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PARTE |
RELATORIO DE ESTAGIO

FARMACIA COMUNITARIA



Lista de Siglas e Abreviaturas

AINE — Anti-Inflamatorio Nao-Esteroide

CTT — Correios, Telégrafos e Telefones

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MNSRM — Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

MSRM — Medicamentos Sujeito a Receita Médica

PIC — Prego Impresso na Cartonagem

PVP — Preco de Venda ao Publico

SNS — Servico Nacional de Saude

SWOT - Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades e Ameagas (do inglés: Strengths,

Weaknesses, Opportunities and Threats)



l. INTRODUCAO

Por ser o local de prestagao de servicos de saude mais facilmente acessivel ao
cidadao, a farmacia comunitaria é muitas vezes o primeiro local onde os utentes se dirigem
na presenca de doenga e na procura da sua prevengao. Assim, é essencial que o
farmacéutico esteja preparado nao so6 para fazer uma correta e critica dispensa de
medicamentos, mas também para fazer o aconselhamento de Medicamentos Nao Sujeitos a
Receita Médica (MNSRM), de produtos de cosmética e de veterinaria, de suplementos
alimentares, entre outros.

O presente relatorio foi redigido no ambito da Unidade Curricular “Estagio” do 5°
ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF). Este estdgio cobre-se de
extrema importancia, pois permite nao sé por em pratica os conhecimentos técnicos e
cientificos dos futuros farmacéuticos, como é muitas vezes a primeira oportunidade de ter
contacto com a vertente de atendimento ao publico. Além disso, o estagio permite ainda ter
nogao de como é feita a gestao de uma farmacia comunitdria, de todas as tarefas que
diariamente sao realizadas “atras do balcao” de maneira a que o atendimento ao publico
decorra sem percalgos e que o utente saia satisfeito da farmacia.

Este relatorio é relativo ao meu estagio na Farmacia Marbel realizado entre o dia 2
de novembro de 2017 e 29 de marco de 2018 sob a orientacdo da Dra. Bruna Matias e
tomara a forma de uma analise SWOT, sendo feita uma analise dos pontos fortes (Strengths),
pontos fracos (Weaknesses), oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats). A figura |
apresenta, esquematicamente, os pontos fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas

descritos neste relatorio.

l.1. Farmacia Marbel

A Farmacia Marbel localiza-se na Avenida de Roma, pertencente a freguesia de
Alvalade e ao concelho de Lisboa.

E uma farmacia com uma grande componente de dermocosmética, bem como de
naturopatia e homeopatia. A nivel de instalagoes, € uma farmacia bastante ampla, com um
centro de dermocosmética (onde se realiza também a determinagao da tensao arterial), seis
balcoes para atendimento ao publico e dois gabinetes, usados para a determinagao de
parametros bioquimicos e para consultas de nutrigao, fisioterapia e podologia, bem como
para a administragao de injetaveis e furo de orelhas. No interior, além de um gabinete e da
zona de arrumacao de medicamentos, encontra-se um espaco destinado ao trabalho de

“back-office” e um laboratorio.



De segunda a sexta-feira, a Farmacia Marbel funciona das 8:30h as 24:00h, sendo que

aos sabados, domingos e feriados abre as 10:00h, encerrando também as 24:00h.

A farmacia faz entrega de produtos ao domicilio e através dos CTT (Correios,

Telégrafos e Telefones), nomeadamente de produtos nao sujeitos a receita médica, sendo

que é frequente a realizagao de encomendas de produtos por telefone e correio eletrénico.

/ Pontos Fortes

( - Recursos Humanos

- Localizacio e instalagdes da farmacia
- "Back - office"

- Atendimento

Pontos Fracos
- Localizagdo da farmacia

- Pouca preparagao pratica e lacunas na formagao

- Gestao Kaizen académica
- Servigos farmacéuticos
- Preparacao de manipulados
- Homeopatia ~ / “\.
- Sifarma2000® .
Estagio na
‘ Farmacia Marbel
A J
Ameacas

- Pedidos de MSRM — Ansioliticos, sedativos e
hipnoticos, anti-inflamatérios nao-esteroides (AINE)
e antibioticos

Oportunidades

- Formagoes
- Outros locais de venda
- Medicamentos esgotados nos fornecedores
Figura | — Resumo esquematico da andlise SWOT relativa ao meu estagio na Farmacia Marbel.

2. PONTOS FORTES

2.1. Recursos Humanos
Durante o meu periodo de estagio, houve algumas alteragoes na equipa, sendo que
no término do meu estagio, a equipa era constituida pela proprietaria e diretora técnica - a
Dra. Anabela Viegas - por sete farmacéuticos (duas das quais farmacéuticas adjuntas), por
seis técnicos de farmacia (trés responsaveis pelo trabalho de “back-office”) e por uma técnica
de dermocosmética.
Além do atendimento ao publico, cada elemento da equipa tem outras tarefas a

cumprir, como a gestao das diversas marcas de dermocosmética, a preparagao de
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manipulados, a realizagdo de encomendas e a preparagao de produtos para serem entregues
ao domicilio, originando um elevado volume de trabalho. No entanto, e apesar disto, todos
os membros da equipa sempre se mostraram disponiveis para me ensinar e para esclarecer
todas as minhas duvidas. Senti-me permanentemente apoiada por todos, nio s6 nos
primeiros dias de atendimento ao publico (quando havia uma maior inseguranga da minha
parte), mas também ao longo de todo o estagio: além de me auxiliarem em situagoes de
aconselhamento, davam-me conselhos acerca de como melhor lidar com os utentes e
esclareciam-me em relagdo a aspetos relacionados com a gestao da farmacia e com a
profissao farmacéutica em geral. Assim, considero os recursos humanos da farmacia um

ponto muito forte, essencial no sucesso do meu estagio.

2.2. Localizacao e instalacoes da farmacia

Varios aspetos na localizagao desta farmacia influenciam o tipo de utentes: o facto de
se encontrar no bairro de Alvalade leva a que parte dos utentes sejam pessoas de idade,
clientes fidelizados a farmacia; a sua localizagdo numa movimentada avenida de Lisboa, perto
de varios servicos, leva a que muitos dos utentes sejam pontuais, muitas vezes a procura de
um produto especifico, especialmente na area da naturopatia e homeopatia, uma vez que a
Farmacia Marbel é uma referéncia nestas areas; e a sua proximidade a uma clinica dentaria e
ao Centro Hospitalar Psiquiatrico de Lisboa faz com que muitos dos utentes destes servigos
se dirijam a farmacia para levantar os seus medicamentos. Todos estes fatores levam a que
haja entao uma grande heterogeneidade de utentes, o que me obrigou a adaptar a minha
postura e o meu discurso a idade e posigao socioeconomica de cada utente, o que penso
que foi sem duvida uma mais-valia na minha formagao.

A nivel de instalagoes, o facto de os balcoes serem individuais contribui para a
sensacgao de privacidade por parte do utente, fazendo com que este se sinta mais a vontade.
O facto da determinagao de parametros bioquimicos se realizar dentro do gabinete faz com
que o utente se sinta mais confortavel. O laboratoério esta adequadamente equipado para os

medicamentos manipulados que ai sao preparados.

2.3. “Back-office”
O meu primeiro més de estagio foi passado no “back-office”, onde tive oportunidade

de realizar varias tarefas, sendo de destacar as seguintes.



2.3.1. Rececido e armazenamento de encomendas

Uma das primeiras tarefas que realizei no meu estigio foi o armazenamento de
encomendas. Esta atividade permitiu-me comecar a ter contacto com os medicamentos, a
associar principios ativos as respetivas marcas, bem como a conhecer a localizagao dos
varios produtos na farmacia, o que me foi util quando comecei no atendimento ao publico.

De seguida, comecei a realizar a recegao de encomendas, o que me permitiu ir
familiarizando com o sistema informatico, o Sifarm02000®. Quando se recebe uma
encomenda, é importante confirmar as quantidades de todos os produtos encomendados e
faturados bem como a sua validade e prego. Para produtos sem preco impresso na
cartonagem (PIC), é preciso verificar que o pre¢o de venda ao publico (PVP) a ser
praticado € adequado, e é também importante durante a recegao da encomenda separar os

produtos reservados.

2.3.2. Conferéncia de stocks
Por vezes, erros na rececao dos produtos, na dispensa e na gestio de produtos
reservados levam a que haja erros de stock. Este tipo de erros pode prejudicar o
atendimento ao balcio e criar confusdes, pelo que é importante que os stocks sejam

frequentemente verificados.

2.3.3. Conferéncia de receituario

Outra atividade que integrou o meu estagio foi a conferéncia de receituario. Esta
atividade, realizada diariamente, tem dois objetivos principais: garantir que o utente recebeu
a medicagao correta (aquela prescrita pelo médico) e garantir que a farmacia recebe o valor
da comparticipagao.

Nas receitas manuais, € entao necessario conferir se os dados do utente se
encontram preenchidos: o seu nome, nimero de utente do Servigo Nacional de Saude (SNS)
e numero de benificiario da entidade financeira responsavel (se aplicavel). Os dados do
médico devem ser também conferidos: nome, nimero de cédula profissional, especialidade,
e local de prescricao (sendo que nem todos estes dados tém de estar presentes). Deve
verificar-se que uma excegao legal foi escolhida e se ha regime de comparticipagao especial,
bem como se a receita ainda se encontra dentro do seu prazo de validade e se a assinatura
do médico esta presente. Os medicamentos dispensados devem ser comparados com
aqueles que foram prescritos, sendo importante ter atengao ao nome do medicamento,
dosagem, forma de libertagao e numero de unidades. Por fim, deve haver uma assinatura do

utente em local apropriado, bem como a assinatura do farmacéutico, carimbo da farmacia e
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data da dispensa. Na Farmacia Marbel, a conferéncia de cada receita ¢ feita por duas pessoas
separadamente, sendo que as receitas sao depois agrupadas em lotes conforme o seu

numero e o organismo responsavel pela comparticipagao.

2.4, Atendimento

O atendimento ao publico é sem duvida é ponto alto do estigio em farmacia
comunitaria. Depois de um més a trabalhar no “back-office” e de assistir a alguns
atendimentos, comecei no atendimento ao balcao. Nos primeiros dias estava muito insegura,
mas com o apoio da equipa e com a experiéncia fui ganhando segurancga, e no final do meu
estagio ja me sentia perfeitamente a-vontade no contacto com o publico.

Os atendimentos que passavam pela dispensa de receita eram normalmente aqueles
mais simples. Apesar de ao inicio me surgirem muitas duvidas devido a questoes inerentes a
este tipo de atendimentos (tipo de receita, entidade financeira responsavel, justificagoes
técnicas, regimes especiais de comparticipagao, dispensa de estupefacientes e psicotropicos)
e ao facto de nio estar completamente familiarizada com o Sifarma2000°, bastaram algumas
semanas para que estas ddvidas ja sé surgissem pontualmente. Quando dispensava os
medicamentos, assegurava-me de que o utente sabia para que era cada medicamento e como
o tomar e, no caso de existirem, quais as precaugoes a ter com cada um.

Quanto aos atendimentos que passavam por aconselhamento farmacéutico, esses
foram aqueles em que senti mais dificuldade, mas também aqueles em que notei uma maior
evolugao da minha parte. Nas primeiras semanas, era raro o atendimento deste tipo em que
nao tivesse de recorrer a ajuda de um membro da equipa. No final do estagio, ja tinha, na
maioria dos casos, capacidade para dar resposta as necessidades dos utentes.

Nestas situagoes, depois de o utente expor o seu problema, tentava perceber se me
tinha descrito todos os sinais e sintomas, ha quanto tempo estes tinhas surgido, se tinha
algum problema de saide e que medicamentos tomava. Se achasse necessario, recomendava
entao os) Medicamento(s) Nao Sujeito(s) a Receita Médica (MNSRM) mais indicado(s),
explicando também quais as medidas nao farmacolodgicas a ser tomadas (caso | e 2). Varias
situagoes exigiam um encaminhamento para o médico (caso 3). Mesmo em casos em que
MNSRM me pareciam indicados para a situagao do utente, referia que se nao houvesse um
alivio dos sintomas depois de um certo intervalo de tempo deveria ser consultado um

médico.



Caso | — dispensa de MNSRM

Uma jovem dirigiu-se a farmacia, com queixas de prurido na zona genital, referindo

(]

que tinha comegado ha uns dias a tomar antibiotico para uma infegao urinaria. Expliquei

utente que o antibiotico podia ter potenciado uma infegao fungica por Candida albicans

o

indiquei, para o tratamento da candidiase, Gino-Canesten® (cujo principio ativo é o

clotrimazol), explicando como deveria aplicar. Aconselhei também toma de um probidtico
Ergyphilus® Intima - para a reposicio da flora e um gel de lavagem intimo (Lactacyd®) para

ajudar a diminuir o desconforto vaginal.

Caso 2 — Dispensa de MNSRM

A utente dirigiu-se a farmacia dizendo que estava constipada, queixando-se de dores
no corpo, tosse com expetoragao e o nariz congestionado. Depois de confirmar com a
utente que tinha referido todos os sintomas e que nao tomava mais nenhuma medicagao
nem tinha outros problemas de saude, aconselhei, para as dores no corpo e congestao nasal,
Antigrippine® Trieffect (que contém paracetamol e fenilefrina, um descongestionante nasal),
recomendando a toma de dois comprimidos em intervalos de 6 horas. Como a utente
referia uma congestio nasal forte (sem presenca de rinorreia), dispensei Vibrocil® Actilong,
cuja substancia ativa é a xilometazolina, um descongestionante. Expliquei que deveriam ser
aplicadas 2 a 3 gotas em cada narina 3 a 4 vezes ao dia, e que a duragao do tratamento nao
deveria ultrapassar os 7 dias, uma vez que um periodo de tratamento mais logo podia levar
ao surgimento de efeito rebound. Para a tosse aconselhei Fluimucil® (acetilcisteina),

comprimido efervescente, explicando que deveria tomar um por dia ao deitar-.

Caso 3 — Encaminhamento para o médico

Uma utente dirigiu-se a farmacia, queixando-se de dor num dente que dura ha mais
de dois dias apesar da toma de um anti-inflamatério nio esteréide (Brufen®). Neste caso,
aconselhei a utente a consultar um dentista o mais rapidamente possivel, uma vez que
possivelmente tinha uma infecao no dente e seria necessario antibidtico. Dispensei uma caixa
de Brufen® de 400 mg (que a utente ji ndo tinha) para alivio dos sintomas até a consulta,

informando que a sua toma nao deveria exceder sete dias consecutivos.

2.5. Gestao Kaizen
Kaizen é uma filosofia, originada no Japao, que defende a melhoria continua através de
todas as pessoas, todos os dias, em todos os lugares. Apoiando-se em conceitos como

organizagao, produtividade e eficiéncia operacional, o Kaizen aplicado a uma farmacia
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permite detetar erros com celeridade, melhorar a qualidade do atendimento ao utente e
aumentar a rentabilidade.'

Seguindo o conceito de organizagao do método Kaizen, na Farmacia Marbel ha um
lugar para cada objeto, e cada local de arrumagao esta etiquetado; na area de arrumacgao de
medicamentos, ha zonas demarcadas no chao para separagao de banheiras que ja foram
rececionadas e que ainda estao por rececionar. Isto foi para mim uma grande vantagem,
especialmente nos primeiros dias, pois permitia-me encontrar facilmente aquilo que
procurava ou saber onde arrumar algo. Atras dos balcoes, encontra-se o “cockpit”’, onde
estao alguns dos produtos que a farmacia mais vende, de maneira a que o farmacéutico os
tenha rapidamente ao seu alcance.

Tive varias vezes oportunidade de assistir ao Kaizen diario, uma reuniao rapida onde
é feito um ponto de situagdo das vendas e dos objetivos diarios/mensais, onde sao

relembradas as campanhas em vigor e discutidos outros assuntos pertinentes.

2.6. Servicos farmacéuticos

A Farmacia Marbel oferece varios servicos farmacéuticos, como a determinacao da
pressao arterial e a medicao de parametros bioquimicos como o colesterol e a glicémia. O
que eu realizava mais frequentemente era a determinacao da tensao arterial. Caso os valores
medidos estivessem fora do intervalo de referéncia, tentava perceber com o utente se tinha
acontecido alguma situacdo que pudesse provocar esta alteragao, se ja era frequente e se
tomava alguma medicagao, aconselhando-os a consultar um médico se considerasse
necessario. A farmacia realiza ainda a administragao de vacinas nao abrangidas pelo Plano
Nacional de Vacinagao e de medicamentos injetaveis, bem como o furo de orelhas.
Semanalmente, ha consultas de nutrigao e de fisioterapia, e consultas de podologia cerca de

duas vezes por més.

2.7. Preparacao de manipulados

Um medicamento manipulado é “qualquer féormula magistral ou preparado oficinal
preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”. Uma formula magistral
¢ um “medicamento preparado em farmacia de oficina ou nos servigos farmacéuticos
hospitalares segundo receita médica que especifica o doente a quem o medicamento se
destina” e um preparado oficinal é “qualquer medicamento preparado segundo as indicagoes
compendiais, de uma farmacopeia ou de um formulario, em farmacia de oficina ou nos
servigos farmacéuticos hospitalares, destinado a ser dispensado diretamente aos doentes

assistidos por essa farmacia ou servigo”.



Na farmacia Marbel surgem frequentemente pedidos de medicamentos manipulados.
Assim, tive oportunidade de preparar varios medicamentos manipulados, entre os quais uma
suspensao oral de trimetoprim a 1%, uma solugao alcodlica de acido borico saturada, uma
pomada de enxofre em vaselina a 5% e uma suspensao oral de propanolol.

Comegava por imprimir a ficha de manipulado, preenchendo-a com a quantidade a
utilizar de cada matéria-prima, bem como o fornecedor, o lote e a validade. Depois de
arranjar a minha zona de trabalho e de verificar que tinha todas as matérias-primas e
materiais necessarios, preparava entao o manipulado, seguindo os procedimentos descritos
na ficha de manipulado e respeitando as normas das boas praticas de preparagao de
manipulados. Depois do medicamento preparado, analisava e registava as suas caracteristicas
organoléticas e terminava o preenchimento da ficha. Preparava depois o rétulo — onde
constavam, entre outros dados, o nome do doente, a identificagao do medicamento, o prazo
de utilizacao, a identificacao da farmacia e do diretor técnico e o contacto — e fazia o calculo
do prego.

Apesar de medicamentos manipulados serem cada vez menos prescritos, acho muito
importante que um farmacéutico saiba como os elaborar (bem como preencher a
documentacao associada), pelo que considero a oportunidade de os realizar um ponto forte

do meu estagio.

2.8. Homeopatia
A homeopatia é um método terapéutico que se baseia no principio da similitude —
“semelhante cura semelhante” — ou seja, que defende o valor terapéutico de substincias que
causariam em pessoas saudaveis sintomas semelhantes aos observados na pessoa doente. Os
medicamentos homeopaticos sao preparados a partir de substincias naturais — vegetais,
animais e quimicas/minerais — através de sucessivas diluicdes e agitagdes.’ *

A Farmacia Marbel oferece uma grande variedade de produtos homeopaticos,
sendo que muitos dos utentes la se dirigem a procura de este tipo de medicamentos. Apesar
de o estudo de medicamentos homeopaticos nao fazer parte do plano curricular do
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, estes sao cada vez mais procurados por
pessoas que procuram uma alternativa a alopatia, pelo que considero um ponto forte o facto

de ter trabalhado com este tipo de produtos.



2.9.  Sifarma2000®

O Sifarma2000°® é uma ferramenta de gestio e atendimento das Farmacias
Comunitarias desenvolvida pela Glintt.’

No que respeita a parte da gestio, é através do Sifarma2000® que sio realizadas e
recebidas as encomendas, que sao geradas listas para controlo de stocks e validades, que ¢
feito o cdlculo do pre¢o de manipulados de medicamentos, que é organizado e gerido o
receituario, entre outras tarefas.

No que respeita ao atendimento, o Sifarma2000°® foi para mim um grande apoio. Para
quase todos os Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM) e MNSRM possui
informagoes acerca da indicagdo terapéutica, posologia habitual, composicao,
contraindicagoes, interagoes, reagoes adversas e precaugoes, o que me ajudava muitas vezes
a esclarecer possiveis duvidas. Era frequente os utentes pedirem um produto que ja tinham
levado anteriormente, mas nao se lembrarem do nome, ou nao se lembrarem de que
laboratério costumavam levar um certo medicamento; neste caso, o Sifarma2000® era
muitas vezes Util uma vez que, caso o utente tivesse ficha, era possivel ter acesso a lista de
todos os produtos que tinha adquirido no passado. Achei que era intuitivo e desenhado para
evitar erros de dispensa (ao apresentar um ecra final de verificagao através da leitura dos

codigos de barras).

3. PONTOS FRACOS

3.1. Localizacao da farmacia

Referi acima a localizagdo da farmacia como um ponto forte, uma vez que me
permitiu ter contacto com uma grande heterogeneidade de utentes. No entanto, o facto de
a farmacia se encontrar localizada numa zona movimentada, perto de diversos servigos e
com muito pouco estacionamento disponivel, leva a que muitas vezes os utentes fiquem
rapidamente impacientes. Ao longo do tempo fui aprendendo a lidar melhor com os utentes,
mas especialmente nos primeiros tempos de atendimento ao publico este tipo de situagoes
deixava-me mais nervosa (especialmente quando se juntavam problemas como erros de stock
ou produtos esgotados) fazendo com que cometesse erros que provavelmente nao

cometeria de outra maneira.



3.2. Pouca preparacao pratica e lacunas na formacao académica

Ao longo do curso realizei dois estagios de verao que me permitiram ir ganhando
experiéncia no atendimento ao publico, pelo que aquilo em que senti mais dificuldade ao
longo do estagio foi sem duvida a questao do aconselhamento farmacoterapéutico. Na minha
opiniao, o curso de Ciéncias Farmacéuticas da-nos sem duvida bases teodricas suficientes para
podermos desempenhar com sucesso o nosso papel como farmacéuticos, mas falha a nivel
de preparagao pratica. As cadeiras que abordam questoes mais praticas do atendimento sao
poucas. Areas como puericultura e maternidade, ortopedia, higiene oral, patologias
oftalmicas, material e cuidado de feridas e suplementacao alimentar sao pouco abordadas ao
longo do curso mas sao dreas em que os nossos conhecimentos sao frequentemente
exigidos. As unidades curriculares “Preparacoes de Uso Veterinario” e “Dermofarmacia e
Cosmética” dao-nos bases nestas areas, mas nao sio suficientes e os programas estio
desajustados daquilo que é exigido a um profissional de farmacia comunitaria nestas areas.

Reconheco as lacunas que acima referi vao sendo preenchidas com a experiéncia
profissional; ainda assim, penso que o curso deveria estar mais virado para a pratica, de
maneira a preparar melhor os futuros farmacéuticos para aquilo que é a realidade de uma

farmacia comunitaria.

4. OPORTUNIDADES

4.1. Formacoes
Ao longo do meu estagio, tive oportunidade de assistir a diversas formagoes, de
entre as quais destaco:
e Omega Pharma, em que foram apresentados vérios produtos da linha Paranix®,
NiQuitin® e a EllaOne®;
e PharmaNord, em que foi apresentado o BioActivo® Selénio+Zinco;

e Avéne, com exposicao de varios produtos de maquilhagem;

Plantur, com apresentagao de varios produtos capilares;

PharmaOne, como exposi¢do de varios produtos da gama Spirularin®.

Considero estas formagoes uma oportunidade uma vez me permitiram nao sé
conhecer novos produtos, mas também adquirir conhecimentos para o aconselhamento

nestas areas e bases para a realizagao de cross-selling.



5. AMEACAS

5.1. Pedidos de MSRM - Ansioliticos, sedativos e hipnéticos, anti-
inflamatorios nao-esteroéides (AINE) e antibioticos

Era frequente haver situagoes de solicitagao de ansioliticos, sedativos e hipnoticos,
anti-inflamatorios nao-esteroides e antibioticos sem apresentagao da receita médica, ou com
apresentacao de receita em estado dispensado ou com prazo de validade ja ultrapassado.

No caso de ansioliticos, sedativos e hipnoticos, fazia algumas questoes ao utente e
consultava a sua ficha no Sifarma2000° (se tivesse), para saber se o medicamento solicitado
era realmente medicagao habitual e compreender por que razio o utente nao tinha receita.
Se depois de uma ponderagao cuidadosa chegasse a conclusao que devia dispensar o
medicamento, fazia uma venda suspensa e explicava ao utente que assim que pudesse devia
pedir ao médico uma receita para trazer a farmacia.

Quando um utente solicitava um AINE sujeito a receita médica explicava que nao
podia dispensar e sugeria um AINE nao sujeito a receita médica, sendo que, em situagoes
mais graves, aconselhava também que o utente consultasse um médico. Em situagoes de
pedidos de antibioticos, explicava ao utente que a dispensa destes sé pode ser feita com
receita médica e, pois s6 um médico conseguiria determinar qual o melhor antibiotico para
cada situagao e para cada doente. Se achasse pertinente, dispensava MNSRM para alivio dos
sintomas e insistia que o utente consultasse um médico.

Considero estas situagdes como ameagas porque muitas vezes a recusa em ceder
este tipo de medicamentos provoca um sentimento de revolta no utente, acabando por
gerar um sentimento de desconfianga em relagido a farmacia e ao farmacéutico, pois sentem
que o farmacéutico nao se preocupa com a sua salide e bem-estar, quando é precisamente o

contrario.

5.2. Outros locais de venda

Esta é uma ameaga direta a venda de MNSRM e outros produtos (suplementos
alimentares, produtos de cosmética, puericultura, entre outros), mas que acaba por afetar
indiretamente toda a farmacia.

Varias vezes, quando informados sobre o preco de um MNSRM/suplemento
alimentar/outros, os utentes respondiam com “encontrei na Internet com um pre¢o mais
baixo” ou “comprei mais barato na parafarmacia x”. Locais de venda de medicamentos nao
sujeitos a receita médica associados a grandes superficies comerciais e lojas online

conseguem ter menos gastos, o que lhes permite apresentar pregos de venda ao publico
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(PVPs) mais competitivos que as farmacias. Isto afeta economicamente a farmacia, e pode
também afetar a salde do utente, uma vez que MNSRM, suplementos alimentares e outros
produtos nao sao isentos de reagoes adversas, contraindicagoes e precau¢oes a ter em
conta, e muitas vezes, ao adquirir estes produtos através dos canais acima referidos, o

utente nao recebe todas as informagoes necessarias.

5.3. Medicamentos esgotados nos fornecedores

A quebra frequente no fornecimento de alguns medicamentos é uma situagao que
nao so gera descontentamento no utente como pode por em risco a sua salde. Apesar de
existirem algumas estratégias para evitar a falta de medicamentos — como o Projeto Via
Verde do Medicamento — estas nao sao suficientes para garantir o acesso de todos os
utentes a medicagao necessaria. Quando me deparava com a necessidade de um
medicamento esgotado que nao conseguia encomendar em nenhum dos armazéns de
distribuicao que fornece a Farmacia Marbel, tentava pedir o medicamento numa das outras
quatro farmacias do grupo. No entanto, isto nem sempre resolvia a situagao, e restava-me
explicar ao doente que se o medicamento nao voltasse a estar disponivel no tempo
necessario, teria de procurar noutra farmacia que ainda tivesse o produto em stock ou falar

com o médico para alterar a terapéutica.

6. CONCLUSAO

Ter a experiéncia de estagiar na Farmacia Marbel foi muito gratificante e sem ddvida
que ultrapassou todas as minhas expetativas. Tive oportunidade nao s6 de por em pratica os
conhecimentos que obtive ao longo do MICF, mas também de aprender muito mais. Apesar
de terem existido alguns momentos de ansiedade e de preocupagao, em que duvidei da
minha preparagao e das minhas capacidades, estes foram uma fonte de aprendizagem e ¢é
com satisfagao que olho para tras e concluo que foram sem dulvida cinco meses de
progresso. Foi indubitavelmente um periodo de enorme crescimento, nao soé
profissionalmente como também pessoalmente: tornei-me mais confiante nos meus
conhecimentos, nas minhas capacidades e na minha relagao com os outros.

Sei que, sendo este estagio a fase final do MICF, nao é de todo o final da minha
aprendizagem. Espero, ao longo da minha carreira, continuar sempre com um espirito
curioso, usando os meus conhecimentos e competéncias ao servigo de cada utente

individualmente e da sociedade em geral.

20



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

I.  COSTA, Maria Jorge - Kaizen. Revista Sauda. (2016). [Acedido a 29 de abril de 2018].

Disponivel na Internet: https://www.revistasauda.pt/noticias/Pages/Kaizen.aspx

2. Portaria n.° 594/2004, de 2 de Junho: Boas praticas a observar na
preparacao de medicamentos manipulados em farmacia de oficina e hospitalar.
[Acedido a 24 de abril de 2018]. Disponivel na Internet: http://www.infarmed.pt/documents/
15786/17838/portaria_594-2004.pdf/d8b8cac3-3250-4d05-b44b-51c5f43b601a

3. O que é a Homeopatia? [Acedido a 27 de abril de 2018]. Disponivel na Internet:

https://www.farmaciasportuguesas.pt/menu-principal/bem-estar/o-que-e-a-homeopatia.html

4. Compreender os medicamentos homeopaticos. [Acedido a 27 de abril de
2018]. Disponivel na Internet: https://www.farmaciasportuguesas.pt/menu-principal/bem-

estar/compreender-os-medicamentos-homeopaticos.html

5. GLINTT - Sifarma. [Acedido a 24 de abril de 2018]. Disponivel na Internet:

https://www.glintt.com/pt/o-que-fazemos/ofertas/SoftwareSolutions/Paginas/Sifarma.aspx

21


https://www.revistasauda.pt/noticias/Pages/Kaizen.aspx
https://www.farmaciasportuguesas.pt/menu-principal/bem-estar/o-que-e-a-homeopatia.html
https://www.farmaciasportuguesas.pt/menu-principal/bem-estar/compreender-os-medicamentos-homeopaticos.html
https://www.farmaciasportuguesas.pt/menu-principal/bem-estar/compreender-os-medicamentos-homeopaticos.html
https://www.glintt.com/pt/o-que-fazemos/ofertas/SoftwareSolutions/Paginas/Sifarma.aspx

PARTE |l

RELATORIO DE ESTAGIO
INFARMED, I.P.



Lista de Siglas e Abreviaturas

AIM — Autorizagao de Introducao no Mercado

ARS — Administragao Regional de Saude

BPC — Boas Praticas Clinicas

BPD — Boas Praticas de Distribuicao

BPF — Boas Praticas de Fabrico

BPFarm — Boas Praticas de Farmacia

CFT — Classificagao Farmacoterapéutica

CFT — Comissao de Farmacia e Terapéutica

CHNM — Codigo Hospitalar Nacional do Medicamento

CNFT — Comissao Nacional de Farmacia e Terapéutica

CNPEM — Codigo Nacional para a Prescricao Eletronica de Medicamentos
DCI — Denominacao Comum Internacional

FNM — Formulario Nacional do Medicamento

INFARMED — Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

RCM — Resumo das Caracteristicas do Medicamento

SNS — Servico Nacional de Salude

SWOT - Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades e Ameagas (do inglés: Strengths,

Weaknesses, Opportunities and Threats)
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I. INTRODUCAO

O presente relatorio foi redigido no ambito da Unidade Curricular “Estagio” do 5°
ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF). Este relatério é relativo ao
meu estagio no INFARMED — Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude,
I.P., realizado entre o dia 9 de abril de 2018 e 29 de junho de 2018 sob a orientagao da Dra.
Madalena Arriegas. O estagio foi realizado na area da Comissao Nacional de Farmacia e
Terapéutica. O relatério tomara a forma de uma analise SWOT, sendo feita uma analise dos
pontos fortes (Strengths), pontos fracos (Weaknesses), oportunidades (Opportunities) e
ameagcas (Threats). A figura | apresenta, esquematicamente, os pontos fortes, pontos fracos,

oportunidades e ameagas descritos neste relatorio.

1.1. INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de

Sadde, I.P.

O INFARMED, [|.P. é um instituto publico de regime especial, nos termos da lei,
integrado na administragao direta do Estado, dotado de autonomia administrativa, financeira
e patrimonio préprio, encontrando-se sob tutela do Ministério da Sadde.'

O INFARMED, |.P. é a autoridade reguladora nacional que avalia, autoriza, regula e
controla os medicamentos de uso humano e os produtos de saude (designadamente os
dispositivos médicos e os produtos cosméticos e de higiene corporal). A sua principal
missao € garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos, prevenindo os riscos
decorrentes da sua utilizagao, assegurando os mais elevados padroes de salde publica e a
defesa dos interesses do consumidor.’

Sao varias as areas de intervencao do Infarmed. Uma destas areas esta relacionada
com a investigagao, avaliagao e autorizagao de medicamentos - incluindo a aplicagao das Boas
Praticas Clinicas (BPC) na realizagao de ensaios clinicos — bem como com a investigagao,
avaliagao, registo, monitorizagao e supervisao de produtos de saude. O Infarmed é também
responsavel pelo licenciamento, auditoria e inspecao dos fabricantes, distribuidores
grossistas e farmacias, assegurando o cumprimento das normas aplicaveis a cada operador,
nomeadamente das Boas Praticas de Fabrico (BPF), Boas Praticas de Distribuicao (BPD) e
Boas Praticas de Farmacia (BPFarm). Através da recolha de amostras de medicamentos e
produtos de salde em todo o circuito da sua vida util, cabe também ao Infarmed comprovar
a sua qualidade. Uma outra area de atuagcao do Infarmed passa pela monitorizagao de
reagoes adversas a medicamentos através da farmacovigilancia e vigilaincia e monitorizagao da

utilizagao de produtos de salde. A avaliagio do mercado e a promogao do uso racional do
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medicamento compete também ao Infarmed. Esta area inclui a avaliagdo dos medicamentos
para inclusao no sistema de comparticipagao, elaboragao de estudos farmacoterapéuticos e
de avaliacio econdmica de medicamentos e monitorizacao do acesso e utilizacao dos
medicamentos e produtos de saude. O Infarmed é ainda responsavel por promover o acesso
dos profissionais de salide e dos cidadaos a informagao necessaria para o uso racional de
medicamentos e de produtos de salde.’

O INFARMED, I.P. assegura a representagao nacional junto da Agéncia Europeia de
Medicamentos, da Comissao Europeia e de outras instituicoes europeias, bem como em
comités e grupos de trabalho. Representa também Portugal na Farmacopeia Europeia e no
Orgio Internacional de Controlo de Estupefacientes das Nacées Unidas, e integra o sistema
de monitorizacao de medicamentos da Organizagao Mundial de Saude. O seu laboratério faz
parte da rede europeia de Laboratérios Oficiais de Controlo de Medicamentos.*

O INFARMED, |.P. é constituido por varios 6rgaos, unidades organicas e unidades
organicas com fungdes de suporte.’

No final de 2017, o INFARMED, I.P. contava com cerca de 350 colaboradores. Os
colaboradores possuem habilitagoes em diferenciadas areas de formacgao, designadamente:
Satde e Ciéncias; Ciéncias Sociais, Servigos, Economia e Gestao; Direto; Tecnologias de

Comunicacio e Informcio.*

I.1.I. Comissdao Nacional de Farmacia e Terapéutica

A Comissao Nacional de Farmacia e Terapéutica (CNFT) é uma comissao técnica
especializada que atua como érgio consultivo do INFARMED, I.P.. A CNFT compete: | —
assegurar a articulagao e a partilha de informagao entre as Comissoes de Farmacia e
Terapéutica (CFT) dos hospitais do Servico Nacional de Saude (SNS) e das Administragoes
Regionais de Saude (ARS); 2 — promover a elaboragao e aprovar os critérios de utilizagao de
medicamentos, a incluir no Formulario Nacional do Medicamento (FNM); 3 — elaborar
protocolos de utilizagado de medicamentos; 4 — monitorizar o cumprimento, no ambito do
SNS, dos critérios de utilizagao dos medicamentos; 5 — elaborar estratégias efetivas de
promogao da utilizagao racional do medicamento, transversais e de integragao dos diferentes
niveis de cuidados de salde; 6 — emitir os pareceres que lhe sejam solicitados pelo Conselho
Diretivo do Infarmed, em matérias relacionadas com a utilizacio de medicamentos no SNS.?

A CNFT é constituida por elementos provenientes de estabelecimentos e servigos
do Servigo Nacional de Salde e de outras instituicoes e por personalidades de reconhecido

mérito. Assim, entre os membros da CNFT, encontram-se representantes das CFT dos
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hospitais do SNS e das ARS, representantes da Dire¢ao-Geral de Saide, da Ordem dos

Médicos e da Ordem dos Farmacéuticos.’

- Pontos Fortes N

- Recursos Humanos
Pontos Fracos

- Trabalho realizado

- Reunides da Comissao Nacional de
Farmacia e Terapéutica
g N

( Estagio no \
kINFARIVIED, I.P. |

Yy,

Oportunidades
i o Ameacas
-Férum do cidadao .
. L. -Situagio de instabilidade vivida no
- Visita aos labortadrios do INFARMED, I.P.

INFARMED, I.P.

Vi

Figura | — Resumo esquematico da andlise SWOT relativa ao meu estagio no INFARMED, I.P..

2. PONTOS FORTES

2.1. Recursos Humanos

Como referido acima, o meu estagio foi realizado sob a orientagao da Dra. Madalena
Arriegas, e foi sob o seu supervisionamento que realizei todo o meu estagio. A Dra.
Madalena desde o inicio me colocou a vontade, respondendo a todas as minhas questoes,
algumas relacionadas diretamente com o trabalho a ser realizado e outras mais gerais
(acerca da area regulamentar, do trabalho realizado pelo Infarmed, das competéncia da
CNFT). Sempre se mostrou disponivel para ouvir as minhas sugestoes e a discutir as minhas
propostas e questoes. Sem duvida que este foi um dos fatores mais importantes para o
sucesso do meu estagio e para que dele pudesse retirar o maior proveito, pelo que
considero a orientagao um ponto forte deste estagio.

A nivel de recursos humanos em geral, considero que a Diregao de Recursos
Humanos, Financeiros e Patrimoniais do Infarmed faz sem ddvida um otimo trabalho na
rececio dos estagidrios. E realizada uma sessio de acolhimento com a presidente do
Infarmed e também uma reuniao individual com um técnico dos recursos humanos. Nesta
sessao e nesta reuniao, fala-se um pouco sobre a fundagao e missao do Infarmed, a equipa e
os valores e politicas. Sao discutidos quais os direitos e deveres dos estagiarios e dadas
informagoes da area das tecnologias de informagao. Senti-me sempre bem acolhida no

Infarmed, o que considero um ponto forte deste estagio.
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2.2, Trabalho realizado

O meu estagio foi realizado na area da Comissao Nacional de Farmacia e
Terapéutica. Nos Ultimos meses, o principal trabalho desenvolvido por esta comissao esta
relacionado com a atualizagao do Formulario Nacional do Medicamento (FNM).

O Formulario Nacional do Medicamento prevé os critérios de utilizagao de
medicamentos em estabelecimentos, servicos hospitalares e de ambulatério do SNS. E uma
ferramenta de apoio a aquisi¢ao e utilizagao de medicamentos nos servigos de saude do SNS
com vista a utilizagao racional de medicamentos. O FNM é publicado na pagina eletrénica do
INFARMED, I.P..?

No FNM, os medicamentos estao representados por substancia ativa (DCI, de
denominagdo comum internacional). Nomes comerciais ou de laboratérios nao sao
referidos. Diferentes dosagens ou formas farmacéuticas de uma substancia ativa podem ser
agrupadas na mesma pagina ou nao, conforme as suas indicagoes de utilizagao.

O FNM encontra-se organizado por grupos terapéuticos, sendo que os
medicamentos se encontram distribuidos por vinte grandes grupos (Medicamentos anti-
infeciosos, Sistema nervoso central, Aparelho cardiovascular, Sangue, Aparelho respiratério,
Aparelho digestivo, Aparelho geniturinario, Hormonas e medicamentos usados no
tratamento das doengas endocrinas, Aparelho locomotor, Medicagao antialérgica, Nutrigao e
metabolismo, Corretivos da volémia e das alteracoes eletroliticas, Medicamentos usados em
afecoes cutianeas, Medicamentos usados em afegoes otorrinolaringologicas, Medicamentos
usados em afecoes oculares, Medicamentos antineoplasicos e imunomoduladores,
Medicamentos usados no tratamento de intoxicagoes, Vacinas e imunoglobulinas, meios de
diagnostico e Material de penso, hemostaticos locais, gases medicinais e outros produtos).®
Conforme as suas indicagoes, os medicamentos estao também agrupados por patologias. A
organizagao de patologias em grupos tem como base a ICD-10 — International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems.

O FNM pode incluir medicamentos que nao possuem Autorizagao de Introdugao no
Mercado (AIM) em Portugal e medicamentos nao comparticipados.

Para cada medicamento sao apresentadas varias informagoes. A nivel de informagoes
técnicas, sao referidas as formas farmaceéuticas e as dosagens existentes, o Codigo Hospitalar
Nacional do Medicamento (CHNM), o Codigo Nacional para a Prescrigao Eletronica de
Medicamentos (CNPEM), a classificagao farmacoterapéutica (CFT), a classificagao quanto a
dispensa, se possui ou nao relatorio de avaliagao prévia hospitalar disponivel e se ¢é

comparticipado, entre outras informagoes.
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Uma das informagoes mais importantes referidas para cada medicamento sao as
indicagoes de utilizagdo (que podem diferir daquelas presentes no Resumo das
Caracteristicas do Medicamento (RCM)). E também indicada a patologia (ou
patologias)/problemas de salide que aquele medicamento é utilizado para tratar/prevenir.
Quando aplicavel, é referida a linha de tratamento a que aquela substancia pertence.
Possiveis alternativas terapéuticas sao indicadas — medicamentos com eficacia terapéutica,
perfil de seguranga e condi¢oes de utilizagdo semelhantes — com referéncia a eventuais
consideragdes a ter em conta; caso existam alternativas, & definida e justificada a
possibilidade ou nao de switch (troca de medicamentos durante o tratamento). As condi¢oes
de utilizagao e a necessidade de autorizagdo e monitorizagao sao também apresentadas. Na
seccao da bibliografia, sao indicados artigos, guidelines, circulares e outros documentos que
apresentem informagoes relativas aquele medicamento e com base nos quais foi elaborada a
sua ficha. Possiveis indicagoes off-label também podem ser referidas. Como exemplo, é
apresentada a pagina do Formulario Nacional do Medicamento respeitante ao valaciclovir,
um antivirico.” (Anexo |)

Ao longo do meu estagio no Infarmed, o meu trabalho constituiu essencialmente na
recolha e tratamento da informagao e da sua insergao na plataforma online do FNM.

A atualizacdo do formulario é feita por grupos terapéuticos. Quando iniciava o
trabalho de um grupo, comegava por listar num documento os medicamentos pertencentes
a esse grupo na ultima versao do FNM, indicando as formas farmacéuticas disponiveis.
Depois de anotar aqueles cuja autorizagao de comercializagao tinha caducado ou sido
revogada, recolhia e resumia informagoes dos RCM respeitantes as indicagoes terapéuticas
de todas as substancias. Este documento era depois enviado para o(s) perito(s) responsavel
por esse grupo terapéutico. Os peritos sio médicos/farmacéuticos, membros da CNFT. O
preenchia o documento com o resto da informagao nao técnica, baseando-se na sua
experiéncia profissional e apoiando-se em guidelines, artigos e outros documentos. Depois
do perito realizar o seu trabalho, cabia-me organizar e tratar a informagao, recolher as
informagoes para a ficha técnica e inserir os dados na plataforma online.

O trabalho realizado foi sem duvida um ponto forte. Tarefas como a consulta e
recolha de informagao de varios RCM, relatorios de avaliagao prévia, artigos e guidelines
permitiram a integracao dos meus conhecimentos de farmacologia, fisiopatologia,
bacteriologia, virologia, parasitologia e mais. O facto de tratar cada grupo terapéutico
separadamente permitia-me, ao completar o trabalho, ter uma ideia geral dos varios
subgrupos em que os medicamentos estao organizados, de quais as principais patologias para

as quais esses medicamentos sao usados e de que DCI podem ser considerados alternativas
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a outras, conhecimento este que penso que vai ser bastante util no meu futuro profissional.
O meu trabalho possibilitou-me também ganhar alguma nogao de como é feita a aquisigao e
gestao de medicamentos em estabelecimentos do SNS, e tive oportunidade de aprender um
pouco mais sobre a area regulamentar.

Sinto que a minha aprendizagem teodrica foi sem duvida adequada para a realizagao
deste estagio. Unidades curriculares como a “Farmacologia” e “Assuntos Regulamentares”

do Medicamento proporcionaram-me bases que permitiram o sucesso deste estagio.

2.3. Reunides da Comissdao Nacional de Farmacia e Terapéutica

A Comissao Nacional de Farmacia e Terapéutica reine uma vez por més. Ao longo
do meu estagio, tive oportunidade de assistir a trés reunides. As datas das reunioes sao
marcadas com alguns meses de antecedéncia, mas uma convocatoria deve ser enviada para
todos os membros da CNFT com oito dias uteis de antecedéncia, preferencialmente por via
eletrénica, acompanhada da ordem de trabalhos. De cada reunido é lavrada uma ata.?

Considero esta experiéncia um ponto forte pois permitiu-me acompanhar os
procedimentos essenciais a realizagao deste tipo de reuniao. Possibilitou-me ainda ganhar
algumas nog¢oes de como se processa este tipo de reuniao: qual o papel do presidente, como
sao tomadas e aprovadas decisoes e de que maneira a reuniao é orientada de maneira a que

todos os membros possam opinar.

3. PONTOS FRACOS

Como referido acima, senti-me sempre bem acolhida pelo INFARMED, I.P. e pela
minha orientadora. O trabalho realizado permitiu a integragao e expansao de conhecimentos
adquiridos durante a frequéncia do MICF. Aprendi mais sobre o trabalho que é feito pelo
Infarmed, nomeadamente pela CNFT, e achei que a minha aprendizagem tedrica adequada

para a realizagao deste estagio. Assim, nao considero a existéncia de pontos fracos.

4. OPORTUNIDADES

4.1. Forum do Cidadao
No dia 22 de maio, o INFARMED, I.P. realizou, ho ambito do seu 25° aniversario, um
evento dedicado aos cidadaos, com discussao de varios temas relacionados com a saude e

medicamentos, inclusive um painel acerca dos riscos da compra de medicamentos online.
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Estando a estagiar no Infarmed aquando deste evento, tive oportunidade de assistir a
parte deste forum. Achei o painel acerca da compra de medicamentos online especialmente
interessante, com a apresentagao de exemplos reais bem como sugestoes de como pode o
farmacéutico comunitario atuar de maneira a proteger também os utentes dos riscos que a

compra de medicamentos através da Internet acarreta.

4.2. Visita aos laboratérios do INFARMED, I.P.

Estando a estagiar no INFARMED, I.P., foi-me oferecida a oportunidade de visitar os
laboratérios do controlo de qualidade do Infarmed. Apesar de mais tarde ter sido organizada
propositadamente para os estagiarios, a minha visita aos laboratérios realizou-se no
contexto do Féorum do Cidadao. Nesta visita, tive oportunidade de observar quais os
métodos e instrumentos usados para o controlo de qualidade de medicamentos, cosméticos
e outros produtos de salde e aprender um pouco mais acerca de como este laboratorio

organiza o seu trabalho e quais as suas competéncias.

5. AMEACAS

5.1. Situacdo de instabilidade vivida no INFARMED, I.P.
Em 2017, foi anunciada a intengao da deslocalizagao do Infarmed de Lisboa para o
Porto, o que tem provocado alguma instabilidade neste instituto. Devo realgar que, ao longo
dos meus trés meses no Infarmed, nunca achei que esta situagao tivesse influenciado de
alguma forma o meu estagio. No entanto, penso que a intranquilidade causada por esta
possivel mudanga para o Porto pode influenciar o trabalho realizado pelo Infarmed, o que

pode provocar consequéncia a nivel da saiude publica.

6. CONCLUSAO

Poder estagiar no Infarmed foi uma grande oportunidade, e sem duvida que o estagio
superou todas as minhas expetativas. O trabalho realizado permitiu-me adquirir
conhecimentos nao sé na area regulamentar, mas também a nivel cientifico, o que penso que
sera sem dudvida muito util para o meu futuro profissional. Além disso, permitiu-me aplicar
os conhecimentos adquiridos ao longo da minha frequéncia do MICF, bem como

desenvolver competéncias como o espirito critico e a capacidade de organizacao.
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8. ANEXOS

Anexo | - Pagina do FNM respeitante ao valaciclovir.
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RESUMO

As benzodiazepinas sao um grupo de firmacos cujos efeitos benéficos incluem a
reducao de ansiedade, indugao e manutencao do sono, relaxamento muscular e tratamento
e prevencao de ataques epiléticos. No entanto, existem alguns riscos associados a sua toma
e sao farmacos passiveis de abuso e uso indevido, pelo que siao uma substancia de interesse
para a Toxicologia Forense.

A Toxicologia Forense é a aplicagao da toxicologia ao servico da Lei. Envolve varias
areas: toxicologia forense post-mortem, ante-mortem comportamental e de desempenho
humano, e andlises para controlo de consumo de determinadas substancias.

Para realizar analises toxicologicas para a detegao e quantificagdo de benzodiazepinas
podem ser usadas varias amostras biologicas. Como as matrizes bioldgicas sao normalmente
complexas, € necessario que as amostras passem primeiro por um processo de extragao.

Para a andlise de benzodiazepinas podem ser utilizados diversos métodos analiticos,
sendo os mais pertinentes os métodos cromatograficos e imunoensaios. Os imunoensaios
sao Uteis para a detegao de benzodiazepinas, cuja presenga numa amostra biologica é depois
confirmada e quantificada por um método cromatografico. Dentro dos métodos
cromatograficos, destaca-se a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com espectrometria de massa
em tandem é um dos métodos mais representados na literatura, uma vez que permite

quantificar as benzodiazepinas com grande sensibilidade e especificidade.

Palavras-chave: benzodiazepinas, toxicologia forense, amostra bioldgica, extragao,

imunoensaios, cromatografia.
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ABSTRACT

Benzodiazepines are a class of drugs with several beneficial effects, including
anxiolytic, hypnotic, muscle relaxant and anticonvulsant effect. However, there are some
risks associated to its use and they can be object of abuse and misuse; therefore, they are
frequently present in forensic cases.

Forensic Toxicology is the use of toxicology at the service of the Law. It involves
several areas: post-mortem forensic toxicology, behavioral and related to human performance
ante-mortem forensic toxicology and drug testing.

To detect and quantify benzodiazepines through toxicologic analyses, several
biological samples can be used. Because biological matrices are generally very complex, it’s
first necessary that they go through an extraction process.

The analysis of benzodiazepines can be performed using several analytical methods.
Among them, immunoassays and chromatographic methods are the most relevant.
Immunoassays are useful to do an initial screening, followed by confirmation and
quantification by a chromatographic method. Gas chromatography and high performance
liquid chromatography are the most prominent within chromatographic methods. High
performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry is one of the
most described methods in scientific literature since it allows great sensibility and specificity

in the quantification of benzodiazepines.

Keywords: benzodiazepines, forensic toxicology, biological sample, extraction,

immunoassays, chromatography.
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Lista de Siglas e Abreviaturas

ADS — Alquil-Diol-Silica

APCI — lonizagao Quimica a Pressao Atmosférica (do inglés Atmospheric Pressure Chemical
lonization)

CEDIA — Cloned Enzyme Donor Immunoassay

DAD — Diode Array Detection

ECD — Detecgao por Captura de Eletroes (do inglés Electron-Capture Detection)

El — Impacto Eletroénico (do inglés Electron Impact)

EIA — Ensaios imunoenzimaticos (do inglés ImmunoAssay)

ELISA — Enzime-Linked Immunosorbent Assay

EMIT — Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique

ESI — lonizagao por Eletronebulizagao (do inglés Electrospray lonization)

FID — Detegao por lonizagao de Chama (do inglés Flame lonization Detection)

FN — Falsos Negativo

FP — Falsos Positivos

FPIA — Imunoensaios de Fluorescéncia Polarizada (do inglés Fluorescence Polarization
ImmunoAssay)

GABA — Acido Gama-Aminobutirico (do inglés Gamma-AminoButyric Acid)

GC — Cromatografia Gasosa (do inglés Gas Chromatography)

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés Human Immunodeficiency Virus)

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés High Performance Liquid
Chomatography)

HPTLC — Cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (do inglés High Performance Thin
Layer Chromatography)

IA — Imunoensaios (do inglés ImmunoAssay)

IMC — ImmunoChromatographic Techniques

INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, |. P.

KIMS — Kinetic Interaction of Microparticles in Solution

LAl — Ensaios baseados na Inibicao da Aglutinagio do Latex (do inglés Inhibition of Latex
Agglutination).

LC — Cromatografia Liquida (do inglés Liquid Chromatography)

LLE — Extragao Liquido — Liquido (do inglés Liquid — Liquid Extraction)

LOD - Limite de Detegao (do inglés Limit Of Detection)

LOQ - Limite de Quantificagao (do inglés Limit Of Quantification)
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MRM — Monitorizagao de Reagoes Multiplas (do inglés Multiple Reaction Monitoring)

MS — Espectrometria de Massa (do inglés Mass Spectrometry)

NCI — lonizagao Quimica Negativa (do inglés Negative Chemical lonization)

NPD — Detegao Azoto-Fésforo (do inglés Nitrogen-Phosphorus Detection)

PCI — lonizagao Quimica Positiva (do inglés Positive Chemical lonization)

RIA — Radioimunoensaios (do inglés RadiolmmunoAssay)

SIM — Monitorizagao Seletiva de 16es (do inglés Selected-lon Monitoring)

SPE — Extragao em Fase Sélida (do inglés Solid Phase Extraction)

SPME — Micro Extragao em Fase Solida (do inglés Solid-Phase MicroExtraction)

SSRI' — Inibidores Seletivos da Recaptagao da Serotonina (do inglés Selective Serotonin
Reuptake Inhibitors)

TLC — Cromatografia em Camada Fina (TLC, do inglés Thin-Layer Chromatography)

UHPLC — Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia (do inglés Ultra High Performance
Liquid Chromatography)

UV — Ultravioleta

VN — Verdadeiros Negativos

VP — Verdadeiros Positivos

VPN — Valor Preditivo Negativo

VPP — Valor Preditivo Positivo
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I. INTRODUCAO

1.1. Benzodiazepinas

As benzodiazepinas sao um grupo de farmacos cujos efeitos benéficos incluem a
reducao de ansiedade, indugao e manutengao do sono, relaxamento muscular e tratamento
e prevengao de ataques epiléticos. Estas propriedades sao partilhadas pela maioria das
benzodiazepinas, se bem que em diferentes graus.'

Um estudo realizado em 2016 pelo INFARMED - Autoridade Nacional do
Medicamento e Produtos de Saude, . P. concluiu que em Portugal, as benzodiazepinas mais
utilizadas tém uma agdo maioritariamente ansiolitica: alprazolam, lorazepam e diazepam.?

A tabela | apresenta as principais benzodiazepinas com autorizagao de

comercializagao em Portugal e a sua principal indicagao.

Tabela | - Principais benzodiazepinas com autorizagao de comercializagdo em Portugal classificadas como
ansioliticos, sedativos e hipndticos e a sua principal indicagao.

Farmaco Indicacao terapéutica Molécula

Alprazolam 3 S
Ansiolitico G

Bromazepam Ansiolitico® w_

Brotizolam Hipnético’

Cetazolam Ansiolitico, relaxante muscular’
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N\ Il
/B
Clobazam Anticonvulsionante'! S
|
\
- 13
Clorazepato dipotassico Ansiolitico'?
14
Clorodiazepéxido Ansiolitico'*
16
Cloxazolam Ansiolitico, hipnético'
18
—~
Diazepam Ansiolitico, relaxante muscular'’ -
/
19
Estazolam Hipnotico'?
A 21
Flurazepam Hipnético®
23
Loprazolam Hipnotico™
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s
N
Lorazepam Ansiolitico, hipnético )
27
Mexazolam Ansiolitico®
29
Midazolam Hipnético®
31
<
Oxazepam Ansiolitico® -
!
"
EE!
Prazepam Ansiolitico™
</
3
“/ E%
{_
Temazepam Hipnotico®* W
e
sy
7t
) £
Triazolam Hipnético®

Foram consideradas as benzodiazepinas classificadas como ansioliticos, sedativos e

hipnéticos. **

1.2. Toxicologia forense

Toxicologia forense é a aplicagao da toxicologia ao servico da Lei. Resulta da

combinag¢ao da Quimica Analitica moderna com a Toxicologia Fundamental e a sua aplicagao
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no ambito de procedimentos judiciais relacionados com intoxicagoes. Um toxicologista
forense deve realizar andlises qualitativas e quantitativas e concluir sobre o papel que um
xenobidtico ou endobidtico possa ter desempenhado num determinado caso.” A
Toxicologia Forense envolve entio dois possiveis niveis de interpretagao: qualitativo
(detecao do consumo de uma determinada substancia pelo individuo) e quantitativo
(determinacio do papel que um xenobiético possa ter desempenhado.”

Nesta area, intoxicacao ¢é definida como uma condicio médica ou socialmente
inaceitavel em que um individuo se encontra como consequéncia de estar sob a influéncia de
xenobiéticos numa dose demasiado elevada.”

A Toxicologia Forense pode ser dividida em trés areas. Na Toxicologia Forense post-
mortem, o objetivo é determinar a causa e o modo de intoxicagao através da andlise de
amostras recolhidas durante a autépsia.””> Aquando da morte, o metabolismo de firmacos e
outras substancias para; se a autopsia for realizada num intervalo de tempo adequado e o
corpo nao tiver sido submetido a condigoes extremas, é possivel, através de uma anadlise
toxicoldgica, inferir sobre as substincias presentes no organismo na altura da morte.”

A Toxicologia Forense ante-mortem comportamental e de desempenho humano diz
respeito a analise da influéncia de certas substancias no comportamento humano. Isto inclui
andlise de casos de violéncia sexual facilitada por drogas, de controlo de doping e de
seguranca rodoviaria.*>

A terceira area da Toxicologia Forense envolve a andlise de fluidos corporais
(normalmente urina) para controlo do consumo de determinadas substancias. Esta analise é

normalmente realizada num contexto laboral.*’

2. BENZODIAZEPINAS

2.1. Contexto historico

Até aos anos 1950s, eram muito poucos os farmacos disponiveis para tratar doenga
mental. Para o tratamento de ansiedade, depressao e insonia, era usado hidrato de cloral,
reserpina, barbitiricos e meprobamato. A reserpina provocava varios efeitos secundarios,
incluindo pesadelos incapacitantes. No que respeita ao hidrato de cloral, havia algumas
reservas no seu uso devido a suspeita de que provocava dependéncia, e devido ao facto de
causar frequentemente nauseas, vomitos, confusio, convulsdes e arritmia cardiaca que
progredia para coma®. Os barbituricos (muito populares na primeira metade do século XX

como sedativos, hipnéticos, anestésicos e anticonvulsionantes) levavam ao aparecimento de
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efeitos adversos como ataxia, fala arrastada, tonturas e diminuicao da capacidade de
discernimento. Como facilmente geravam desenvolvimento de tolerancia, o intervalo entre a
concentracao minima efetiva e a concentragao maxima tolerada tornava-se muito estreito,
levando a depressao respiratoria ou cardiovascular, e, na primeira metade dos anos 1900, a
morte por overdose de barbitlricos — acidental ou propositada — era comum.” Além disso, a
interrupcao abrupta da sua toma levava a uma severa e potencialmente perigosa sindrome
de abstinéncia, com o surgimento de tremores, ansiedade, nauseas e vomitos, aumento da
pressio arterial, psicose e convulsdes.” A toma de meprobamato provocava o surgimento
de varios efeitos indesejados, como sedagao, dores de cabega, reagoes paradoxais, confusao
e diminuicao das capacidades cognitivas e psicomotoras. O seu uso a longo termo levava ao
desenvolvimento de tolerancia, com uma dura sindrome de abstinéncia.” Assim, encontrar
uma alternativa segura e eficaz era uma prioridade para todas as companhias farmacéuticas.”

Em 1955, o quimico da Hoffmann — La Roche Leo Sternbach identificou a primeira
benzodiazepina, clorodiazepéxido, patenteada em 1959 sob o nome de Librium®. A equipa de
investigagao continuou o seu trabalho testando alteragoes moleculares de maneira a
aumentar a atividade do composto, e em 1963 o diazepam — sob o nome de Valium® — foi
langado no mercado, conquistando um enorme sucesso, sendo ainda hoje um farmaco muito
utilizado para o tratamento da ansiedade, sindrome de abstinéncia alcodlica e espasmos
musculares.” A procura por novos compostos continuou, e ao longo dos anos foram
descobertas varias benzodiazepinas, como o nitrazepam e alprazolam (Xanax®)."”

Inicialmente, as benzodiazepinas pareciam ser menos toxicas e causar menos
dependéncia que os farmacos anteriormente prescritos, e a probabilidade de levarem a
depressao respiratoria era menor — esta era a principal preocupagao relacionada com o uso
de barbituricos. Os médicos achavam a sua eficacia como relaxantes musculares superior a
dos outros farmacos disponiveis, e, no final da década de 1960, era evidente a sua utilidade
no tratamento da sindrome de abstinéncia de alcool e de barbituricos. As benzodiazepinas
comegaram a ser prescritas para o tratamento de condigoes que anteriormente nao eram
tratadas através de medicagao, como stress, ansiedade e nervosismo. Muitas vezes, os
médicos prescreviam benzodiazepinas durante meses ou anos. Na segunda metade da
década de 1970, as benzodiazepinas estavam no topo da lista de medicamentos mais
prescritos, com cerca de 40 bilides de doses a serem consumidas anualmente.”

No entanto, no inicio da década de 1980, algo comegava a preocupar os médicos: a
possibilidade de abuso e dependéncia. Comegaram a surgir relatos de abuso de
benzodiazepinas, isoladamente ou juntamente ou outras substincias ou alcool, e surgiam

denuncias da venda ilegal de benzodiazepinas. Na década de 1990, o flunitrazepam —
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Rohypnol® — tornou-se conhecido por ser usado por criminosos para facilitar situacdes de
violéncia sexual. Introduzida discretamente e dissolvida numa bebida alcodlica, causa
sonoléncia, reduz as capacidades motoras e causa amnésia anterograda; a vitima nao sabe
que foi violada.®

Na década de 1990, eram passadas cerca de 18 milhoes de prescricoes de
benzodiazepinas.”’ Nos ultimos anos, apesar de terem sido parcialmente substituidas por
outros farmacos para tratar a ansiedade e a insénia — como inibidores seletivos da
recaptacao da serotonina (SSRIs) e melatonina — continuam a fazer parte do grupo de

farmacos mais prescritos.'

2.2, Estrutura quimica, mecanismo de acdao e metabolismo
Tal como o proprio nome indica, os farmacos do grupo das benzodiazepinas sao
formados pela fusao de um anel de benzeno com um anel de diazepina (Figura I). O benzeno
€ um hidrocarboneto aromatico com a férmula molecular C,H,. A diazepina é um composto
heterociclico que possui dois atomos de azoto (que se encontram na posi¢ao | e 4 do anel
de diazepina na maioria das benzodiazepinas). Dependendo das cadeias secundarias ligadas ao
esqueleto estrutural central, varia a atividade farmacolégica das benzodiazepinas, uma vez

que estas cadeias secundérias afetam a afinidade da molécula para os recetores GABA."

Figura | - |,4 — Benzodiazepina®

As benzodiazepinas sao moduladores alostéricos dos recetores GABA,. O GABA —
acido gama-aminobutirico, do inglés Gamma-AminoButyric Acid - ¢é o principal
neurotransmissor inibidor do sistema nervoso central. Um recetor GABA é constituido por
cinco subunidades, glicoproteinas transmembranares, arranjadas de modo a que no centro se
encontre um canal idnico.' Destas cinco subunidades, duas sio @, duas sio B e uma é y. As
benzodiazepinas ligam-se a um local especifico do recetor, diferente daquele a que se liga o
GABA. Este local especifico do recetor encontra-se entre as subunidades al, a2, a3 ou a5
(dependendo do tipo de recetor GABA,) e a subunidade v.* Os recetores GABA,
apresentam varios sitios de ligacao adicionais, nao sé para benzodiazepinas, mas também
locais onde se ligam barbituricos e neuroesteroides.'

A ligagao de uma benzodiazepina ao recetor aumenta a afinidade deste para o GABA,

aumentando a frequéncia da abertura do canal i6nico, permitindo a passagem de iSes cloreto
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através da membrana. Isto resulta em hiperpolarizagio do neurdnio, reduzindo a
excitabilidade da célula alvo. As benzodiazepinas nao mimicam o efeito do GABA nem ativam
os canais i6nicos diretamente.'

Diferentes combinagoes dos varios tipos de subunidades levam a existéncia de varios
subtipos de recetores GABA,. O subtipo da subunidade a presente no recetor esta
associado com o efeito clinico das benzodiazepinas.”

As células onde atuam as benzodiazepinas encontram-se principalmente na espinal
medula, no tronco encefalico e cerebelo e nas areas do sistema limbico e do cortex cerebral
envolvidas na gestio de emogdes e comportamentos.*

Benzodiazepinas com uma estrutura mais lipofilica atravessam mais facilmente a
barreira hematoencefilica e, consequentemente, o seu efeito inicia-se mais rapidamente
comparativamente aquelas que tém uma estrutura mais hidrofilica.”’

As benzodiazepinas sao normalmente bem absorvidas quando administradas por via
oral. O seu metabolismo pode dar-se por duas vias: oxidagao e glucuronidagao.
Normalmente, as benzodiazepinas que sao sujeitas a reagoes de oxidagao (geralmente por
acao do citocromo P450) dao origem a metabolitos ativos, que tém depois de passar por
reagoes de glucuronidagao para serem excretados. Estas sao benzodiazepinas com uma longa
duragao de agao. Por outro lado, a glucuronidagao direta leva a formagao de metabolitos
inativos e rapidamente excretados, fazendo com que farmacos diretamente glucuronizados

tenham uma curta duracio de acio. *°

2.3. Efeitos das benzodiazepinas

As benzodiazepinas diferem na poténcia do seu efeito, tempo necessario para o inicio
do efeito e tempo de acio.' Normalmente sio divididas em trés grupos de acordo com a sua
duragao de acao: aquelas com duragao de agao inferior a 12 horas sio benzodiazepinas de
curta duragao, 12 a 24 horas sao de agao intermédia e mais de 24 horas sio de longa
duragao. A longa duracao de agao de algumas benzodiazepinas é maioritariamente devida a
sua transformagao em metabolitos ativos. Benzodiazepinas de curta duragao de agdo sao
normalmente usadas para tratar insonia e disturbios do sono, uma vez que fazem efeito
rapidamente mas este efeito nao se estende para a manha seguinte. As de duragao de agao
intermédia e longa sao normalmente prescritas para tratamento de ansiedade, permitindo

controlar os sintomas apenas com a administracio de uma dose diaria ou menos.*
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2.3.1. Efeitos benéficos das benzodiazepinas

A eficacia das benzodiazepinas para tratamento de certos distUrbios de ansiedade foi
provada em ensaios clinicos controlados randomizados. Estas sao eficazes para tratamento
agudo dos sintomas de ansiedade generalizada, ansiedade social e disturbio de panico, mas
também em tratamentos a longo prazo em pacientes que tiveram uma boa resposta ao
tratamento agudo. Nao ha evidéncia da eficicia das benzodiazepinas no tratamento de stress
pos-traumatico, e ha pouca evidéncia da sua utilidade em pacientes com disturbio obsessivo-
compulsivo.! As benzodiazepinas nio tém um efeito antidepressivo, mas a sua toma nas
primeiras semanas de um tratamento antidepressivo pode aumentar a adesao a terapéutica e
melhorar a resposta ao tratamento. Alprazolam, clorodiazepéxido, diazepam, lorazepam e
oxazepam sio algumas das benzodiazepinas usadas como ansioliticos.*

As benzodiazepinas, juntamento com os “farmacos-z” (um grupo de compostos que
atuam ligando-se no sitio de agao das benzodiazepinas nos recetores GABA,, mas que sao
estruturalmente diferentes, partilhando algumas das propriedades farmacolégicas das
benzodiazepinas) sao os medicamentos mais eficazes para o tratamento a curto prazo da
insonia severa, incapacitante e causadora de stress. Estes farmacos reduzem o tempo
necessario para adormecer, aumentam a duragao do sono e diminuem os despertares
noturnos. Como hipnéticos, sao preferidas benzodiazepinas com uma curta duragao de agao,
para que o paciente nio experimente sonoléncia no dia seguinte.' Flunitrazepam, triazolam e
loprazolam sio algumas das benzodiazepinas usadas como hipnéticos.*

As benzodiazepinas tém propriedades anticonvulsionantes e de relaxamento
muscular. Assim, podem ser Uteis no tratamento urgente de convulsdes e no controlo de
espasmos musculares ou de disturbios do movimento associadas a toma de medicagao
antipsicotica.’ O clonazepam ¢é uma das benzodiazepinas com propriedades
anticonvulsionantes mais marcadas.*

Apesar de a evidéncia do seu beneficio nao ser clara, a toma de algumas
benzodiazepinas pode ser benéfica em pacientes agitados, com sintomas psicoticos graves ou
no tratamento agudo de episédios maniacos. Nestes casos, a dose e a duragao do
tratamento devem ser cuidadosamente monitorizados.'

Algumas benzodiazepinas (como o diazepam e o clorodiazepéxido) podem ser Uteis
também em pacientes com sindrome de dependéncia alcodlica em abstinéncia do alcool,

especialmente na prevencgao de ataques epiléticos e delirium tremens.'
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2.3.2. Riscos das benzodiazepinas

Estudos controlados e revisoes sistematicas mostram que a toma de benzodiazepinas
pode provocar sonoléncia, sedagao e amnésia anterdgrada (dificuldade em formar novas
memérias). Todos estes efeitos sio dose-dependentes.'

A nivel de efeitos psicomotores, a toma de benzodiazepinas pode afetar
negativamente a capacidade de conduzir, sendo que a magnitude do efeito é dependente do
farmaco, da dose e de outro fatores. Estudos farmacoepidemioldgicos sugerem que a toma
de benzodiazepinas esta associada com um aumento do risco de acidentes rodoviarios. Em
pacientes idosos, a eliminagao de benzodiazepinas de longa duragao de agao da-se mais
lentamente do que em pacientes mais jovens. Estao mais vulneraveis aos efeitos cognitivos e
psicomotores das benzodiazepinas, aumentando assim o risco de quedas e consequentes
lesoes, pelo que a prescricao destes farmacos na populagao idosa deve ser cuidadosamente
ponderada.'

Ha alguma controvérsia quanto a questao do comportamento desinibido e impulsivo
traduzir-se em hiperatividade, excitagao e ansiedade aumentada. Estas reagoes paradoxais
podem levar a agdes criminais como agressoes. Teoricamente, entende-se que a toma de
benzodiazepinas pode desencadear este tipo de reagdoes em individuos com predisposicao
(pacientes com transtorno da personalidade borderline, transtornos do controlo de impulsos,
entre outros). A combinagao de benzodiazepinas com alcool leva a uma maior probabilidade
de ocorréncia de reacoes paradoxais.* '

Pode ocorrer tolerancia aos efeitos das benzodiazepinas, especialmente para os
efeitos sedativos e anticonvulsionantes. Tolerancia para os efeitos hipnoéticos e ansioliticos
também pode ocorrer, mas menos frequentemente e mais lentamente.'

A dependéncia de benzodiazepinas manifesta-se pelo aparecimento de sintomas de
privagao quando o tratamento € descontinuado ou a dose é rapidamente reduzida. Os
sintomas de privagao podem ser fisicos (cefaleias, mialgias, taquicardia, fadiga) e psicoldgicos
(irritabilidade, insénia, pesadelos, despersonalizagao/desrealizagao). Geralmente, a duragao
destes sintomas € inferior a um més. Benzodiazepinas com um menor tempo de meia-vida
estao associadas a um maior risco de desenvolver dependéncia.'

Para evitar sindrome de privagao e efeito rebound, é aconselhavel ir diminuindo
gradualmente a dosagem. Este periodo de diminuicao deve ser considerado mesmo depois
de tratamentos a curto prazo; depois de tratamentos mais prolongados, este periodo pode
ter uma duracio de varios meses.' A tabela 2 resume os efeitos benéficos e os riscos da

toma de benzodiazepinas.
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Tabela 2 - Efeitos benéficos e os riscos da toma de benzodiazepinas.

AU o P (6 Riscos das benzodiazepinas

benzodiazepinas

*Tratamento dos sintomas de ansiedade *Sonoléncia, sedagio e amnésia anterdgrada
gefngralizada, ansiedade social e distirbio de +Aumento do risco de quedas e consequentes
panico lesoes, especialmente em idosos
*Aumento  da  adesio a  terapéutica +Diminuicio da capacidade de condugio
antidepressiva o . . *Ocorréncia de reagdes paradoxais -
*Tratamento da insénia severa, incapacitante e hiperatividade,  excitacio e  ansiedade
causadora de stress aumentada - especialmente em individuos
*Tratamento de convulsdes e controlo de com predisposi¢ao e quando combinadas com
espasmos musculares e disturbios do o consumo de élcool

movimento *Desenvolvimento de tolerancia
* Tratamento agudo de episédios maniacos *Desenvolvimento de dependéncia, sindrome
*Tratmento da sindrome de depéndéncia de privagdo e possibilidade de efeito rebound.

alcoolica.

2.4. Abuso de benzodiazepinas

Entre as varias definicdes de “abuso”, algo que quase todas tém em comum é o
principio de que a substancia é usada para fins ndo terapéuticos, para obtengao de efeitos
psicotrépicos (como, por exemplo, euforia e sedagio).”’ Segundo a Associagio Americana
de Psiquiatria, o abuso de uma substancia caracteriza-se por um padrao de uso problematico
e continuado apesar do conhecimento de se ter um problema social, ocupacional,
psicoldgico ou fisico, que é causado ou cujos efeitos sao exacerbados pelo uso recorrente
mesmo em situagdes em que é fisicamente perigoso.*

Por uso indevido de uma substancia, entende-se que a substancia nao é tomada de
acordo com as indicagoes médicas ou nas dosagens prescritas. O farmaco é tomado com um
intuito terapéutico (ou seja, nao com o objetivo de obter efeitos psicoativos ou euféricos)
mas nao da maneira como foi prescrito.”'

Existem varios fatores que fazem com que uma substincia seja passivel de uso
indevido e abuso. O mais importante esta relacionado com o grau de efeito de refor¢co que a
substancia provoca. Uma substancia apresenta efeito de refor¢o quando a sua apresentagao
produz respostas que provocam de novo a procura da substincia. Estudos em humanos
mostram que as benzodiazepinas provocam efeito de refor¢o principalmente em individuos
com um historial de abuso de alcool ou drogas, com disturbios de ansiedade ou disturbios
do sono, sendo que este efeito nao é muito marcado em individuos que nao possuem estas

carateristicas.”
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Outro fator que permite prever o uso indevido e abuso de uma substancia é a
probabilidade de ocorrerem sintomas de privacao depois de administragao continuada. De
notar que o abuso pode ocorrer mesmo quando sintomas fisicos de privagao estao ausentes;
a possibilidade de uma substancia causar dependéncia é um indicador da potencialidade de
abuso, mas nao necessariamente uma condicao. Como ja foi referido acima, as
benzodiazepinas podem causar sintomas de privagao (tanto fisicos como psicologicos), o que
torna este grupo de firmacos passivel de uso indevido.”

O terceiro fator que pode indicar a propensao de uma substancia para ser objeto de
uso indevido esta relacionado com o efeito subjetivo por ela produzido.*

Apesar de as benzodiazepinas terem potencial de abuso, este ¢ muito menor do que
para outras substancias, como a heroina, a cocaina ou barbitiricos. O abuso de
benzodiazepinas individualmente nio é muito frequente, mas o abuso deste grupo de
farmacos juntamente com outras substincias, como alcool ou outras drogas, € muito mais
comum.* Uma percentagem significativa de individuos com problemas de alcool também
abusa de benzodiazepinas. Quando tomadas juntamente com a heroina, este grupo de
farmacos permite intensificar os seus efeitos, e esta combinagao pode levar overdoses fatais.
A combinagao com anfetaminas € comum para diminuir os tremores e ansiedade causados
pela toma de estimulantes e para induzir o sono.*

Em situacoes de abuso, estes farmacos sao normalmente consumidos por via oral,
mas também podem ser tomados por via intranasal ou intravenosa. Esta Ultima via de
administragao pode ser especialmente perigosa, uma vez que pode resultar em abcessos,
celulite infeciosa, trombose e gangrena, além da possibilidade de transmissao de Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV) e hepatite.*

2.5. Importancia da analise de benzodiazepinas em toxicologia forense

O abuso de benzodiazepinas esta associado com episddios de amnésia e blackouts — o
que pode levar a consequéncias graves a nivel de seguranga rodoviaria.*

Devido ao seu efeito desinibitorio, agressividade e violéncia sao comuns em
individuos que abusam destas substancias. Além disso, as benzodiazepinas também podem
ser utilizadas para facilitar situagdes de agressio sexual e assaltos.*

Andlises toxicologicas sao particularmente importantes em casos de homicidio, em
que drogas possam ter sido dadas a vitima para que esta ficasse inconsciente. Em casos de

aparente suicidio estas analises sio também muito importantes.”
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A interpretagao de resultados de uma andlise forense post-mortem pode ser muito
complicada, e dever ser feita com um conhecimento detalhado do caso, incluindo resultados
da autdpsia, relatérios da cena do crime e historial médico disponivel.”

Sendo as benzodiazepinas um grupo de firmacos muitas vezes abusado em
concomitancia com outras drogas ou alcool, pode ser muito dificil determinar a causa da

morte e a responsabilidade relativa de cada substincia na morte do individuo.*

3. ANALISE DE BENZODIAZEPINAS

Num laboratério de toxicologia forense, a identificagao e quantificagao de um
xenobiotico sao cruciais e estao dependentes do desenvolvimento e da melhoria continua de
técnicas de andlise.”

Primeiramente, é feita uma analise de screening, para detetar se uma substancia esta
ou nao presente numa amostra. Depois, € feita uma analise confirmativa qualitativa e/ou
quantitativa. A quantificacao € necessaria (especialmente em toxicologia post-mortem) para
perceber qual o papel que xenobidtico possa ter desempenhado na intoxicagio.”

Antes da andlise, ocorre a fase pré-analitica. Esta fase envolve varios processos: vai
desde a recolha da amostra, o seu acondicionamento, transporte e armazenamento até a
preparagio das aliquotas.”

Algumas substancias presentes num organismo podem sofrer alteragoes quimicas
post-mortem. Isto é o caso das nitrobenzodiazepinas, como o nitrazepam, o clonazepam e o
flunitrazepam, que sao rapidamente convertidas nos seus metabolitos por bactérias
anaerdbias. Assim, analises toxicologicas post-mortem destas substincias devem ter como
foco os seus metabolitos. Outras benzodiazepinas também podem estar sujeitas a alteragoes
post-mortem, mas estas podem ser minimizadas se as amostras forem armazenadas a -20°C
ou menos e analisadas o mais rapidamente possivel. Alguns dados sugerem que o diazepam e
o temazepam se degradam facilmente em organismos em fase de putrefagao. Assim, em
cadaveres ja neste estagio de decomposicao e em que se suspeite de exposigao a

benzodiazepinas, é aconselhdvel a colheita de amostras como cabelo.”

3.1. Amostras biologicas
Em toxicologia forense, uma amostra biologica é uma porg¢ao de fluido corporal,
tecido, etc. que tenha estado em contacto com a substancia de interesse e cuja colheita é
feita sob condigoes definidas. Embora teoricamente uma andlise toxicologica possa ser

realizada em quase qualquer amostra, estas normalmente realizam-se em amostras para as
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quais existe um método validado ou literatura suficiente para apoiar a interpretagao dos
resultados obtidos.”

Para detecao e quantificagdo de benzodiazepinas, varias amostras podem ser
analisadas: sangue, sérum, plasma, urina, fluido oral, cabelo, fezes, liquido cefalorraquidiano e
unhas.”® Abaixo, serdo discutidas as mais importantes. O tipo de amostra a utilizar depende
de varios fatores: se se trata de uma analise ante- ou post-mortem, se se pretende uma analise
quantitativa ou apenas qualitativa, quais os tecidos/fluidos que estao disponiveis para serem

colhidos, entre outros.”

3.1.1. Colheita, acondicionamento e armazenamento de amostras

Os resultados de uma analise de uma amostra biolégica podem ser fortemente
influenciados pelo modo como a colheita é feita. Assim, é essencial assegurar que esta é
realizada de maneira adequada e tendo em conta a analise pretendida.**

A colheita de amostras deve ser feita de maneira de maneira a evitar tanto a perda de
analito como a contaminagao da amostra por substiancias que possam interferir na analise e
na interpretacao dos resultados. Aquando da colheita de amostras, devem ser tidas em
conta questoes relacionadas com seguranca. Como regra geral, todas as amostras devem
tratadas como se fossem infeciosas, e portanto manuseadas com cuidado. Os principais
riscos estio relacionados com tuberculose, hepatite B e HIV.*

No que respeita ao acondicionamento, é essencial assegurar que os recipientes que
contém as amostras estao devidamente identificados, de maneira a que nao existam duvidas
quanto a origem da amostra. No minimo, a seguinte informagao deve estar presente:
numero de identificagdo do caso, nome da vitima, tipo de amostra e local anatémico de
colheita (se aplicavel), assinatura do responsavel pela colheita, data e hora. Estes recipientes
devem ficar bem cheios e ser firmemente fechados.”

O armazenamento de amostras, especialmente se nao forem analisadas
imediatamente, deve ser feito a temperatura adequada, se necessario em recipientes com

conservante apropriado, num ambiente seguro.”

Geralmente, depois de colhidas, as
amostras permanecem a temperatura ambiente por umas horas durante o transporte,
recegao e registo. Sao depois armazenadas a temperatura de 4°C durante alguns dias, até a
andlise de detecao e confirmagao/quantificagao estar concluida e a temperaturas negativas
durante varios meses ou anos para efeitos legais e possivel reanalise.”

Melo et al conduziu em 2012 um estudo para avaliar a estabilidade das

benzodiazepinas em amostras post-mortem armazenadas a diferentes temperaturas. Este

estudo concluiu que a degradagao de benzodiazepinas aumentou com o tempo de
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armazenamento, e que nao houve diferengas entre amostras armazenadas a -20°C e a -80°C;
as benzodiazepinas estudadas apresentaram alguma estabilidade durante os seis meses

quando armazenadas a temperaturas negativas.”

3.1.2.  Sangue, plasma e sérum

Apesar da sua complexidade, o sangue é a amostra biologica de exceléncia para
detetar, quantificar e interpretar a presenca de benzodiazepinas, especialmente em
toxicologia post-mortem.’* E a amostra biologica de referéncia para determinar se uma
substancia estava presente num nivel terapéutico, subterapéutico ou potencialmente toxico
na altura da morte.*

O principal fator que contribui para a complexidade desta amostra e que pode
dificultar a interpretagao dos resultados é um fenomeno conhecido como redistribuicao
post-mortem — movimento de substancias entre tecidos, orgaos e fluidos corporais que
ocorre depois da morte. Este € um fenomeno complexo, nos quais provavelmente estao
envolvidos varios mecanismos. Pensa-se que alteragoes no pH e na estrutura das proteinas
que ocorrem apos a morte levem a quebra das ligagcoes entre firmacos e proteinas, e ha
libertagao e difusao da substancia de 6rgaos ou tecidos onde a sua concentragao € maior
(normalmente figado e pulmoes) para os vasos sanguineos mais proximos. Farmacos que se
concentram nos 6rgaos mais importantes através de ligagoes a proteinas e outras moléculas,
como é o caso dos antidepressivos triciclicos, sio mais passiveis de sofrerem redistribuicao
post-mortem. As benzodiazepinas nao sao muito afetadas por este processo uma vez que a
sua concentragao nos principais orgaos nao € muito elevada relativamente a sua
concentragio no sangue. Para andlises ante-mortem, o sangue é normalmente colhido de
uma veia. Neste tipo de andlises, a maioria dos ensaios quantitativos sao feitos em plasma

elou sérum.”

3.1.3.  Urina
A urina é uma das maiores vias de eliminagao de xenobioticos do organismo; nela
acumulam-se substancias toxicas e respetivos metabolitos, o que pode resultar numa elevada
concentragao, tornando mais facil a detecao destas substdncias. Esta matriz é geralmente
desprovida de compostos de elevado peso molecular devido ao processo de filtragao
glomerular, o que simplifica a sua preparagio para analise.’ **
No entanto, € universalmente aceite que, salvo raras excegoes, nao ha uma

correlagao entre a concentragao de uma substancia na urina e a sua concentragao no sangue,

e ainda menos entre a concentragao na urina e efeitos farmacologicos ou toxicoldgicos.
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Varios fatores podem afetar a concentracio de um xenobidtico na urina, tais como a
ingestao de liquidos, taxa metabdlica, taxa de filtragao glomerular e pH da urina (bases fracas
como anfetaminas e metadona sao mais eficientemente excretadas em urina acida, enquanto
acidos fracos como barbitiricos sao mais eficientemente excretados em urina basica). Assim,
tentar estimar a concentragao sanguinea de uma substancia a partir da sua concentragao na
urina é imprudente.”’> Amostras de urina sio entio adequadas para fazer a triagem de
substancias com interesse médico-legal e sao especialmente de interesse em analises ante-
mortem para controlo do consumo de determinadas substincias.”

Muitas benzodiazepinas sao excretadas na urina maioritariamente na forma dos seus
metabolitos resultantes de rea¢oes de glucuronidagao, que sao mais polares. A maioria dos
métodos convencionais para detegao na urina requer hidrélise enzimatica ou 4cida,

formando benzofenonas.*®

3.1.4. Figado

Em toxicologia post-mortem, a analise ao figado pode ser de grande utilidade para
complementar os dados obtidos na andlise ao sangue ou em casos em que nao seja possivel
obter sangue. Este tecido apresenta diversas vantagens: por ser o principal orgao
responsavel pelo metabolismo, nele encontram-se normalmente elevadas concentragoes da
substancia de interesse e dos respetivos metabolitos; além disso, € um tecido razoavelmente
homogéneo e relativamente pouco afetado por redistribuicao post-mortem. No entanto, a
utilizacao de amostras deste tecido apresenta também algumas limitagoes: a necessidade de
preparar um homogenato, a presenca do efeito de matriz e a auséncia de uma base de dados

que auxilie na interpretagio dos dados obtidos.”

3.1.5. Humor vitreo

O humor vitreo é um liquido transparente e gelatinoso que se encontra entre o
cristalino e a retina. Pode ser de uma grande utilidade em analises toxicologicas post-mortem
(especialmente quando nao é possivel obter amostras de sangue) devido ao facto de se
encontrar no organismo numa quantidade consideravel, ser facilmente acessivel e manter-se
estavel apds a morte, uma vez que esta protegido de putrefagao e trauma, € resistente a
contaminagao microbiolégica e é pouco suscetivel aos efeitos da redistribuicao post-
mortem.”’” No entanto, existem poucos estudos que relacionem a concentragio em humor
vitreo com a concentragio no sangue.”’

Em 2014, foi publicado um estudo por Bévalot et al. que avaliou uso de humor vitreo

e bilis como matrizes alternativas ao sangue para determinagao qualitativa e quantitativa de
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seis substancias, entre as quais duas benzodiazepinas — diazepam e citalopram. Para isto,
foram realizados testes em animais e analisadas amostras recolhidas em autopsias de seres
humanos. A nivel qualitativo, as amostras de humor vitreo mostraram ser valiosas: quando as
moléculas foram detetadas nas amostras de sangue, foram sistematicamente detetadas nas
amostras de humor vitreo. Mais: nos testes em animais, demonstrou-se que esta matriz
proporcionava geralmente janelas de detegao mais largas que o sangue. A nivel quantitativo,
foi demonstrada a existéncia de uma correlagao significativa entre a concentragao das
moléculas analisadas no sangue e no humor vitreo nos testes em animais; no entanto, nas

amostras humanas, esta correlagio nio foi encontrada para o diazepam.*

3.1.6.  Fluido oral

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse em amostras biologicas alternativas
como o fluido oral, o cabelo e o suor como matrizes para detecao de xenobidticos e
respetivos metabolitos. Em toxicologia forense, o fluido oral pode ter utilidade
especialmente em andlises ante-mortem.”’

Apresenta como principal vantagem a facilidade de colheita. Além disso, como ¢é
constituido maioritariamente por agua (com pequenas quantidades de proteina e lipidos), a
sua andlise pode ser mais facil e rapida quando comparada com a de outras substancias. No
entanto, apresenta também algumas desvantagens: varios fatores como o volume de fluido
colhido, a recuperagao dos analitos do aparelho utilizado e a estabilidade da substancia
podem influenciar a sua concentragao. Normalmente, o periodo em que xenobioticos sao
detetaveis no fluido oral é menor do que aquele em que sao detetdveis na urina, pelo que
métodos de andlise mais sensiveis sao necessarios.>’

Usando como método de anidlise, por exemplo, cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS), é possivel obter métodos fidveis e
precisos para quantificagio de benzodiazepinas em fluido oral.>® Kintz et al. publicou em 2005
um método sensivel, especifico e reproduzivel para a detegao e quantificagao de dezassete

benzodiazepinas e outros hipnéticos no fluido oral.*®

3.1.7. Cabelo
Tal como acontece com o fluido oral, o interesse no cabelo como matriz bioldgica
tem aumentado nos Uultimos anos, especialmente com o desenvolvimento de técnicas
analiticas cada vez mais sensiveis. Em relagdo as amostras bioldgicas classicas — como o
sangue e a urina — oferece a vantagem de permitir uma colheita nao invasiva que pode ser

realizada sob estreita supervisao para evitar adulteragao ou substituicao. A janela de detecao
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é alargada para semanas, meses ou até anos, e € especialmente util na construgao do
historico de uso (ou nao uso) de substancias. No entanto, ainda ha pouca informagao no que
concerne a interpretagao de resultados, e a taxa de incorporagao de determinada substancia
pode ser influenciada por fatores como a etnia do individuo, tratamentos cosméticos,
contaminagao externa e particularidades relacionadas com a propria substancia. Para a
andlise de alguns analitos — como é o caso das benzodiazepinas — sao necessarios métodos
muito sensiveis, especialmente se foi administrada apenas uma dose da substincia.”
Fernandez et al. desenvolveu e validou em 2014 um método para a detegao de vinte e
nove benzodiazepinas e outros hipnoticos em cabelo, usando como método de andlise
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em tandem
(UHPLC — MS/MS).”> A tabela 3 resume as vantagens e desvantagens da utilizagio das

diversas amostras bioldgicas aqui discutidas.

Tabela 3 — Resumo das vantagens e desvantagens da utilizagao de cada amostra biologica.

Amostra Vantagens Desvantagens
e Permite determinar se uma | ¢ Redistribuicao post-mortem.
substdncia estava presente
Sangue, plasma e sérum num Anl'v.el terapéutico,
subterapéutico ou
potencialmente  toxico na
altura da morte.
e Elevada concentragio de | ¢ Auséncia de correlagio entre a
Urina xenobidticos. concentragao de uma
e  Auséncia de grandes substancia na urina e efeitos
moléculas. farmacolégicos/toxicologicos.
e Elevada concentragio de | ® Necessidade de preparar um
benzodiazepinas e homogenato.
Figado metabolitos. e Elevado efeito de matriz.
e Pouco afetado pela | ¢ Poucas bases de dados para
redistribuicao post-mortem. auxiliar interpretacao.
e Facilidade de colheita. e Pouca literatura.
Humor vitreo e Mantém-se estavel apds a
morte.
e Facilidade de colheita. o Necessidade de métodos mais
. e Pouca presenca de proteinas e sensiveis
Fluido oral L <
lipidos. e A concentragio pode ser
influenciada por varios fatores.
e Colheita n3o invasiva e |e Pouca literatura.
facilmente supervisionada. e Taxa de incorporagao
Cabelo e Larga janela de detecdo. influenciada por varios fatores.
e Necessidade de  métodos
sensiveis.
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3.2. Preparacao de amostras

A preparagao das amostras a serem analisadas € essencial. As matrizes bioldgicas sao
muito complexas, com presenca de proteinas, lipidos e sais que podem influenciar a
sensibilidade e a seletividade do processo. As técnicas mais utilizadas para o pré-tratamento
de amostras biologicas sao a extragao liquido — liquido (LLE) e extragao em fase sdlida
(SPE).>?

Técnicas de extragao seguidas de cromatografia podem ser realizadas de dois modos:
online ou offline. Quando as técnicas de preparagao de amostras sao feitas online, a etapa de
extragao é realizada no proéprio sistema cromatografico; em processos offline, esta etapa é
efetuada separadamente.®® Na pratica, a maioria dos processos de preparagdo de amostras
s3o realizados offline.”®

Na literatura tém sido descritos varios processos para a extragio de
benzodiazepinas: extracao liquido — liquido, extragao liquido — liquido dispersiva, extracao
em fase solida, micro extragao em fase sélida, extragao por fluido supercritico, extragao em
fase sélida usando polimeros de impressao molecular, e procedimentos de nao extragao,

como a injegao direta.®’ Abaixo serao discutidos os mais pertinentes.

3.2.1. Extracao liquido - liquido (LLE)

A extracao liquido — liquido — em inglés, Liquid — Liquid Extraction (LLE) — é uma
técnica de extragao que envolve duas fases liquidas imisciveis, uma organica e uma aquosa. A
escolha adequada do solvente organico e o ajuste do pH é essencial para uma boa
recuperagao do analito. No final do processo, os analitos estao normalmente presentes no
solvente organico. Depois de uma etapa de evaporagiao, o residuo é reconstituido e
concentrado num solvente compativel com a técnica de analise a ser utilizada. Esta técnica
apresenta diversas vantagens: € simples e relativamente eficaz, pouco dispendiosa, ha uma
grande variedade de solventes disponiveis e € uma técnica extensivamente descrita na
literatura. No entanto, apresenta também algumas desvantagens: sao necessarios grandes
volumes de solventes e de amostra, pode ocorrer adsor¢ao dos analitos na vidraria e
acarreta problemas relacionados com a formagao de emulsdes.” ¢

Solventes de extragao comumente utilizados para extragao de benzodiazepinas sao
benzeno, éter etilico, metanol, acetona, cloroféormio, dicloroetano, tolueno e misturas
compostas por cloroférmio : isopropanol (3:1), benzeno : diclorometano (4:1), cloroférmio :
etanol (5:1) e tolueno : heptano (4:1).%

Yoshida e Akane estudaram a extragao de benzodiazepinas em amostras de sérum

através de um método denominado “extragao liquido — liquido a temperatura sub-zero”.
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Baseando-se no facto do acetonitrilo hidrofilico se separar da fase aquosa a sensivelmente -
20°C, uma mistura de acetonitrilo com a amostra ou com uma solugao aquosa foi sujeita a
esta temperatura para que ocorresse separagao das duas fases. Depois de repetir este
processo trés ou quatro vezes, a percentagem de recuperagao dos analitos foi de quase
100% e na cromatografia liquida de alta eficiéncia que se seguiu nao foram detetados outros

componentes que interferissem na quantificacio de benzodiazepinas.®

3.2.2. Extracao em fase soélida (SPE)

A extragao em fase sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) é um procedimento
baseado nos mesmos principios que a cromatografia liquida. Nesta técnica, a amostra é
introduzida num cartucho que contém a fase estacionaria, onde o analito (e possivelmente
outros componentes) fica retido. Depois de se limpar a coluna para retirar os interferentes
menos retidos que o analito, este é eluido com um solvente apropriado.®® Contrariamente a
extragao liquido — liquido, esta técnica nao apresenta o problema da formagao de emulsoes,
e nao requer o uso de grandes volumes de solvente. Como estao disponiveis no mercado
um grande numero de diferentes cartuchos e solventes, esta técnica pode ser indicada para
varios tipos de analitos. No entanto, esta técnica apresenta também algumas desvantagens:
requer o uso de solventes organicos e € um processo que envolve varias etapas. >

Solventes de extracao comumente utilizados para extracao de benzodiazepinas sao
benzeno, éter etilico, metanol, acetona, cloroférmio, dicloroetano, tolueno e misturas
compostas por cloroférmio : isopropanol (3:1), benzeno : diclorometano (4:1), cloroférmio :
etanol (5:1) e tolueno : heptano (4:1).%

Para extragio de benzodiazepinas, podem ser utilizados diferentes materiais. Tém
sido descritos métodos de SPE de fase reversa, em que a fase estacionaria é nao polar, com
o uso de cartuchos Cge C;** Kuang et al. comparou LLE com SPE C,g, concluindo que a taxa
de recuperagao era semelhante para os dois métodos, mas que havia menos impurezas
associadas a SPE.**

Os cartuchos Oasis® HLB possuem uma fase estaciondria formada por um copolimero
com propriedades tanto hidrofilicas como lipofilicas, capazes de capturar analitos polares;
isto apresenta uma vantagem na andlise de benzodiazepinas, uma vez que os seus
metabolitos sao normalmente mais polares (como € o caso do oxazepam, um metabolito do
diazepam). Além disso, nio h4 necessidade de manter a fase estaciondria himida.® He et al.
estudou as vantagens da utilizagdo deste cartucho para extragao de metadona e
benzodiazepinas em amostras biolégicas em comparagao com cartuchos de C,; e com LLE.

Os resultados mostraram que as taxas de recuperagao de analito eram mais elevadas quando
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usado um cartucho Oasis® HLB, o tempo de extracio era menor e os cromatogramas
obtidos eram mais limpos.*

Como referido acima, a maioria das técnicas de preparagao de amostras sao feitas
offline, o que faz com que sejam necessarios volumes relativamente elevados de amostra e de
solvente de eluicao. Métodos de SPE online requerem menores quantidades de amostra, nao
necessitam de concentragio do extrato antes da injecdo e sio mais rapidos.”® Feng et al.
desenvolveu um método para a determinagao simultinea de varias drogas de abuso e
respetivos metabolitos na urina por LC-MS/MS, automatizando o procedimento de SPE e
comparando os resultados com aqueles obtidos quando a preparagao foi realizada
manualmente. O procedimento de SPE utilizado apresentou taxas de recuperagao tao boas
ou melhores que as resultantes dos procedimentos manuais, com resultados semelhantes a
nivel de precisdo e exatidao.*

No inicio da década de 1990, Pawliszyn desenvolveu uma técnica de preparagao de
amostras designada microextracao em fase soélida (SPME, do inglés Solid-Phase
Microextraction). Esta técnica apresenta vantagens em relagao a SPE classica: € um processo
rapido e nao ha necessidade da utilizagao de solventes. Foi especialmente desenvolvida para
a andlise de analitos volateis através de cromatografia gasosa, mas tem sido aplicada em
analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chomatography) e eletroforese capilar. O dispositivo basico de SPME consiste, normalmente,
numa fibra de silica fundida com cerca de 10 mm de comprimento e 110 a 160 pm de
didmetro coberta com materiais adsorventes com uma espessura de 7 a 100 pm. A extracao
pode ser realizada diretamente ou por headspace. Esta Ultima é preferivel: produz extratos
mais limpos e ha menos desgaste das fibras por nao haver adsorgao de proteinas que ocorre
na extragao direta. No entanto, a maioria dos fairmacos sao nao ou semi-volateis, tornando a
extracio por headspace de fluidos bioldgicos dificil.®” ¢

Mullett e Pawliszyn publicaram em 2002 um artigo que descrevia a determinagao
direta de benzodiazepinas em fluidos bioldgicos empregando como técnica de extragao
SPME utilizando como material de revestimento da fibra alquil-diol-silica (ADS). As particulas
(porosas) deste material de acesso restrito possuem uma camada exterior que impede a
adsorgao de proteinas, enquanto que a camada interior é responsavel pela extragao dos
analitos de interesse. O uso de ADS permite assim uma extragao direta sem contaminagao
por proteinas.® A tabela 4 resume as vantagens e desvantagens das principais técnicas de

preparagao de amostras aqui discutidas.
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Tabela 4 - Vantagens e desvantagens das varias técnicas de preparagao de amostras.

Técnica

Vantagens

Desvantagens

Extragao Liquido — Liquido
(LLE)

Simples e relativamente eficaz
Pouco dispendiosa

Grande
solventes disponiveis

variedade de

Extensivamente descrita na

literatura

e Adsorcao dos

o Necessarios grandes volumes

de solventes e de amostra
analitos na
vidraria

e Formacao de emulsoes

Extragcdo em Fase Sélida
(SPE)

Nao ha formacio de emulsdes
Nao requer uso de grandes

volumes de solventes e

amostra
Disponibilidade de grande
numero de diferentes

cartuchos e solventes

e Uso de solventes organicos
e Processo com varias etapas

Microextracao em Fase
Solida (SPME)

Processo rapido
Nao requer a utilizagao de
solventes

o Possivel desgaste das fibras

3.3.

Métodos de analise

Os métodos analiticos para andlises de benzodiazepinas podem ser categorizados da

seguinte forma:

| — Métodos cromatograficos — cromatografia em camada fina (TLC, do inglés Thin-

Layer Chromatography), cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography), e

cromatografia liquida (cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia liquida de

ultra eficiéncia, cromatografia liquida micelar e separagao quiral).

2 — Imunoensaios (IA, do inglés Immunoassay).

3 — Eletro-separagao capilar.

4 — Fotometria.

5 — Métodos eletroanaliticos (potenciometria, voltametria).®'

A figura 2 apresenta uma comparagao entre os métodos aplicados nas

publicagdes relativas a analise de benzodiazepinas.
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Figura 2 — Comparagio entre os métodos aplicados nas publicagdes relativas a analise de benzodiazepinas.®'

De seguida, serao discutidos os métodos com mais interesse/mais explorados para a

andlise de benzodiazepinas em toxicologia forense.

3.3.1. Imunoensaios

Imunoensaios sao métodos de analise que se baseiam na interagao entre antigénios
(moléculas alvo) e anticorpos.”’ Existem vérios tipos de imunoensaios: radioimunoensaios
(RIA, do inglés Radioimmunoassay), ensaios imunoenzimaticos (EIA, do inglés Enzyme
Immunoassay), imunoensaios de fluorescéncia polarizada (FPIA, do inglés Fluorescence
Polarization Immunoassay) e ensaios baseados na inibicao da aglutinagao do latex (LAI, do
inglés Inhibition of Latex Agglutination).® Os RIA sio normalmente ensaios competitivos, em
que a concentragao de analito é extrapolada da curva de calibragao. Este tipo de ensaios
utiliza como marcador isétopos radioativos, como 'Zl, '*C e *H. O ELISA (do inglés Enzime-
Linked Immunosorbent Assay) é o exemplo mais classico dos EIA. Este ensaio baseia-se nas
reacdes antigénio-anticorpo detetaveis através de reagdes enzimaticas.”” Os FPIA utilizam
como marcador fluorocromos.”'

Os imunoensaios sao métodos rapidos e flexiveis. No entanto, apresentam algumas
dificuldades no que respeita a determinagao de benzodiazepinas. Este € um grande grupo de
farmacos, do qual fazem parte mais de 50 moléculas (sendo que muitas delas podem ainda
ser convertidas a diferentes metabolitos) que apresentam diferengas estruturais, de poténcia
e de vias metabdlicas e de eliminagdo.” Este tipo de ensaios nio deteta especificamente uma
substancia — os anticorpos detetam substancias que possam ter uma estrutura quimica
semelhante e que sejam imunologicamente reativos, mas que podem nao ser a substancia de

interesse. Imunoensaios para detegao de anfetaminas, por exemplo, podem também detetar
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fenilpropanolamina e efedrina. Este fenomeno tem o nome de reatividade cruzada e pode
levar a existéncia de falsos positivos. Certas benzodiazepinas ou metabolitos podem
apresentar uma baixa imunoreatividade (especialmente metabolitos resultantes de reagoes
de glucuronidagio), o que pode levar a falsos negativos.”

Em 2013, Bertol et al. avaliou a detecao de benzodiazepinas e metabolitos em
amostras de urina por imunoensaios e por LC-MS/MS. Neste estudo, comparou os principais
imunoensaios utilizados em toxicologia forense - Cloned Enzyme Donor Immunoassay
(CEDIA); Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique, (EMIT); Fluorescent Polarization
ImmunoAssay, (FPIA); Kinetic Interaction of Microparticles in Solution, (KIMS) e
Immunochromatographic Techniques (IMC) — e LC-MS/MS. Para este estudo, foram avaliados
varios parametros: verdadeiros positivos (VP), verdadeiros negativos (VN), falsos positivos
(FP), falsos negativos (FN), sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) —
calculado por VP/(VP+FP), valor preditivo negativo (VPN) — calculado por VN/(VN+FN) - e
exatidao. No que respeita aos resultados dos imunoensaios, estes mostraram uma alta
sensibilidade mas uma baixa especificidade, o que leva a uma elevada incidéncia de falsos
positivos, requerendo assim um grande numero de andlises de confirmagao. Os ensaios de
IMC foram os que apresentaram o maior nimero de falsos positivos. Por outro lado, foram
também detetados alguns falsos negativos, especialmente quando o método usado foi o FPIA.
Normalmente, falsos negativos nao sao seguidos de andlise de confirmagao, pelo que a sua
ocorréncia pode ter consequéncias graves quando se trata de uma andlise na area da
toxicologia forense. Assim, quando as circunstancias de um caso sugerem fortemente o uso
de benzodiazepinas, resultados negativos deverao também ser seguidos por uma andlise
através de, por exemplo, LC-MS/MS. CEDIA, EMIT e KIMS apresentaram os melhores
resultados de exatidao, VPP e VPN. Observando os resultados quantitativos obtidos nos
imunoensaios, nota-se uma sobrestimagao em relagao aos obtidos por LC-MS/MS; KIMS e
FPIA mostraram os valores mais préximos aos de LC-MS/MS.”

Assim, imunoensaios sao normalmente usados como método de triagem, seguindo-
se depois uma andlise por outro método (como cromatografia liquida ou cromatografia
gasosa) para confirmagio/quantificagio.”” A tabela 5 resume as principais caracteristicas dos

imunoensaios usados para a detegao de benzodiazepinas em toxicologia forense.
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Tabela 5 — Resumo das principais caracteristicas dos imunoensaios usados para a detegdao de benzodiazepinas
em toxicologia forense aqui discutidos.

Principio Tipos Vantagens Desvantagens Utilidade
Interagao entre e RIA e Rapidos e Nio especificos Método de triagem
antigénios e EIA (ELISA) e Flexiveis e Possivel baixa
(moléculas alvo) e | o FPIA imunoreatividade
anticorpos. o LAI

3.3.2. Cromatografia em Camada Fina (TLC)

A cromatografia em camada fina é uma das mais antigas técnicas cromatograficas.”
Relativamente as outras técnicas cromatograficas, € um método simples e rapido.”

Na maioria dos procedimentos de TLC para andlise toxicologica, as benzodiazepinas
e os seus metabolitos sao primeiro hidrolisados, dando origem a benzofenonas. Diferentes
benzodiazepinas podem dar origem a mesma benzofenona, pelo que estes métodos nao sao
especificos. Certos farmacos, como o alprazolam, o loprazolam e o triazolam nao formam
benzofenonas. Como solventes, sao frequentemente usados acetato de etilo, as misturas
cloroférmio : metanol (97:3), cloroférmio : acetona (90:10), cloroférmio : tolueno : metanol
(46:50:4), entre outros. ”* As placas cromatograficas impregnadas com material fluorescente
podem ser analisadas sob radiagao ultravioleta (UV) a 254 e 246 nm; uso de radiagao
infravermelha também tem sido descrito.*” Como reagentes de visualizagio podem ser
usados 4cido sulfurico, reagentes de iodo e reagente de Dragendorff, entre outros.”

Hancu et al. desenvolveu um método rapido e sensivel para a identificacao e
separagao de oito das mais usadas benzodiazepinas (alprazolam, bromazepam, clorazepato
dipotassico, clorodiazepoxido, diazepam, nitrazepam, oxazepam). A hidrolise acida foi feita
“in situ” — acido sulfurico foi colocado sobre cada spot na placa cromatografica. Como fase
estacionaria foi usada uma placa HPTLC de silica-gel GF254. Como fase movel foram
testados seis sistemas: | — acetato de etilo; 2 — cloroférmio : metanol (9:1); 3 — cloroférmio
: acetona (4:1); 4 — acetato de etilo : metanol : aménia (17:2:1); 5 — hexano : cloroférmio :
metanol (5:5:1) e 6 —acetona : cloroférmio : isopropanol (8:1:1). As placas foram visualizadas
sob radiagao ultravioleta (UV) a 254 e a 366 nm e depois pulverizadas com reagente de
Dragendorff para medir o fator de retengao (Fr). O alprazolam apresentou o valor mais
baixo de Fr — tem uma elevada massa molecular. O oxazepam mostrou um valor de Fr mais
baixo que os estruturalmente semelhantes diazepam ou medazepam, pois € mais polar — liga-
se mais fortemente a fase estacionaria. Os sistemas testados permitiram uma facil e rapida

identificacio das benzodiazepinas em teste.”*
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Uma andlise quantitativa de benzodiazepinas por TLC pode ser obtida através de
densitometria. Cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC, do inglés High
Performance Thin Layer Chromatography) equipada com injetor automatico e scanner de
densitometria € um método sensivel e apropriado para a analise qualitativa e quantitativa de
benzodiazepinas.*> A tabela 6 resume as principais caracteristicas dos métodos de TLC
usados para a detegao de benzodiazepinas em toxicologia forense.

Tabela 6 - Resumo das principais caracteristicas dos métodos de TLC usados para a detegio de
benzodiazepinas em toxicologia forense aqui discutidos.

Solventes Analise de placas Visualizagdao Vantagens
(exemplos)
o Acetato de etilo ¢ Radiagao UV e Acido sulfurico e Método simples e
o Cloroférmio: metanol | e Radiagao IV o Reagentes de iodo rapido
o Cloroférmio: acetona e Reagente de | ® Acoplado com
o Cloroférmio:  tolueno: Dragendorff densitometria permite
metanol quantificagao.

3.3.3. Cromatografia Gasosa (GC)

A cromatografia em geral é um processo separativo e a gasosa € uma variante usada
para separar componentes de misturas formadas por compostos volateis. Um aspeto
essencial em cromatografia € a coluna cromatografica, onde vai ocorrer a separagao dos
diferentes analitos de acordo com o seu grau de interagdo com a coluna. Em cromatografia
gasosa, a coluna cromatografica € um longo tubo recheado por um material inerte
adsorvente, normalmente revestido por um liquido que atua como fase estacionaria. A fase
movel é um gas de transporte — normalmente hélio ou azoto. Este gas tem como finalidade
forcar a passagem da amostra através da coluna e, de acordo com a afinidade de cada analito
presente para a fase estaciondria, estes ficardo mais ou menos tempo retidos na coluna,
antes de serem canalizados para o detetor. Uma vez que a temperatura influencia a
volatidade dos compostos, a coluna encontra-se dentro de um forno. Numa analise por
cromatografia gasosa, a amostra € injetada no fluxo de gas de transporte, e as moléculas de
cada substancia nela presentes distribuem-se entre a fase movel e a fase estacionaria. O
periodo de tempo que a substancia demora a atravessar a coluna é conhecido como tempo

de retencdo.” A figura 3 apresenta um diagrama de blocos de um sistema GC tipico.”

Reservatério Controlo de |_)] Injetor

] - Coluna || Detetor
de fase movel fluxo (amostra)

Forno

Figura 3 — Diagrama de blocos de um sistema GC tipico.
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A cromatografia gasosa € um dos melhores métodos para confirmagao de
benzodiazepinas.®’ A maioria dos procedimentos publicados exige uma derivatizagio de
maneira a tornar as substincias de interesse volateis. Em alguns casos, este processo pode
nao ser necessario, mas permite uma maior estabilidade térmica e produz espectros de
massa mais definidos.®’ Papoutsis et al. descreveu um processo de derivatizagio em dois
passos — propilagio e propinilagio.”® Para screening, detecio e quantificagdo de 128
substancias em simultaneo — incluindo benzodiazepinas, Adamowick et al. procedeu a sua
derivatizagdao por BSTFA + 1%TMCS.”

As colunas sao geralmente de silica fundida. Como fase estacionaria tem sido descrito
frequentemente o uso de 100% dimetil polisiloxano e 5% difenil — 95% dimetil polisiloxano,
apresentando bons resultados a nivel de separagiao dos analitos.*’ A maioria dos métodos
descritos utilizam programagao de temperatura para melhorar a separagao, especialmente
quando o ensaio envolve a detecdo de um grande numero de benzodiazepinas.”

Varios métodos tém sido descritos para a detegao: detegao por ionizagao de chama
(FID, do inglés Flame lonization Detection), detecao por captura de eletrées (ECD, do inglés
Electron-Capture Detection), detegao azoto-fosforo (NPD, do inglés Nitrogen-Phosphorus
Detection), por espectrometria de massa (MS, do inglés Mass Spectrometry) e por
espectrometria de massa em tandem (MS/MS). Um detetor ideal deve apresentar varias
caracteristicas: detetar pequenas quantidades, fornecer uma resposta linear aos analitos,
apresentar estabilidade e reprodutibilidade, ser resistente a elevadas temperaturas, ser de
facil operacao e apresentar um tempo de resposta curto.*” A detecio por espectrometria de
massa tem sido o mais descrito na literatura para detecao de benzodiazepinas em
cromatografia gasosa. Como modo de ionizagao, é usado impacto eletronico (El, do inglés
Electron Impact), ionizagao quimica positiva (PCl, do inglés Positive Chemical lonization), e
ionizagao quimica negativa (NCI, do inglés Negative Chemical lonization).**

Papoutsis et al. desenvolveu e validou um método para a separagao, identificagao e
quantificagao de 23 benzodiazepinas e metabolitos no sangue através de EI-GS-MS. A
extragao dos analitos das amostras foi feita através de LLE, usando cloroformio. O solvente
organico foi evaporado e os residuos foram reconstituidos com acetonitrilo. A derivatizagao
foi feita através de propilagao e propinilagio. O gas de arraste utilizado foi hélio a uma
velocidade de | mL/min. A temperatura do forno foi programada para 120°C durante |
minuto, aumentada para 295°C a 10°C/min com 5 minutos de hold time. O modo de
ionizagao utilizado foi El com SIM (modo de monitorizagao seletiva de ides, do inglés
Selected-lon Monitoring). Foram avaliados varios parametros para a validagago do método:

seletividade, especificidade, linearidade, limites de detegao (LOD, do inglés Limit Of Detection)
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e de quantificacao (LOQ, do inglés Limit Of Quantification), taxa de recuperagao, precisao e
exatidao e estabilidade. O método foi totalmente validado e aplicado em casos de
toxicologia clinica e forense com sucesso.”® A tabela 7 resume as principais caracteristicas

dos métodos de GC usados para a detegao de benzodiazepinas em toxicologia forense.

Tabela 7 - Resumo das principais caracteristicas dos métodos de GC usados para a detegio de
benzodiazepinas em toxicologia forense aqui discutidos.

Coluna Condicoes Detecao Vantagens
e Geralmente de silica | ® Programagao de e FID o Excelente sensibilidade
fundida. temperatura. e ECD e especificidade.
o Fases estacionarias: e NPD
100% dimetil e MS; MS/MS
polisiloxano; 5% difenil — Modo de ionizagao:
95% dimetil polisiloxano. o El
e PCI|
o NCI

3.3.4. Cromatografia Liquida (LC)

A cromatografia gasosa € um método que pode oferecer uma excelente sensibilidade
e especificidade. No entanto, esta analise exige a derivatizagao prévia das benzodiazepinas. O
facto de nao existir um agente de derivatizagao universal para todas as benzodiazepinas €
uma limitagao importante. Além disso, as elevadas temperaturas aplicadas neste método
podem levar & decomposigdo dos analitos.”

Neste contexto, a cromatografia liquida é uma alternativa adequada. E uma das
técnicas cromatograficas mais antigas, e os avangos na area permitiram desenvolver métodos
de analise por HPLC e UPLC.”’

Em cromatografia liquida, a fase movel é formada por um liquido. Quando se utilizam
técnicas como a cromatografia liquida de alta pressao, este liquido é introduzido na coluna
através de uma bomba de forma a aumentar a sua pressao. A cromatografia de fase reversa,
o modo cromatografico mais frequentemente utilizado em HPLC, envolve o uso de uma fase
estaciondria nao polar e uma fase mével polar.” A figura 4 apresenta um diagrama de blocos

de um sistema HPLC tipico.”

Reservatério i
. —-> Bomba | Injetor - Coluna —| Detetor
de fase movel (amostra)

Figura 4 — Diagrama de blocos de um sistema HPLC tipico.
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A HPLC oferece diversas vantagens: os procedimentos de extragao necessarios sao
relativamente simples, normalmente nao é necessario derivatizagao (se o sistema de detegao
for espectrofotometria UV) e é um processo realizado a temperatura ambiente, o que
permite a analise de substancias termicamente labeis que nao podem ser analisadas por
GC.*' Assim, métodos que envolvam HPLC sio os mais estudados para detegdo, separagio e
identificagio de benzodiazepinas.®'

Para andlise por HPLC, sao frequentemente utilizadas colunas de fase reversa de Cge
C,s. Colunas monoliticas tém sido aplicadas para a detegao de benzodiazepinas em fluidos
biolégicos.* Estas colunas, formadas por uma fase estaciondria unitaria, continua e porosa,
permitem uma velocidade de fluxo maior e, consequentemente, uma analise mais rapida, sem
prejuizo para a eficiéncia de separacio.”

A anidlise por HPLC é normalmente realizada a temperatura ambiente e em modo
isocratico. No entanto, tem sido descrito o uso de temperaturas mais elevadas (na ordem
dos 40 — 50°C) e eluicao por gradiente. As fases moveis consistem normalmente numa
mistura de solventes organicos com agua ou com solugoes tampao. As solugdes tampao
envolvem normalmente acetato, fosfato e sulfato, entre outros.* Os solventes organicos
usados sao frequentemente acetonitrilo, metanol ou uma mistura de ambos.*

A detegao UV é o modo de detecao mais popular devido a forte absor¢ao no
intervalo 200 — 240 nm. Ha registo da operagao deste detetor a varios comprimentos de
onda. ”? No entanto, falta a este método a sensibilidade e especificidade necessaria a
toxicologia forense.”” Andlises com detetores de fotodiodo também tém sido registadas; este
traz vantagens a nivel de identificagdo dos picos e permite distinguir substancias que eluam
simultaneamente.” Mahjoub et al. desenvolveu um método para a determinagio simultinea
de benzodiazepinas em sangue ou sérum por HPLC com dete¢ao por DAD (Diode Array
Detection). Utilizando uma coluna de fase reversa C; e uma fase moével de tampao fosfato e
acetonitrilo, e extraindo os analitos através de LLE, foi validado o método cujo LOQ
permite a detegdo de benzodiazepinas no sangue em concentragdes terapéuticas e téxicas.®

A hifenizacao de técnicas de cromatografia liquida com espectrometria de massa
representou um avango significativo na determinagao de substancias em fluidos bioldgicos,
pois permite uma grande especificidade e sensibilidade mesmo quando estas se encontram
em baixas concentragcdes em complexas matrizes bioldgicas.”> Recentemente tem sido
também descrita a andlise através de LC — MS/MS.®' Para ionizacio das moléculas, os
métodos mais frequentemente descritos sao ionizagdo por eletronebulizagao em modo
positivo e negativo (ESI+ e ESI-, do inglés Electrospray lonization) e ionizagdo quimica a

pressao atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization). Para a analise
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de benzodiazepinas, ESI+ tem sido a técnica de ionizacio mais descrita.”> O modo de APCI
tem, geralmente, demonstrado uma ionizagao eficiente de benzodiazepinas; Hegstad et al., no
entanto, obteve uma sensibilidade |10 vezes superior com o uso de ES|I comparativamente a
obtida com o uso de APCL"

Atualmente, a cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa em
tandem com ESI| ou APCI é considerada o método mais adequado para analise quantitativa
de substidncias em matrizes bioldgicas. Permite uma elevada especificidade e sensibilidade.
No entanto, o sucesso deste tipo de andlises pode ser condicionado pelo efeito de matriz,
pelo que a fase de preparacio de amostras é extremamente importante.*

Laloup et al. desenvolveu um método para a quantificagdo simultanea de 26
benzodiazepinas, metabolitos e outros hipnéticos através de cromatografia liquida acoplada
com espectrometria de massa em tandem em sangue, urina e cabelo. A extracao dos analitos
foi feita por LLE. Na cromatografia, o modo de eluicao foi por gradiente. A ionizagao foi
obtida por ESI+ e foi aplicada a monitorizagao de reagoes multiplas (MRM, do inglés Multiple
Reaction Monitoring). O método foi validado e os baixos LOQs obtidos permitiram a sua
aplicagdo a casos reais de toxicologia forense.® A tabela 8 resume as principais
caracteristicas dos métodos de HPLC usados para a detecao de benzodiazepinas em

toxicologia forense.

Tabela 8 - Resumo das principais caracteristicas dos métodos de LC usados para a detecao de
benzodiazepinas em toxicologia forense aqui discutidos.

(geralmente)

Coluna Fase movel Condicoes Detecao Vantagens
o Fase reversa de Mistura de e Temperatura o UV o Elevada
Cse Cjq solventes organicos ambiente e DAD especificidade e
e Colunas com agua ou (geralmente) o MS; MS/MS sensibilidade
monoliticas solugdes tampdo. | e Modo isocratico | Modo de ionizagio: | ® Ndo é necessario

o ESI+
o ESI-
e APCI
o NCI

derivatizagao

e Nio sao
necessarias
elevadas
temperaturas
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4. CONCLUSAO

As benzodiazepinas, que possuem efeitos sedativos, ansioliticos e hipndticos,
continuam a ser um dos grupos de fairmacos mais prescritos. Apesar de todos os seus
efeitos benéficos, apresentam também alguns riscos: podem levar ao desenvolvimento de
tolerancia e dependéncia e sao farmacos com potencial de abuso (especialmente em
conjunto com outras drogas ou alcool). O facto de poderem provocar sedagao, amnésia e
comportamentos desinibidos, agressivos e violentos torna-os num grupo de interesse na
area da toxicologia forense.

O modo como é realizada a colheita, o acondicionamento e o armazenamento de
amostras é extremamente importante, uma vez que os resultados de uma analise podem ser
fortemente influenciados pelo modo como estes processos sao realizados. Na anadlise
toxicologica de benzodiazepinas, o sangue é a amostra biologica de exceléncia para detetar,
quantificar e interpretar a presenga de benzodiazepinas, especialmente em toxicologia post-
mortem, pois permite determinar se uma substincia estava presente num nivel terapéutico,
subterapéutico ou potencialmente téxico na altura da morte. A urina e o fluido oral
apresentam utilidade em analises ante-mortem, apresentando como principal vantagem a
facilidade de colheita. O figado, cabelo e humor vitreo também podem ser amostras de
interesse.

Para detetar, identificar e quantificar benzodiazepinas em amostras bioldgicas podem
ser usados varios métodos analiticos. Normalmente, é feita primeira uma analise de screening
por imunoensaios — sendo o ensaio ELISA um exemplo classico. Depois, para
confirmagao/quantificagdo podem ser utilizados varios métodos. A GC e HPLC sao os
métodos mais representados na literatura, pois sao aqueles que permitem analises com
maior sensibilidade e especificidade.

Atualmente, cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa em tandem
com ESI ou APCIl é considerada o método mais adequado para anadlise quantitativa de
substincias em matrizes biologicas. No entanto esta é uma area em constante
desenvolvimento, e os avangos nas técnicas analiticas vao permitindo cada vez mais
especificidade e sensibilidade nas anilises, o que pode ser extremamente util na area da
toxicologia forense. A figura 5 resume esquematicamente a informagao apresentada nesta

monografia.
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ANALISE DE BENZODIAZEPINAS EM TOXICOLOGIA FORENSE

O que sao?
Substancias com propriedades sedativas,

Post-mortem

hipnoticas, ansioliticas e
anticonvulsionantes.

Ante-mortem

Porqué analisar? comportamental

Provocam sedagao e diminuigio das
Controlo de consumo
capacidades psicomotoras. Podem levar
de substancias
a episoédios de amnésia, blackouts e

comportamento agresswo

Sangue,
sérum e e Figado Humor Fluido Cabelo
plasma vitreo oral

!
I

Extracdo liquido - liquido Extracdo em fase sélida Microextracdo em fase
(LLE) (SPE) solida (SPME)

!

3. METODOS DE ANALISE

Imunoensaios Cromatografia Cromatografia Cromatografia
Rapidos e flexiveis, em Camada Fina Gasosa (GC) Liquida (LC)
mas niao especificos. (TLO) Método sensivel e HPLC é o método
Uteis como método Método simples e especifico, mas exige mais descrito na
de triagem. rapido. Visualizagao elevadas literatura para
Exemplos: RIA, EIA, sob radiagao UV. temperaturas e detecio de
FPIA. Andlise quantitativa derivatizagao. benzodiazepinas.
quando acoplada a Detecao por FID, Detecao por UV,
densitometria. ECD, NPD, MS, DAD, MS/MS.
MS/MS.

Figura 5 — Resumo esquematico da informagao apresentada nesta monografia.
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