita, ja que os XB sao rapidamente metabolizados, dependendo da sua
semivida, desde alguns minutos a algumas horas apés a exposicio™®'".

No que concerne a interpretagao dos resultados, é de ter em conta que quanto
maior for a concentraciao da substincia e/ou respetivo metabolito detetados, maior sera a
possibilidade de intoxicagao aguda. Este aspeto é corroborado se forem encontradas varias
substancias e/ou etanol. A interpretagao torna-se especialmente dificil nos casos em que os
XB por sofrerem RPM estejam presentes no sangue da cavidade cardiaca em concentragoes
compreendidas entre o limite maximo terapéutico e o limite minimo para o qual tenham
sido reportados casos de intoxicagao ou morte. Nestes casos, a analise de uma amostra de
sangue periférico pode ser crucial para avaliar o papel que a substincia teve na vitima pelo
que, sempre que possivel devem ser obtidas amostras de sangue provenientes de dois locais
distintos: coragio e vasos periféricos?.

Habitualmente, as concentracdes de muitas substancias de interesse sao maiores no
sangue cardiaco como resultado do fenomeno de RPM, sendo este obtido por aspiragao,
preferencialmente das camaras direitas, onde se pode obter um volume de amostra
consideravel dada a abundincia de sangue neste local. O sangue periférico é a amostra
preferencial para a determinagao de alcoolemia e quantificagao de substancias de interesse
ML, ja que é menos suscetivel a RPM. Nos casos PM deve-se colher sangue venoso e arterial
femoral, ou como alternativa sangue venoso da subclavia ou jugular. In vivo o sangue é
geralmente obtido a partir da veia cefalica, mas é razoavelmente homogéneo em todos os
locais anatomicos. Em casos de gravidez o sangue do cordao umbilical também pode ser
obtido no parto!"*?,

Pode ser considerada a hipdtese de colheita de codgulos do espago subdural,

subaracnoide ou epidural formado nos casos de traumatismos. Esta area apresenta uma

reducao na perfusao sanguinea, e por isso estes coagulos podem fornecer informagao
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complementar relativa a concentragao de XB no sangue horas antes da morte, no momento
do incidente. Contudo deve ter-se em atengao a possibilidade de infecao e contaminagao
microbiana no local da lesao. O sangue das cavidades toracica e abdominal deve ser colhido
apenas em ultimo recurso, devido a possibilidade de contaminagao microbiana ou por fluidos
das visceras e conteudo gastrico resultante de traumas internos severos".

Qualquer que seja o local anatomico onde foi obtida a amostra de sangue, este deve
ser sempre mencionado no tubo de colheita, é indispensavel a adicao de anticoagulante,

EDTA ou heparina, usados nos casos AM para obten¢ao do plasma, e ainda um conservante,

geralmente usado o fluoreto de sédio (ou potassio)*®.

Urina

A urina é uma matriz biologica de escolha tradicional/convencional em analises
toxicoldgicas forenses, resultante de uma ultrafiltragao do sangue pelos rins. Na sua
composicao constam substincias quimicas organicas (ureia, acido Urico e creatinina) e
inorganicas (ioes cloreto e sédio) dissolvidas em agua, sendo a quantidade média didria de
urina formada num individuo saudavel de 1200 mL. Como principal via de eliminagao, esta
matriz é geralmente alvo de investigagdes de metabolitos®.

A urina é utilizada tanto nos casos AM como PM, de colheita facil e nao invasiva,
disponivel em grandes volumes e com um menor numero de interferentes quando
comparada com outras matrizes. Apresenta alta estabilidade quando congelada, permitindo o
armazenamento a longo prazo de amostras positivas, no entanto, € uma amostra de facil
adulteragao, uma vez que a colheita nao é vigiada. Nos casos PM a urina € colhida durante a
autopsia, através da inser¢ao de uma agulha diretamente na bexiga de forma a aspirar o seu
contelido seguido da adigio de fluoreto de s6dio®>?).

A acumulagao nesta matriz de substancias toxicas e respetivos metabolitos resulta na
ocorréncia de concentragoes elevadas, facilitando a detecao dos XB. A urina deve ser
sempre colhida da bexiga e ureteres, mesmo que disponivel em volumes diminutos, pois
permite a realizagao de uma triagem, e um resultado positivo é valioso para orientar uma
subsequente analise de quantificagao no sangue. Na auséncia de urina o perito pode optar
por efetuar uma “lavagem” da bexiga com um pequeno volume de agua destilada/soro. A
maioria dos XB encontram-se presentes na urina por um periodo de 2 a 5 dias apos o
consumo, pelo que o uso recente de drogas é detetado. A urina é particularmente indicada
para a utilizagdo de métodos imunoenzimaticos, que permitem a triagem rapida de
substancias com significativo interesse ML, como as benzodiazepinas, opiodides, cocaina,

anfetaminas e canabindides®®.
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Conteudo Gastrico

Uma aliquota (cerca de 30 mL) de homogeneizado do contetdo gastrico (incluindo
vomito e aspirado gastrico) € particularmente util em casos de intoxicagdes por via oral,
sendo colhida durante a autépsia. De notar que a abertura do estomago deve ser feita de
forma a evitar a contaminagio de outros tecidos ou fluidos bioldgicos™?.

A ingestao oral constitui a principal via de administragao de muitos medicamentos e
substancias toxicas, e por isso muitas situacoes de sobredosagem podem ser facilmente
detetadas através da analise do conteudo gastrico, uma vez que em muitos casos € possivel
detetar a presenca de comprimidos e capsulas nio dissolvidos®.

A quantidade total de XB remanescentes no conteldo gastrico é mais importante do
que determinar a sua concentragao, ja que uma estimativa da quantidade pode ser util para
concluir se o resultado é consistente com a hipétese de overdose ou dose terapéutica’’.
Geralmente, uma quantidade elevada de XB no conteudo gastrico é indicativa de overdose
quando confirmada pela andlise sanguinea ou de tecidos. No entanto, uma quantidade
diminuta nao pode descartar a possibilidade de overdose, ja que pode levar algumas horas até
a morte dependendo do tipo de XB ingerido, da quantidade, da ingestao simultainea com
alcool, do estado de saude e idade do individuo!”. Pequenas quantidades de XB no contetdo
gastrico nao significam que estes foram recentemente consumidos ou que foram
administrados por via oral, ja que estes podem sofrer difusio passiva, retengao dos ides
contidos no sangue que retornam ao estomago através do suco gastrico, o que acontece
principalmente com XB de cariter basico que tém tendéncia a ficar retidos no
compartimento gastrico devido ao baixo pH ou resultar de administragio intranasal®®.

O odor eventualmente presente neste tipo de amostra pode também ser um forte
indicador do tipo de téxico envolvido, por exemplo o aroma a fruta pode indicar presenga
de etanol e congéneres, o odor a xilol ou alho sugere presenca de inseticidas
organofosforados e o cheiro a améndoa amarga pode indicar intoxicagio por cianetos"?.

Caso haja suspeita de intoxicagao por metais pesados, como arsénio, chumbo ou
mercurio deve ser colhido o conteudo gastrico e adicionalmente conteudo intestinal para

serem suijeitos a andlises toxicologicas'".

Fluido Oral
O fluido oral é uma mistura de saliva segregada pelas glandulas salivares, fluido

gengival crevicular, células epiteliais orais e microrganismos. Sao produzidos habitualmente,

entre 500 a 1500 mL de fluido oral por dia, em individuos saudaveis®'?.
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A colheita da amostra biologica oral caracteriza-se por ser simples, nao invasiva, de
facil realizagao no local da abordagem, nao exige profissionais especializados e fornece um
resultado preliminar em poucos minutos, devendo este ser sujeito a confirmagao no

(1612 " A desvantagem, no entanto, é a possibilidade de

laboratério por testes mais sensiveis
contaminagao por residuos de comida ou bebida e, principalmente por drogas utilizadas por
via oral ou fumadas e o restrito nimero de estudos existentes acerca dos seus interferentes.
Para tal, é recomendado um tempo de espera de cerca de 10 minutos apos a ingestao de
comida ou bebida, 2 a 4 horas apds administragao de XB por via oral e nao efetuar a higiene
da cavidade oral antes de proceder a colheita da amostra. Ha situagoes em que os individuos
sao incapazes de produzir quantidades de amostra suficientes, devido a certas condigoes
médicas ou ansiedade que originam a secura da boca, recorrendo-se nestes casos a técnicas
que estimulam o fluxo salivar (i.e. algumas gotas de limao ou acido citrico). De salientar que
o fluido oral é suscetivel de transmitir agentes infecciosos e por isso os procedimentos de
colheita e manipulagio devem ser efetuados seguindo as devidas medidas de protegao'"*®.

As concentragoes de drogas no fluido oral refletem a fragao livre da droga no sangue.
Assim, o avango das técnicas analiticas possibilitou a analise de varios XB de interesse
forense no fluido oral, como a cocaina, anfetaminas, opidides, canabinoides, benzodiazepinas,
acido gama-hidroxibutirico (GHB) e o etanol, limitando as pesquisas para exposi¢oes
recentes (até cerca de 2 dias) devido ao curto tempo de semivida de alguns XB("*'?.

Os XB sao transferidos do sangue para a saliva por ultrafiltragao ou difusao passiva,
pelo que as moléculas devem ter um baixo peso molecular, ser lipossollveis, nao ionizadas e
nio ligadas a proteinas plasmaticas'"®.

Uma das principais aplicagoes desta matriz € a monitorizagdo dos condutores
rodoviarios, verificagdo do uso de drogas em ambiente de trabalho e em casos de
envenenamento com metais pesados. A colheita de fluido oral é uma otima alternativa ao
teste realizado com o alcoolimetro, ja que permite a detegao simultanea de alcool e drogas
de abuso, além de permitir que a amostra seja armazenada e reanalisada, caso haja requisi¢ao
judicial®'?,

Humor Vitreo
O humor vitreo é uma substancia gelatinosa, localizada no interior do olho,
constituida maioritariamente por agua (99%), sais, e uma pequena quantidade de proteinas,

especialmente colagénio, mantendo-se unida por uma rede de tecido intraocular composto

por moléculas de proteoglicanos e mucopolissacarideos (dcido hialurénico)®'?.
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Esta matriz tem particular interesse em analises toxicoldgicas PM, ja que apresenta
grande estabilidade e resisténcia nos processos de putrefagao, por se encontrar alocada no
interior da camara ocular, em ambiente consideravelmente estéril e protegido de traumas,
disponivel mesmo em casos de carbonizagao parcial do cadaver. Todas estas caracteristicas
fazem com que a sua andlise possa servir para distinguir a ingestaio AM de alcool de uma
eventual formacio PM®9.

O uso do humor vitreo no ambito da pratica forense baseia-se em trés resultados
essenciais: a determinagao da hora da morte (cronatanatodignostico); detegao de substancias
toxicas como os barbituricos, benzodiazepinas, antidepressivos, anestésicos gerais, opioides,
cocaina, canabindides, anfetaminas, dietilamida do acido lisérgico (LSD), alcool etilico; e ainda
a determinagao de estados patologicos anteriores ou relacionados com a morte, através da
andlise de glicose, compostos de azoto na ureia, acido Urico, creatinina e ides sodio e
cloro®®. A presenca de glicose no humor vitreo pode ser indicativa de diabetes ou estado
hiperglicémico, devido ao facto desta matriz apresentar baixa celularidade, e os niveis de
glicose se manterem estaveis durante um tempo mais prolongado apés a morte('?). As drogas
e toxinas chegam ao humor vitreo através da passagem pela barreira sangue-retina, por meio
de transporte ativo e passivo, estando ausentes as esterases, responsaveis pela degradagao
de certas substincias e metabolitos no sangue®.

A colheita do humor vitreo pode ser efetuada por meio de pungao no canto lateral
do olho, por aspiragao através de seringa hipodérmica, obtendo-se 2-3 mL de fluido a partir
de cada globo ocular, seguido da adicao de fluoreto de sodio (Figura 2). O volume de
amostra colhido é pequeno pelo que limita o numero de ensaios realizados e, ainda XB com
alta afinidade proteica nao atravessam a barreira sangue-retina e nao sao encontrados nesta
matriz. Apesar destas desvantagens, o humor vitreo niao requer etapas elaboradas na
preparacao da amostra e pode ainda ser Gtil na detegao de XB sujeitos ao fendmeno de

RPM, devido a sua localizagio remota relativamente aos 6rgaos abdominais(**.

Figura 2 — Procedimento de colheita de uma amostra de humor vitreo'”
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Suor

A andlise do suor tornou-se uma possibilidade util em Toxicologia Clinica e Forense,
utilizada como matriz bioldgica alternativa para a monitorizagao do uso de drogas, por
exemplo no local de trabalho™®. Em média, o volume de suor excretado diariamente varia
entre 300 a 700 mL em individuos saudaveis. As glandulas sudoriparas estao amplamente
distribuidas na pele, e sao classificadas em écrinas, mais numerosas e presentes nas palmas
das maos, plantas dos pés, face e peito e, as apocrinas que se encontram nas axilas, pubis e
mamas"®.

Os XB sao incorporados nesta matriz por difusao passiva e migragao transdérmica,
sendo que as caracteristicas fisico-quimicas das drogas como massa molecular, pKa, grau de
ligacdo as proteinas plasmaticas, lipofilia e pH influenciam esta incorporagao. Estudos
comprovaram que ha uma relagao entre o pKa do XB e a quantidade excretada no suor e
ainda entre a concentragao de XB no suor e no plasma, contudo o suor é mais aplicado na
andlise qualitativa. Dentre as drogas ja estudadas e detetadas incluem-se o etanol, as
anfetaminas, fenobarbital, cocaina, opidides e GHB"®),

A colheita do suor é simples, nao invasiva, com baixo risco de adulteragao e podendo
ter uma janela de detegao até 14 dias. Na colheita sao utilizados dispositivos préprios para a
detecao de drogas, os “patches”, constituidos de material absorvente coberto de camada
adesiva, sendo colocado na superficie da pele limpa, durante alguns dias de modo a obter
uma maior quantidade de amostra>®.

Em relagao as desvantagens no uso desta matriz incluem-se a falta de informacao
acerca da relagao dose-resposta, a quantidade limitada de amostra e a falta de informagao
disponivel relativa ao uso desta matriz. Além disso as concentragdes encontradas dos
analitos sao relativamente baixas, exigindo técnicas analiticas com alta sensibilidade e
seletividade®.

Bilis

A bilis € um fluido viscoso produzido pelo figado, e armazenado na vesicula biliar que
atua na digestao de gorduras e na absorgao de nutrientes no intestino. Este fluido acumula
um significativo leque de substincias com interesse ML, sendo muito utilizado na
determinagao qualitativa de opiaceos, benzodiazepinas e cocaina, podendo ser interessante
para documentar uma histéria de consumo croénico, e por isso € sempre efetuada a sua

colheita nos casos PM""**,
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A colheita deve ser considerada sobretudo nos casos em que nao seja possivel a
obtencao de uma amostra de urina, sendo diretamente aspirada da vesicula biliar com
seringa hipodémica. De referir que a bilis é influenciada pelo fenémeno de difusio PM?,
A concentragao de XB na bilis é geralmente maior do que a correspondente as
amostras de sangue, por isso € apenas necessario um pequeno volume de amostra seguida
de diluicao, e exige um pré-tratamento adequado para reduzir a presenga de interferentes

(como os sais biliares)!?.

Orgios e Tecidos

A colheita de 6rgaos para anadlise pode ser util quando existe um periodo prolongado
PM, nomeadamente na presenga de cadaveres em estado avan¢ado de putrefagao e sempre
que os fluidos corporais nio estejam disponiveis ou sejam dificeis de obter®.

Os resultados quantitativos a partir de orgaos nao sao faceis de interpretar, mas
podem ser valiosos no esclarecimento dos resultados do sangue PM. E recomendavel que os

érgaos sejam colhidos apenas apés a evisceragao'.

Figado

O figado tem sido descrito como o 6rgao sélido de primeira escolha a ser usado nos
casos de toxicologia PM. Os resultados toxicoldgicos obtidos sao as concentracoes de XB
no figado, que muitas vezes complementam os dados toxicologicos obtidos a partir do
sangue'.

As vantagens deste 6rgao incluem o facto de ser o local onde a maioria das
substincias é metabolizada, de conter uma quantidade suficiente para andlise, de ser
relativamente pouco afetado pelos fendmenos de redistribuicao e difusao PM e para o qual
existem mais dados analiticos disponiveis'.

O interior do lobulo direito do figado é o local preferencial de colheita, ja que é o
que se encontra mais afastado do estdbmago e, por isso € menos afetado pela difusao PM, em
casos de overdose de XB por via oral e requer homogeneizacio!".

O figado é particularmente util para determinar antidepressivos triciclicos e muitos
outros XB que se ligam fortemente as proteinas. Uma analise hepatica permite diferenciar
uma overdose aguda de toxicidade cronica resultante do uso extensivo de XB com janela
terapéutica estreita. Devido a lipossolubilidade de alguns XB e ao elevado conteudo lipidico
na composicao do figado, é provavel que ocorra a retengao de muitos farmacos, fazendo

com que estes tenham um tempo de semivida maior".
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Rim

O rim é uma amostra util para a identificacao de XB, uma vez que a maioria dos
farmacos e seus metabolitos passam através dos rins como consequéncia da eliminagao
urinaria. E relevante em casos de intoxicacio por metais pesados devido a sua tendéncia de
acumulagao nos rins e para a observagao dos cristais de oxalato de calcio nas intoxicagoes
do etilenoglicol. Para além disso, um dano estrutural nos rins devido a exposicao aos metais
pesados e ao etilenoglicol pode ser histologicamente comprovado, corroborando a anilise

toxicolégica!"*?).

Pulmao

Altas concentragoes de XB siao frequentemente encontradas no tecido pulmonar,
nomeadamente apds uma intoxicagio por via inalatéria ou intravenosa‘.

Quando ha uma suspeita de morte mediada pelo abuso de uma substancia volatil ou
anestésico, o pulmao é uma amostra disponivel para a investigagao toxicologica. Nos casos
de morte por intoxicagao com o herbicida paraquato o pulmao deve ser sempre sujeito a
andlise, ja que este composto fica retido neste érgao, e porque é comum obterem-se falsos
negativos a partir de amostras de sangue'".

Para que seja reduzida a interferéncia do fenédmeno de difusaio PM proveniente do

estdbmago, é recomendado que seja colhido o 4pice do pulmio direito!"*.

Cérebro

O cérebro é um tecido rico em lipidos na sua composigao e, por isso € uma amostra
atil para avaliar a exposigao de XB, uma vez que é o local de agao primaria para muitos
farmacos de caracteristicas lipofilicas (e.g. organoclorados). Este 6rgao esta mais protegido
anatomicamente e, por isso, € mais resistente a decomposi¢io e tem relevancia na
perspetiva da interpretacao dos efeitos toxicos dos XB ao nivel do sistema nervoso
central®?.

A atividade metabolica cerebral também é mais baixa em comparagao com outros
orgaos e, nao é afetado pelo fendmeno de difusao e RPM. Estes fatores aumentam, assim, a
probabilidade da detegao dos XB no cérebro, especialmente para compostos pouco estaveis,
como a cocaina'.

Nao esta especificada qual a regiao anatéomica do cérebro que deve ser colhida para
andlise. No entanto, a literatura refere que o cérebro nao pode ser considerado como um
Unico compartimento no que se refere a farmacocinética, devido a sua diferente composicao

e estrutura complexa, variando as concentragoes dos XB de regiao para regiao. E
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recomendado que ao ser efetuada a colheita da amostra cerebral seja bem documentado o

seu local anatémico!'.

Bago

O bago é um o6rgao muito vascularizado, sendo util para a analise de XB que se ligam
a hemoglobina, como o monéxido de carbono e os cianetos'”.

Frequentemente, em mortes causadas por incéndios onde hia uma extensa
carbonizagao do cadaver, e o sangue nao esta disponivel, o bago pode ser a Unica amostra

disponivel para a realizacio das anlises toxicoldgicas'.

Ossos e Medula Ossea

Em circunstancias onde exista extensa decomposi¢ao, carbonizagao, exsanguinagao
ou fragmentagao do corpo, o osso pode ser uma potencial amostra indicativa da exposi¢ao a
XB®.

O osso € colhido a partir de restos esqueletizados, sendo que os ossos longos, como
o fémur, sao preferiveis e particularmente na forma de segmentos de anéis de fémur. Os
ossos longos sao supridos com maiores quantidades de sangue, e portanto o grau de
contacto dos XB com as estruturas 6sseas depende da sua localizagao anatomica e aporte
sanguineo'"?.

XB como antidepressivos, antipsicoticos, benzodiazepinas e respetivos metabolitos
foram ja encontrados nos ossos e correspondem aos resultados qualitativos encontrados no
sangue. Os fatores que influenciam a deposicao dos XB nesta matriz incluem o tempo de
exposicao (aguda ou cronica), o local da colheita do osso, tipo de osso, distribuigao PM e as
caracteristicas fisico-quimicas do XB. XB com tempo de semivida curtos nao sao
depositados nos ossos, ja os metabolitos polares e ligados as proteinas plasmaticas sao
depositados embora em baixa extensao'".

Estudos revelaram nao haver qualquer relagao entre a concentragao sanguinea de XB
e a probabilidade de obter resultados positivos no osso. E reconhecido que o tecido ésseo é
continuamente remodelado, deste modo os XB incorporados sao libertados e redistribuidos
na corrente sanguinea. O que significa que uma detegao negativa no osso nao pode eliminar
uma exposicao a um XB, tal como um resultado positivo nao ira adiantar informagao
relevante acerca do tempo de exposicao. Os XB incorporados em estruturas osseas
permanecem longos periodos de tempo armazenados devido ao lento turnover do osso,

aumentando assim a janela de detegao".
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A medula 6ssea compreende o tecido vascular presente na cavidade interna dos
ossos responsavel pela hematopoiese. Foi demonstrada a relagao existente entre a
concentragao de alguns XB no sangue e na medula ossea, incluindo antidepressivos
triciclicos, barbituricos, benzodiazepinas e o etanol. A medula 6ssea é assim considerada um
tecido alternativo de analise em TF, nao sendo utilizada frequentemente , exceto nos casos
em que outras amostras bioldgicas estao indisponiveis, em caso de putrefacao avangada,
esqueletizacio ou exsanguinagio'”.

Algumas das vantagens desta matriz é que é recuperavel apos esqueletizagao, a
putrefacdo da medula é um processo lento, apresenta alto grau de vascularizagao e é uma
matriz lipidica que pode atuar como um deposito de XB lipdfilos, permitindo assim, uma
andlise qualitativa dos XB. Nao existem especificagbes em relagao ao local de colheita, no

entanto tém sido selecionadas as costelas por ser um local de facil acesso aquando da

realizagdo da autdpsia e por nio alterar de forma marcada a estrutura do cadaver"?,

Musculo Cardiaco

O musculo cardiaco também é considerado uma amostra util para a identificagao de
XB. A colheita do ventriculo esquerdo deve ser considerada para ajudar na interpretagao

dos dados sanguineos em intoxicagdes por digitalicos?.

Musculo Esquelético

O musculo esquelético apresenta um grande potencial de aplicagdes na TF PM. Esta
presente em grandes quantidades, encontra-se disponivel nos casos de avangado estado de
decomposicao do cadaver, uma vez que é relativamente menos propenso a autolise em
casos de traumas e incéndios e é usado como indicador das concentragoes sanguineas PM.
Geralmente é efetuada a colheita do musculo iliopsoas, que se situa na regiao do quadril, no
trocanter do fémur(,

Assim, os toxicologistas recomendam a colheita do musculo esquelético nos casos
onde os XB estejam implicados na causa de morte, ja que a concentragao dos XB no tecido
muscular reflete a concentragao do sangue (e.g. drogas de caracteristicas basicas e o etanol)
a excegao de intoxicagoes agudas, uma vez que nao houve tempo necessario de distribuicao
para os tecidos. Pode também ser util na investigagao do sitio da injegao devido a elevada
concentragio de XB que se encontram nestes locais("®.

Requer pré-tratamento, pelo que € necessirio proceder a homogeneizagao da

amostra o que torna o processo mais complicado!".
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Tecido Adiposo

A colheita de tecido adiposo pode ser considerada para XB lipofilos, mas raramente
é util, pelo facto da sua extragao ser complicada e porque existem variagoes consideraveis
na concentragio dos compostos quimicos neste tecido!".

Quando utilizado é colhido o tecido adiposo subcutaneo da zona abdominal”.

Matrizes Alternativas

Nos Udltimos anos, o uso de matrizes nao convencionais aplicou-se em diferentes
campos da rotina clinica e legal, sobretudo quando outras amostras nao estao disponiveis ou
existem mas nao sao viaveis devido aos processos PM. A colheita de algumas destas
amostras nao € invasiva e nao requer um ambiente hospitalar, e para além disso a maior
parte das matrizes alternativas apresentam uma ampla janela de detegao e proporcionam

informacio retrospetiva no tempo'"'? (Figura 3).

Pelo Rasta aos
Sudor 2-3 dias
Orina 2-3 dias
Saliva 24 horas

Sangre 24 horas
N.° dias 0,1 1 10 100 1.000

Figura 3 - Janelas de detecao de diferentes amostras biolégicas('®

Cabelo

O cabelo é wuma matriz biolégica complexa composta por proteinas
(maioritariamente queratina), agua, e uma baixa percentagem de minerais e lipidos. Os fios
capilares tém origem na matriz, localizada na base do foliculo capilar, abaixo da superficie da
epiderme. Os foliculos capilares localizam-se no interior da pele do couro cabeludo e sao
circundados por vasos capilares arteriais, assim como glindulas sudoriparas®.

O cabelo é particularmente util para a definicao do padrao histérico da exposigao,
como por exemplo em casos de agressao sexual facilitada de drogas, exposi¢ao cronica a
metais pesados, drogas de abuso, entre outros. Se numa investigagao forense ha suspeita do
consumo recente de determinado XB, para ser possivel o uso desta matriz bioldgica é
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necessario esperar pelo menos 4 semanas para que haja tempo suficiente para a deposigao
das substancias na queratina. A segmentagao do cabelo permite estabelecer um cronograma
na determinacao do tempo de exposicao aos XB, definicio do historial de abuso ou
alteragdes no seu consumo (como abstinéncia), baseado na sua taxa de crescimento,
aproximadamente de | cm por més!"#>'>'¢),

Existem varios mecanismos de incorporacao dos XB no cabelo: a integragao através
da difusao ativa ou passiva do sangue presente nos vasos capilares para o foliculo capilar; a
incorporagao através do suor e secregoes provenientes das glandulas sudoriparas e sebaceas
adjacentes a porgao intradérmica do pelo; e assimilagao de substancias externas (presentes
no ambiente), que acabam por se depositar e permanecer na fibra capilar. A medida que as
células se alongam e envelhecem, morrem e coalescem, formando a fibra capilar com a droga
incorporada na matriz. Portanto, as drogas sao incorporadas progressivamente, e deste
modo poderao estar presentes em determinado segmento do cabelo, dependendo da taxa
de crescimento dos fios®. Apds a incorporagao, os XB nao sio sujeitos a metabolizagio e,
existe uma grande variedade interindividual em relagao aos processos de retengao das
drogas, pelo que nao se pode estabelecer uma correlagao entre a dose consumida e a
concentracio detetada’"'"?.

O conteldo proteico, especialmente a melanina, afeta a ligagao da droga ao cabelo,
pois funciona como sitio de ligagao para estas substancias. Fatores como a lipossolubilidade e
basicidade dos compostos também influenciam a sua incorporagao no cabelo: drogas de
carater basico (e.g. a cocaina e anfetaminas) tendem a incorporar-se em maior quantidade
quando comparadas com drogas de carater acido ou neutro (e.g. os canabindides ou
benzodiazepinas). A incorporagao dos metais pesados (como arsénio, chumbo e mercurio)
nesta matriz processa-se através da ligagao dos grupos sufidrilo presentes nas moléculas de
cisteina (abundantes no cabelo e unhas), formando ligagdes covalentes*®. Foram também
realizados estudos que comprovaram que, em geral, sao encontradas concentragoes de XB
mais elevadas em cabelos pigmentados devido a sua ligagio a melanina‘'”.

A amostra de cabelo deve ser colhida na regiao do vértice posterior da cabega onde
o crescimento do cabelo é mais homogéneo e menos afetado pelas condigoes externas
(Figura 4). Recomenda-se a colheita de duas madeixas independentes, equivalente a
espessura de dois dedos, em duplicado para permitir a realizagaio de uma anadlise
confirmatdria caso a primeira seja positiva. Na auséncia de cabelo ou em quantidade
diminuida deve-se considerar a utilizagdo do pelo axilar, pubico, dos bragos ou barba,
contudo as diferencas biologicas entres os diferentes tipos de pelo tém de se ter em atengao

para uma correta interpretagao dos resultados analiticos. Estes apresentam uma velocidade
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de crescimento muito mais lenta que o cabelo e a sua andlise proporciona uma informagao

mais prolongada no tempo. No entanto, sao mais afetados por contaminagao de secregoes

1,2,4,6,15)

sebaceas e sudoriparas e pela urina, no caso dos pelos pubicos'

Figura 4 — Método de colheita de amostras de cabelo com finalidade toxicolégica('?)
(A) O cabelo deve ser retirado da regidao do vértice posterior da cabega, o mais préoximo possivel do couro
cabeludo. A amostra de cabelo deve ser firmemente apertada e amarrada com fio de algodao. (B) Devem-se
alinhar as raizes da amostra e colocar cuidadosamente sobre um pedago de folha de aluminio, que é dobrado.

A anilise ao cabelo adquiriu grande interesse nas ultimas décadas, uma vez que
fornece uma longa janela de detegao sendo uma das grandes vantagens em comparagao com
outras matrizes bioldgicas, tal como o método de colheita nao invasivo, de facil transporte e
armazenamento, e devido a sua alta estabilidade o cabelo permite inferir acerca da exposicao
a droga, desde varias semanas até alguns meses, dependendo do seu comprimento. Entre as
suas multiplas aplicagoes a andlise do cabelo permite o seguimento de pacientes submetidos
a tratamentos de desabituacdo de drogas, pelo controlo sequencial do tratamento
terapéutico®®'>'%),

A estabilidade e retencao dos XB no cabelo sao afetadas com os tratamentos
cosméticos. Uma etapa de lavagem da amostra & importante para eliminar compostos

externamente ligados. Nesta amostra, a concentragao dos analitos é geralmente muito baixa,

de modo que a alta sensibilidade dos métodos analiticos é essencial®.

Unhas

As unhas das maos e pés, tal como o cabelo, sao constituidos por tecido
queratinizado e sao consideradas amostras Uteis para pesquisa de drogas e metais pesados,
pois acumulam estas substancias durante longos periodos, proporcionando uma janela de
detegao retrospetiva. Ao contrario do cabelo, o facto de as unhas nao possuirem melanina
reduz a incorporagao dos XB, no entanto é bastante Util quando o cabelo é demasiado curto

ou nao esta disponivel, como nos casos de alopecia. Atualmente existe ainda pouca
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informagao relativa ao processamento de substancias toxicas nas unhas, o que faz com que a
. ~ . . (|‘3’5)
interpretacao dos resultados seja mais complexa' .
A amostra deve ser colhida com uma tesoura de aco inoxidavel revestido de teflon,
de forma a reduzir contaminacdes”. Ha analistas que defendem que devem ser colhidas,

preferencialmente, as unhas dos pés porque sio menos expostas a contaminagio externa'’.

Ar Expirado

A andlise do ar expirado é um método de diagnéstico nao invasivo que mede a
concentragao de compostos volateis no ar expirado. Esta matriz traz vantagens
consideraveis no ambito da seguranga rodovidria, uma vez que permite a realizagao de testes
ao alcool de uma forma simples e rapida, no préprio local da bordagem, nao exigindo
profissionais especializados e sem necessidade de analises sanguineas'.

Esta matriz permite para além do etanol detetar o seu metabolito, acetaldeido, e

avaliar a exposicio a outros XB como monéxido de carbono, cianetos e anestésicos'".

Liquido Cefalorraquidiano

O LCR é um fluido de aparéncia limpida e incolor, com um volume total que varia
entre 100-160 mL em adultos. E produzido pelos plexos coroides, que ocupam o espago
subaracnoide no cérebro e espinal medula. Estd anatomicamente isolado sendo menos
suscetivel a contaminagio bacteriana, e por isso é considerado estéril".

Esta matriz é raramente usada em andlises toxicologicas, mas quando necessario é
colhido por meio de pungao lombar ou por pungao suboccipital, na base do pescogo, esta
ultima é preferivel nos casos PM. Os XB podem entrar no LCR diretamente através dos
plexos coroides, ou indiretamente atravessando a barreira hematoencefélica"”.

Contudo os dados relativos as concentragoes de XB no LCR sao escassos o que

limita a sua aplicabilidade na interpretagdo dos resultados analiticos'.

Efusao Pleural e Fluido Pericardico

A efusao pleural é a acumulagao de fluido na cavidade pleural, entre as camadas de
tecido que revestem os pulmdes e a cavidade toracica, resultante da putrefacio. E
considerada uma amostra alternativa para estimar os niveis de XB, nos casos de avangada
putrefacdo quando a amostra de sangue nao esta disponivel, sendo recomendada a adi¢ao de
fluoreto de sédio como conservante'".

O fluido pericardico constitui um ultrafiltrado do plasma contido no pericardio,

formagao sacular que envolve o coragao. Devido a sua localizagao este fluido nao é
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suscetivel de contaminagao por microrganismos tendo sido adicionado a lista de fluidos
bioldgicos sujeitos a andlise nas autopsias com melhores interpretagoes dos resultados que o
sangue. Foi demonstrado o interesse desta matriz na andlise de drogas de abuso como a

morfina e cocaina(".

Amostras Entomoldgicas

O potencial do uso de insetos na detecao de XB nos tecidos em decomposi¢ao tem
sido demonstrada em diversos estudos e artigos da area forense. As larvas das moscas
(maggots), usualmente das familias Calliphoridae (moscas varejeiras), Sarcophagidae (moscas da
carne) e Muscidae (moscas domésticas) podem ser importantes quando a decomposi¢ao
impede que as amostras convencionais sejam obtidas'"*.

Dependendo da temperatura, as larvas podem ser encontradas entre | a 2 dias apos
a morte. Diferentes XB como benzodiazepinas, antidepressivos triciclicos, opidides, cocaina
e o organofosfato malatiao foram ja identificados neste tipo de amostras entomologicas, no
entanto a concentragao destes XB depende do tecido do qual a mosca se alimentou, bem
como do seu estadio de desenvolvimento que ¢é influenciado pelo tipo de XB presentes no
cadaver".

Apds a colheita dos insetos encontrados nos restos humanos, estes devem ser
congelados, sujeitos a pré-tratamentos de lavagem para remogao de contaminagoes
externas, homogeneizacao, e de seguida o processo analitico é efetuado de forma similar as
amostras de tecidos. Requer uma analise rapida ja que a larva elimina rapidamente os XB
apos a remogao da fonte de alimento. Contudo, sob condigoes de refrigeragao, enquanto a
larva se encontra em estadio de diapausa, a eliminagao dos XB fica mais lenta, ocorrendo ao
longo de varias semanas‘"”.

Estudos recentes sugerem que ha uma relagao quantitativa entre a concentragao de
XB na larva e o orgao que lhes serviu de alimento. Outros apenas indicam que estas
amostras fornecem dados qualitativos. No entanto, atualmente e devido a ampla variagao das
conclusoes destes estudos € razoavel considerar que a acumulagao de XB nas larvas e

respetiva quantificacdo é ainda imprevisivel".
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PROCEDIMENTO ANALITICO EM TOXICOLOGIA FORENSE
A sequéncia de procedimentos empregues na pesquisa toxicologica, desde a
requisicao de autopsia ou exame clinico pelas autoridades judicias, com o envio das amostras
ao laboratorio, até a elaboragao do relatério toxicoldgico, assenta em alguns passos

fundamentais, como a seguir se demonstram na Figura 5:

isolamento

< ( Registo de amostras
I

I [ AUTOPSIA | [HOSPITAL |

Quantificacéo
I\reqw‘sr‘géo /

_ | AUTORIDADE JUDICIAL |

relatério

Figura 5 — Sequéncia de procedimentos aplicados na pesquisa toxicologica(!9

Preparacao da Amostra
A preparacao da amostra € um procedimento chave das analises toxicoldgicas, pois é
nesta fase que se procede ao isolamento e concentracdao do composto tdxico, minimizando
e eliminando os interferentes que podem comprometer a seletividade e sensibilidade ao
analito de interesse na matriz biologica, com a intengao de lhe serem aplicadas as técnicas de
IaT . ~ .re ~ A . . (6,10)
andlise instrumental, para detecao e quantificagao das substancias de interesse forense™ ™.
As técnicas de preparagao das amostras exigem condicoes para serem aplicadas,

entre elas, a perda minima de amostra com remogao eficaz dos interferentes, a alta

recuperacio do analito, baixos tempos de anélise e custo®

Métodos Analiticos

As metodologias de investigagdo passam por uma série de fases: screnning,
confirmagao, quantificagao e interpretagao. Iniciam-se por um teste geral, que deteta um
grande numero de substancias, permitindo fazer uma triagem das amostras negativas e, s6
numa fase posterior se recorre aos métodos de confirmagao, que permitem confirmar a
presenca da substincia suspeita, bem como identifici-la e/ou quantifica-la'?.

O screnning é efetuado pela utilizagao de métodos de elevada sensibilidade e fraca
especificidade, no entanto estes testes sao limitados, pelo que um resultado positivo s6 pode
ser encarado como tal, se se confirmar através do recurso a testes de identificacao e
confirmacio''?.
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As principais técnicas de screnning dos compostos toxicos sao sobretudo métodos
classicos nao instrumentais, como os testes colorimétricos e a cromatografia em camada fina
(TLC) ou outros mais sofisticados como os imunoensaios, cromatografia gasosa (GC) e
cromatografia liquida (LC). O uso da cromatografia (LC e/ou GC) é frequente para separar,
identificar e detetar compostos ou drogas apresentando varias vantagens e funcionalidades
sendo a cromatografia gasosa (e.g. GC/MS, GC/MSMS) ou a liquida (e.g. LC/MS, LC/MSMS)
as técnicas de referéncia em TF. Métodos uni ou multianaliticos tém sido frequentemente
relatados na literatura cientifica e amplamente aplicados na rotina laboratorial porque
apresentam seletividade, sensibilidade e fiabilidade elevadas proporcionando maiores

certezas na identificacio dos compostos de interesse'®.
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CONCLUSAO

Em TF executam-se pericias toxicologicas que implicam investigacao toxicologica no
vivo ou no cadaver, baseada em procedimentos de garantia de qualidade e da cadeia de
custdédia, com o objetivo de esclarecer questoes de ambito judicial supostamente
relacionadas com intoxicacoes'?.

Os exames in vivo tém como objetivo a avaliagao da intoxicagdo como circunstancia
qualificadora do delito, como causa de perigosidade ou de inimputabilidade. Em caso de
morte por intoxicagao existe obrigatoriedade de, nesta suspeita, se proceder a autdpsia ML,
e consequentemente, a requisicio de pericia toxicologica'?.

Existe uma grande variedade de amostras que podem ser analisadas, conforme a
especificidade do caso e tipo de andlise pretendida. A utilizagao de matrizes alternativas para
a detecao de XB, especialmente quando outras amostras nao estao disponiveis ou existem
mas nao sao viaveis devido aos processos PM tém apresentado relevante importancia
principalmente devido as suas vantagens quando comparadas com as amostras
convencionais, considerando que possuem caracteristicas interessantes em relagao a
estabilidade dos analitos, métodos de colheita facilitados e maior janela de detegio!"®.

Desafios especificos podem surgir dependendo da matriz escolhida, como nos casos
PM as alteragoes que as amostras sofrem nos processos de autdlise, redistribuicio e
putrefacio podem conferir dificuldades adicionais. Uma apropriada selegiao, colheita,
armazenamento e conservagao das matrizes biologicas sao fatores cruciais que influenciam a
qualidade destas e, por conseguinte a interpretagao dos resultados analiticos®*'?.

Os avangos relativos a preparagao das amostras e ao uso de técnicas analiticas de alta
sensibilidade foram fundamentais para o desenvolvimento das analises toxicoldgicas forenses,
pois possibilitaram a detegao de drogas e seus metabolitos em baixas concentragoes e em
matrizes complexas'®. Apesar disto, atualmente, o principal obsticulo a utilizagio da grande
variedade de matrizes alternativas esta representado pela auséncia de métodos de anilise
universalmente reconhecidos e estandardizados'”.

Nao basta apenas identificar a nivel das amostras organicas uma substancia com
relevancia toxicologica, mas para além disso, € essencial interpretar adequadamente os
resultados obtidos face as varidveis disponiveis. Assim, a interpretacao deve ter por base
todas as informagoes disponiveis incluindo os resultados toxicologicos AM ou PM, local da
colheita de amostras PM, circunstancias da morte, historia clinica, informagoes da cena do

crime e os achados da autépsia"'?.
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ANEXO |

Esquematizagdo das Vantagens e Desvantagens das Matrizes Biologicas®

Specimen

Amniotic fluid

Bile

Blood (AM)

Blood (PM)

Brain

Breast milk

Cerebrospinal fluid

Gastric contents

Hair

Kidney

Advantages

Determination of prenatal drug exposure
Mot readily adulterated

Minimal sample preparation

Relatively few interferences

Ease of detection of certain drugs (accumulation)
Particularly useful for conjugated drugs

Widely accepted matrix

Determines recent drug use (hours—days)
Related to pharmacological effect

Mot readily adulterated

Extensive reference data

See above (AM)

Reference data widely available

Central/peripheral blood drug ratios known for some
drugs

Cardiac blood typically in plentiful supply but
requires caution with interpretation

Particularly useful for lipophilic drugs, volatiles and
centrally acting drugs

Determination of neonatal drug exposure
Mot readily adulterated
Many drugs present

Determines recent drug use (hours—days)
Minimal sample preparation
Relatively few interferences

Identification of acute ingestion/delayed absorption
Identification of pill fragments possible

Particularly useful for orally administered
drugs/poisons

History of drug use (months)

Readily available, easy collection

Low potential for doner manipulation

Useful for drug and non-drug analytes, e.g. metals

Particularly useful for nen-drug analytes, e.qg. metals

Disadvantages

Invasive collection

Risk of complications

Limited reference data
Collection by medical personnel

Complex matrix

Interferences due to bile salts and fats
Requires sample preparation/pretreatment
Limited reference data

Invasive collection
Collection by medical personnel
Shorter detection time

Susceptible to postmortem redistribution (central)
Susceptible to postmortem artefacts and interfer-
ences

Susceptible to contamination (e.g. trauma)

Quality of specimen highly dependent on collection
protocol

Limited volume of peripheral blood

MNon-homogeneous matrix

Drug concentrations vary by region
Complex matrix

Requires sample preparation/pretreatment
Limited reference data

Privacy, invasive collection

Limited reference data

Interferences due to high lipid content
Drug content varies with milk composition
Variable matrix

Invasive collection
Limited reference data

MNon-homogeneous matrix

Complex matrix

Requires sample preparation/pretreatment
Requires total specimen collection for interpretation

MNew technology

Recent drug use not detected
Environmental contamination
Potential for ethnic bias
Limited reference data

Complex matrix
Requires sample preparation/pretreatment



Specimen

Liver

Lung

Meconium

Nails

Saliva (oral fluid)

Spleen

Sweat

Urine

Vitreous humour

Advantages

Ease of detection of certain drugs (accumulation)
Interpretive value for some drugs
Reference data available

Particularly important for volatile analyses

Long-term window of drug exposure
Non-invasive sample collection

Easy collection
History of drug use (months)
Particularly useful for metals

Readily available, easy collection

Parent drug present

Related to free drug concentration in plasma
Minimal sample preparation

Many drugs determined

Indicates recent drug use

Particularly useful for certain analytes if no blood is
available

History of drug use (weeks)
Cumulative measure of drug use
Parent drug present

Non-invasive collection

Less frequent drug testing required
Not readily adulterated

Widely accepted matrix

Easy collection

Plentiful supply

Amenable to automated analysis

Longer detection window than blood (days—weeks)

Determines recent drug use (hours—days)

Related to pharmacological effect

Resistant to putrefaction

Interpretive value for ethanol-related investigations
Minimal sample preparation

Disadvantages

Complex matrix
Requires sample preparation/pretreatment

Complex matrix
Requires sample preparation/pretreatment

Non-homogeneous matrix

Complex matrix (waxy)

Interferences

Requires sample preparation/pretreatment
Limited reference data

Limited data

New technology

Not yet widely accepted
Recent drug use not detected
Envirenmental contamination

New technology

Short drug detection time

Small sample volume (1-5 mL)

Potential for oral contamination

Collection method influences specimen pH and drug
content

Complex matrix
Requires sample preparation/pretreatment
Limited data for most analytes

Newer technology

Potential for environmental contamination
High inter-subject variability

Requires special collection device

Skin irritation and discomfort

Small sample volume

No pharmacological interpretation possible
Non-homogeneous matrix (sweat/sebum)

Potential for donor manipulation

Minimal parent drug

Mot useful for quantitative analysis

Not related to impairment or pharmacological effect

Limited data compared with blood
Small sample volume



ANEXO 2

Procedimentos Relativos a Detegao da Influéncia de
Substéncias Psicoativas na Circulagio Rodoviaria (Adaptado)'?

A legislagao do Coddigo da Estrada (Decreto-Lei n® 265-A/2001, de 28/09) na parte
relativa a fiscalizagdo da circulagdo na via publica sob efeito de dlcool e das substancias
legalmente consideradas estupefacientes ou psicotropicas pressupoe a participagao, além das
autoridades fiscalizadoras, dos servigos de urgéncia hospitalares e do Instituto Nacional de
Medicina Legal (INML).

Aos primeiros compete executar os procedimentos de avaliagao clinica e de colheita
de amostras biologicas, realizar os exames de rastreio analitico a estupefacientes e
psicotropicos e, caso necessario, requisitar exames toxicologicos de quantificagao de alcool
no sangue ou de confirmagao da presenca de estupefacientes e psicotropicos através da
remessa de amostras adequadas em bolsas proprias a Delegagao do INML da area respetiva.

Aos Servigos de Toxicologia Forense do INML compete equipar e distribuir as bolsas
destinadas a colheita de amostras biologicas, verificar o cumprimento dos procedimentos de
cadeia de custodia, e executar as andlises toxicologicas de quantificagao de alcool no sangue
ou de confirmagao da presenca de estupefacientes e psicotropicos por equipamentos e
metodologias adequadas.

A realizagao de exames clinicos e de colheita de amostras bioldgicas para diagnostico
do estado de influenciado por substancias aplica-se, quer em individuos admitidos no servico
de urgéncia na sequéncia de acidentes de viagao, quer em individuos conduzidos ou notificados
pelas autoridades fiscalizadoras para serem avaliados no servigo de urgéncia no ambito de
operagoes de fiscalizagao.

Quando se suspeita que um individuo possa estar influenciado pelo alcool etilico, se
tiver sido possivel, antes da sua admissao hospitalar a autoridade fiscalizadora procedeu aos
exames prévios de determinacao da taxa de alcool no sangue (TAS) através de aparelhos de
medicao no ar expirado. Deste modo, interessa a realizagao de contraprova mediante andlise
de sangue, pelo que compete ao servico hospitalar a colheita de amostra de sangue,
preenchimento da requisicao de exame de quantificagao de TAS e remessa da respetiva bolsa
contendo requisi¢ao e amostra de sangue ao INML. Na impossibilidade da colheita de amostra
de sangue, o médico deve proceder a exame clinico adequado.

No que se refere ao diagnoéstico do estado de influenciado por substancias legalmente

consideradas estupefacientes ou psicotropicas, em virtude das autoridades nao disporem de



métodos com vista a sua detegao, todos os individuos envolvidos em acidentes de viagao dos
quais resultem mortos ou feridos graves, bem como os conduzidos pelas autoridades ao
servico de urgéncia com esse objetivo devem ser avaliados por médico, seja por via de exame
médico de rastreio, seja através de exame analitico de rastreio na urina, por utilizagao de
imunoensaios, efetuado a nivel do servigo de patologia clinica do hospital. Os exames analiticos
de rastreio a realizar no hospital destinam-se a despistar a presenca de substincias que
integrem os seguintes grupos: metabolitos da marijuana, opiaceos, cocaina e metabolitos e
anfetaminas e derivados. Somente em caso de algum dos exames analiticos de rastreio dar
resultado positivo € que o médico responsavel deve providenciar pela remessa ao INML de
amostras de urina e de sangue colhidas ao examinando, acompanhadas de requisicao de analise
toxicologica de confirmagao da presenga de psicotropicos.

Os conjuntos de recolha de amostras, também designados como Kit’s, dos quais fazem
parte as bolsas a enviar ao INML sao fornecidos pela autoridade fiscalizadora (PSP ou GNR).
Outros elementos como data/hora de colheita das amostras, resultados de exames prévios,
tipo de amostras enviadas, terapéuticas efetuadas, e identidade do servigo hospitalar e do
médico responsavel sao essenciais para evitar falhas de procedimento.

Os Servigos de Toxicologia Forense assumem o papel de entidade reguladora por
garantir a seguranga dos materiais incluidos nos Kit’s, pela execugao de analises rigorosas com
o intuito de confirmar a presenga de psicotropicos ou estabelecer a taxa de alcoolemia em
amostras bioldgicas, e pelo controlo dos procedimentos relativos a cadeia de custodia de

amostras.



ANEXO 3

Casos Praticos Referentes a Diferentes Areas de Aplicagio das Analises ao Cabelo e
Interpretagio dos Resultados (Adaptado)'”

I. Crimes facilitados por drogas

O GHB, também conhecido por “droga da violagao”, é bastante utilizado em crimes
sexuais. O GHB é produzido endogenamente pelo organismo, o que por si s6 nao permite
afirmar que a exposicao a esta substincia tenha ocorrido fruto de administragao exogena.
Diferentes doses de GHB induzem efeitos distintos. O GHB provoca amnésia na dose de 10
mg/kg, entre 20 e 30 mg/kg induz o sono, e em doses superiores a 50 mg/kg provoca anestesia.

Quando administrado exogenamente é rapidamente eliminado do organismo, tornando a
sua identificagdo em amostras de sangue e urina pouco provavel, dado que doses superiores
a 60 mg/kg sao eliminadas em menos de seis horas no sangue, e entre 10 a |12 horas na urina.
A colheita de amostras de cabelo trés a quatro semanas apos o crime revela-se uma alternativa
fiavel para a identificagao deste composto, visto que um aumento na concentragao de GHB
consistente com a altura em que se supoe que tenha ocorrido a administracao permite a

diferenciagao de concentragoes endogenas e exogenas.

Caso |: Uma rapariga de 19 anos alegou ter sido vitima de violagao apos ter ingerido uma
bebida que continha GHB. A rapariga alegou também que nao tinha qualquer recordagao do
sucedido e apenas reportou o crime cinco dias apds a violagao. O laboratério recomendou
que fossem recolhidas amostras de cabelo, tendo sido, no entanto, necessario esperar cerca
de um més, de modo a que o cabelo fosse dotado do comprimento necessario para analisar
corretamente o intervalo em que supostamente teria ocorrido a violagao. Procedeu-se a

anadlise segmentar do cabelo.

Resultado: Como o xenobiotico ja nao era passivel de ser identificado em amostras de
sangue ou urina, apds o crescimento do cabelo durante um més, foi possivel detetar a presenga
do composto no segmento de cabelo correspondente a altura em que ocorreu o crime, na
concentragao de 2,4 ng/mg. Dado que os outros segmentos apresentavam concentragoes
consideradas correspondentes a niveis endogenos, entre as 0,6 a 0,8 ng/mg, foi possivel

confirmar a administragao exogena de GHB.



2. Controlo de doping

Apesar das analises de controlo antidoping serem efetuadas preferencialmente em
amostras de urina, quando efetuadas conjuntamente em amostras de cabelo, torna-se possivel
obter informagao complementar relativa aos periodos que antecederam o momento da analise
(semanas a meses). Esta informagao permite nao sé averiguar se foram administrados
xenobioticos nas semanas ou meses que antecederam a analise antidoping mas também se essa
exposigao tera ocorrido através de uma administragao Unica ou cronica.

Para além dos fatores acima referidos, a presenga de numerosos resultados falsos
negativos em analises de urina torna a andlise do cabelo uma pega chave. O recurso a esta
matriz permite a detecao de xenobidticos administrados durante o periodo de treino e no
periodo de abstinéncia, ultrapassando os problemas relacionados com a diminuicao da
concentragao dos xenobioticos em consequéncia de uma elevada ingestao de liquidos.

O uso de esteroides anabolizantes encontra-se predominantemente associada a atletas
de alta competicao como forma de aumentar a sua performance. Estes compostos sao
derivados da testosterona, aumentando deste modo nao sé o tecido muscular mas também
os niveis proteicos a nivel genital, 6sseo e dérmico, acelerando o processo de recuperagao

muscular.

Caso 2: Um atleta apresentou resultados positivos para os metabolitos da nandrolona
(norandrosterona e noretiocolanolona), um esteroide anabolizante sintético, em amostras de
urina. A sua carta de atleta foi retirada, mesmo depois deste ter alegado que nunca tinha usado
nandrolona. Varias foram as explicagoes propostas como forma de provar a presencga dos
metabolitos na urina, tais como contaminagao de comida que envolvesse chocolate ou até
mesmo secre¢ao endogena. Para os esteroides anabolizantes exercerem os seus efeitos de
forma eficiente seria necessario que estes tivessem sido administrados de forma croénica.
Como tal, o atleta requereu uma analise ao cabelo para que deste modo fosse provada a sua

inocéncia.

Resultado: Usando limites de dete¢ao da ordem de | pg/mg e um limite de quantificagao de
0 pg/mg, as amostras de cabelo apresentaram resultados negativos, provando deste modo
que a administracao nao tinha sido efetuada de forma cronica, pelo que os esteroides nao

poderiam ter sido usados para beneficio desportivo.



3. Toxicologia post-mortem

Numa andlise toxicologica post-mortem é necessario ter em atengao os inUmeros
processos que ocorrem no cadaver capazes de influenciar o resultado toxicolégico. Um dos
fendmenos que mais afeta a analise € a redistribuicao post-mortem. Este fendmeno traduz-se
na alteragao da concentragio de xenobidticos presentes no sangue em consequéncia da
difusao dos mesmos a partir de compartimentos vizinhos, nomeadamente tecidos e 6rgaos.
Contudo este nao é o Unico fator capaz de influenciar a concentragao sanguinea dos
xenobioticos post-mortem. No caso de cadaveres nao frescos, estes apresentam putrefagao
avancada. O metabolismo associado a estes estados, podera originar a degradagao de
compostos labeis, fazendo com que a sua presenga nem sempre seja detetada nas matrizes
mais comuns.

Também a produgao enddgena de compostos, tais como o etanol e cianeto, nos
momentos que sucedem a morte esta associada a flutuagoes de concentragoes em
consequéncia da atividade bacteriana existente nos corpos em decomposicao. Devido as
flutuagoes verificadas nas concentragoes dos xenobidticos em ambiente post-mortem nas
matrizes mais comuns, é preferivel optar por matrizes que possuam tempos de retengao mais

elevados como €é o caso de amostras de cabelo.

Caso 3: Um cadaver foi encontrado numa floresta em estado avangado de decomposicao,
apresentando como material organico remanescente o cabelo, ossos e tecidos putrefatos. Nao

foi possivel identificar o cadaver nestas condigoes.

Resultado: As analises realizadas a amostras de cabelo revelaram a presenca simultanea de
clorpromazina (3,2 ng/mg), fluoxetina (1,4 ng/mg), carbamazepina (12,6 ng/mg) e lorazepam
(124 pg/mg). As concentragoes encontradas correspondiam a um doente em tratamento
psiquidtrico que tinha desaparecido de um hospital ha 14 semanas. A identificacao final foi
obtida através de andlise do ADN. A andlise do cabelo revelou-se deste modo uma o6tima
ferramenta na identificacao da classe dos xenobioticos (antipsicoticos) o que facilitou a

investigacao da identidade do individuo.



4. Determinacdo da exposicdao a xenobidticos durante a gestacao

A identificagao de recém-nascidos expostos a xenobidticos durante a gravidez pode
ser efetuada pelos seguintes métodos: a) o reconhecimento por parte da mae da administragao
de certas substancias ao longo da gravidez, b) amostras de urina de origem materna ou c)
analise do liquido amnidtico, urina ou mecénio do recém-nascido.

Como alternativa as matrizes acima referidas, tanto as amostras de cabelo do recém-
nascido como as da mae permitem aumentar a janela de detegao possibilitando desta forma a
recolha de informagao relativamente ao(s) xenobiotico(s) utilizado(s) durante a gravidez e
consequente avaliagao das repercussoes no neonato.

A cetamina, droga psicadélica derivada da fenciclidina, € um poderoso anestésico
dissociativo de agao rapida, e tem como principais efeitos o elevado estado de sedagao que
proporciona, efeitos analgésicos e amnésicos. Devido aos seus efeitos céleres, dissociativos e

alucinogénios, tornou-se uma popular droga de abuso.

Caso 4: O caso incide sobre um neonato cuja mae é suspeita de ter abusado de cetamina
durante a gravidez. Dentro das informagoes relativas a mae destacam-se: (i) deu a luz na 38°
semana de gestagao; (ii) nao se submeteu a nenhum teste pré-natal até a 29° semana de
gestagao; (iii) fumava 5 cigarros por dia; (iv) admitiu uso de cetamina, tendo, no entanto,
alegado a cessagao do consumo da mesma por volta da 8° semana de gestagao.

Relativamente ao neonato varios foram os parametros analisados apos o seu
nascimento, nomeadamente: (i) hipotonia aparente; (ii) baixo peso ao nascimento; e (iii)
disfuncao cerebral moderada.

Apesar das amostras de urina serem as mais utilizadas quando se pretende analisar o
uso de cetamina, esta apresenta um tempo de semivida de 2 a 3 horas, dificultando a sua
detecao. Foram analisadas amostras de cabelo do neonato com 2 centimetros de

comprimento.

Resultado: Apesar da mae ter afirmado que o consumo de cetamina tinha cessado por volta
da 8" semana de gestagdao, os resultados evidenciaram a presenca da mesma e do seu
metabolito, a norcetamina, nas concentragoes de 141 pg/mg e 63 pg/mg, respetivamente.
Tendo em conta os resultados obtidos é possivel concluir que a mae tera tido contacto com

a cetamina pelo menos nos dois Ultimos meses de gravidez.





