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Resumo

Em laboratérios de toxicologia, com um elevado nimero de pedidos de pesquisa de
drogas de abuso, o recurso a métodos de rastreio imunoenzimadticos € essencial para permitir a
obten¢do de resultados de forma ripida e com uma sensibilidade adequada. Esta metodologia é
utilizada no SQTF-DC do INMLCEF, I.P. desde 2003 e tem sido continuamente melhorada com o
objetivo de adequé-la a diversos tipos de amostras com interesse toxicoldgico, incluindo o sangue
post mortem.

A obtenciao de resultados positivos com recurso a métodos de triagem imunoenziméticos,
obriga a sua posterior confirmagao através de métodos capazes de fornecer informacao estrutural
sobre os analitos de interesse como, os sistemas de cromatografia gasosa ou liquida acoplados a
detetores de espectrometria de massa, motivo pelo qual as ocorréncias de resultados
falso positivos nos ensaios de triagem traduzem um consumo desnecessario de recursos materiais
e humanos.

O objetivo deste trabalho consistiu na realizagdo de uma revisao bibliografica da literatura
existente relacionada com a selecio das principais amostras biolégicas utilizadas em Toxicologia
Forense, em particular o sangue, matriz que foi a utilizada neste estudo, e em como a sua
putrefacdo pode conduzir a libertagdo de compostos que induzem a producdo de falsos positivos
quando se utilizam testes de rastreio imunoenziméticos. Pretendia-se deste modo identificar os
compostos potencialmente geradoras desses resultados e, eventualmente promover o ajuste dos
valores de concentragdo cut off atualmente utilizados pelo SQTF, a fim de reduzir ou eliminar a
ocorréncia de resultados falso positivos nas amostras de sangue post mortem.

Neste sentido, o trabalho inclui uma parte tedrica de revisdo bibliografica da literatura e
de uma avalia¢do dos compostos detetados no SQTF-DC entre 2018-2020 associados aos casos de
falsos positivos no método imunoenzimadtico para a triagem de anfetaminas.

Incluiu também a parte prética propriamente dita onde se fortificaram diversas amostras
de sangue em concentragdes conhecidas de aminas putrefativas e de formacos e analisaram-se
segundo os procedimentos em vigor no SQTF-DC do INMLCEF, usando um autoanalisador Evolis
Twin Plus, para triagem de anfetaminas, com um kit da OraSure Technologies, Inc., especifico
para a andlise de anfetaminas.

Foi ainda testado o efeito do conservante/ anticoagulante presente na amostra de sangue
usada como amostra branco e foi feito um ensaio in vitro com uma amostra post mortem para
verificar o efeito de degradacdo da amostra (com e sem conservante) nos resultados obtidos neste
procedimento.

Para o estudo da interferéncia da matriz foram também realizados ensaios em amostras

de soro fortificadas com os analitos selecionados, em especial com a cadaverina e a putrescina. Os

resultados obtidos permitem concluir que a tiramina d4 origem a um resultado falso

positivo quando em concentra¢des acima de 10 pg/mL e que o indol e o fenol originam também
resultados falsos positivos para concentragdes acima de 125 pg/mL.

A cadaverina e a putrescina, até uma concentracdo de 200 ug/mL, ndo apresentaram
qualquer tipo de interferéncia nestes ensaios, mesmo quando analisadas em conjunto.

Os farmacos testados também ndo apresentaram qualquer interferéncia, mesmo sendo
analisados em concentracdes com elevada toxicidade.

Relativamente aos estudos de estabilidade da amostra, apds quase 6 meses, a amostra de
sangue post mortem deixada a temperatura ambiente, ndo produziu interferéncia na triagem de
anfetaminas (com e sem fluoreto de s6dio). Os restantes ensaios, em sangue com SAGM como
conservante € em soro, também ndo originaram interferéncias.

Podemos concluir que o método utilizado € bastante eficaz na triagem de anfetaminas e
que muito provavelmente resultados falsos positivos ocorrerdo pelas caracteristicas do sangue
durante o processo de putrefacido do caddver e ndo apds a colheita. Tendo também demonstrado
ter elevados niveis de especificidade, os resultados obtidos levam a ndo sugerir efetuar a alteracio
da concentracdo cut off para a andlise de anfetaminas em sangue post mortem pelo método
imunoenzimadtico efetuado de acordo com o procedimento de ensaio PE-STF-C-104_rev02.

Palavras chaves: Testes imunoenzimdticos (ELISA), anfetaminas, sangue post mortem,
aminas putrefativas
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Abstrat

In toxicology laboratories, with a high number of requests for research on drugs of abuse,
the use of immunoenzymatic screening methods is essential to allow obtaining results quickly
and with adequate sensitivity. This methodology is used in the SQTF-DC of the INMLCEF, L.P.
since 2003 and has been continuously improved in order to adapt it to different types of samples
with toxicological interest, including post mortem blood.

Obtaining positive results using immunoenzymatic screening methods requires their
subsequent confirmation through methods capable of providing structural information on the
substances of interest, such as gas or liquid chromatography systems coupled to mass
spectrometry detectors, which is why the occurrences of false positive results in the screening
tests translate into an unnecessary consumption of material and human resources.

The objective of this work was to carry out a bibliographic review of the existing literature
related to the selection of the main biological samples used in Forensic Toxicology, in particular
blood, the matrix that was used in this study, and how its putrefaction can lead to the release of
compounds that induce the production of false positives when using enzyme-linked
immunosorbent screening tests. In this way, it was intended to identify the substances potentially
generating these results and, eventually, promote the adjustment of the cut off concentration
values currently used by the SQTF, in order to reduce or eliminate the occurrence of false positive
results in post mortem blood samples.

In this sense, the work includes a theoretical part of a literature review and an evaluation
of the drugs detected in the SQTF-DC between 2018-2020 associated with cases of false positives
in the enzyme-linked immunosorbent method for amphetamine screening.

It also includes the practical part itself, where several blood samples were fortified with
known concentrations of putrefactive amines and drugs and analyzed according to the procedures
in force in the SQTF-DC of the INMLCEF, using an Evolis Twin Plus autoanalyser, to screen for
amphetamines, with a kit from OraSure Technologies, Inc., specifically for the analysis of
amphetamines.

The effect of the preservative/anticoagulant present in the blood sample used as a blank
sample was also tested and an in vitro assay was performed with a post mortem sample to verify
the effect of sample degradation (with and without preservative) on the results obtained in this
procedure.

For the study of matrix interference, tests were also carried out on serum samples fortified
with the selected substances, especially with cadaverine and putrescine.

The results obtained allow us to conclude that tyramine gives rise to a false positive result
when at concentrations above 10 ug/mL and that indole and phenol also give rise to false positive
results at concentrations above 125 pg/mL.

Cadaverine and putrescine, up to a concentration of 200 ug/mL, did not present any type
of interference in these assays, even when analyzed together.

The tested drugs also did not show any interference, even being analyzed at
concentrations with high toxicity.

Regarding the sample stability studies, after almost 6 months, the post mortem blood
sample left at room temperature did not interfere with amphetamine screening (with and without
sodium fluoride). The remaining assays, in blood with SAGM as a preservative and in serum, also
did not cause interference.

We can conclude that the method used is quite effective in the screening of amphetamines
and that false positive results will most likely occur due to the characteristics of the blood during
the process of putrefaction of the corpse and not after collection. Having also demonstrated high
levels of specificity, the results obtained lead us not to suggest changing the cut off concentration
for the analysis of amphetamines in post mortem blood by the enzyme immunoassay performed
according to the PE-STF-C-104_rev02 test procedure.

Keywords: Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), amphetamines, post mortem
blood, putrefactive amines
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ESTUDO DAS INTERFERENCIAS NA ANALISE DE ANFETAMINAS POR
METODOS IMUNOENZIMATICOS, EM SANGUE POST MORTEM

l.Introducao

O Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, .P. INMLCF, LP.) é a
institui¢do nacional de referéncia na 4rea cientifica da medicina legal e de outras ciéncias forenses,
a qual cabe a prestagdo de um conjunto de servigos especializados de apoio técnico pericial e
laboratorial e a cooperagdo com os Tribunais, com o Ministério Piblico e com 6rgdos de policia
criminal e demais servicos e entidades que intervém no sistema de administragdo da justica,
através da realizacdo de exames e pericias médico-legais e forenses que lhe sdo solicitados nos
termos da lei (1-3).

Esta institui¢do realiza uma série de exames e pericias em individuos vivos e em
caddveres, nomeadamente exames e pericias laboratoriais quimicas e toxicoldgicas, para
determinar inimeros compostos em amostras biolégicas e nao biolégicas no Servico de Quimica
e Toxicologia Forenses do INMLCEF (2).

O Servico de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF), com sede na Delegacdo do Sul e
extensdes funcionais nas delegacdes do Centro e do Norte, rege-se pelo artigo 6.° da Portaria n.°
19/2013, de 21 de janeiro, que refere que o SQTF € responsdvel por assegurar a realizacio de
pericias e exames laboratoriais quimicos e toxicoldgicos, a nivel nacional para a determinacao,
confirmacio e quantificagdo de substincias com interesse forense, nomeadamente de drogas de
abuso (opidceos, cocaina e metabolitos, anfetaminas e derivados, canabindides), medicamentos
(ansioliticos, sedativos, hipnéticos, antipsicéticos, antidepressivos, anticonvulsivos), pesticidas
(organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretréides), substincias voldteis (etanol,
solventes organicos) e de outras substincias e grupos (como por exemplo monéxido de carbono,
metais e metaldides), em diferentes tipos de amostras bioldgicas, principalmente sangue, urina,
humor vitreo, figado, contetido gastrico e em amostras ndo bioldgicas.

As referidas pericias e exames laboratoriais sdo realizados no dmbito da atividade das
delegacdes e dos gabinetes médico-legais e forenses, assim como, quando solicitados pelas
autoridades e entidades para o efeito competentes ou pelo presidente do conselho diretivo do
INMLCEF. Para além das referidas competéncias, também compete ao SQTF emitir pareceres e
prestar auxilio técnico-cientifico no dominio das suas competéncias (4,5).

O SQTF € um servigo acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditacio, [.P. (IPAC),
de acordo com os requisitos da norma internacional NP EP ISO/IEC 17025:2018, nomeadamente
para os procedimentos de ensaio do dlcool, drogas de abuso e benzodiazepinas (4). E também um
servigo certificado pela norma NP EN 9001:2015, pelo que garante a qualidade dos seus
resultados, uma vez que todas as atividades realizadas no mesmo decorrem de acordo com a
legislacdo e as boas préticas laboratoriais.

O SQTF da Delegacao Centro (SQTF-DC) esta dividido em trés setores, nomeadamente
o setor administrativo, o setor de rececdo, registo e armazenamento de amostras e o setor de
andlises quimicas e toxicoldgicas. O setor de rececdo, registo e armazenamento de amostras &
responsdvel por receber e verificar as amostras e os respetivos documentos para a realizagdo dos
exames toxicoldgicos, assim como armazenar, preparar e entregar as bolsas com o devido material
para acondicionamento e transporte de amostras e ainda pela limpeza e preparacio do material
utilizado no servico. Relativamente ao setor de andlises quimicas e toxicoldgicas, este &
responsavel por desenvolver, validar e executar procedimentos de ensaio bem como desenvolver
projetos cientificos com interesse para o servico. Este setor € constituido por 5 equipas de trabalho
que estdo divididas de acordo com o tipo de técnica analitica utilizada. A equipa 1 realiza testes
de triagem de drogas de abuso e benzodiazepinas através de ensaios imunoenzimaticos. A equipa
2 é responsavel pela realizagdo de ensaios de confirmacdo e quantificacdo de drogas de abuso, de
medicamentos e de pesticidas, por cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-
MS). A equipa 3 é responsdvel por ensaios de triagem, confirmacdo e quantificacdo de
medicamentos e de drogas de abuso por cromatografia liquida acoplada & espetrometria de massa
(LC-MS). A equipa 4 realiza andlises de detecdo, confirmacdo e quantificacdo de substincias
voléteis, com maior incidéncia de etanol por cromatografia gasosa com detetor de ionizacio de
chama (GC-FID). A equipa 5 realiza a confirmagao e quantificagdo de mondéxido de carbono pela
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técnica analitica de espetrofotometria de absor¢ao molecular (EAM-UV/VIS) e a confirmagio e
quantificacdo de metais ou metaloides, em especial o arsénio por espetrofotometria de absorcao
atémica (EAA).

Toda a atividade pericial da responsabilidade do INMLCF ¢ realizada com autonomia
técnica e cientifica e imparcialidade, sob as normas legais processuais apliciveis e as decisdes
das autoridades judicidrias competentes. Quanto ao rigor e a qualidade, o INMLCF encontra-se
permanentemente em atualizagdo relativamente a evolugdo das metodologias técnico-cientificas
de ambito pericial, desenvolvendo regularmente trabalhos cientificos relevantes, o que promove
a investigacdo e o desenvolvimento quer da medicina legal quer de outras ci€éncias forenses (6).

O trabalho aqui apresentado, além de me permitir conhecer e estudar a realidade da
toxicologia forense e um aprofundar os temas associados as anfetaminas e as aminas biogénicas,
insere-se na necessidade do SQTF/INMLCF em atualizar e melhorar continuamente os métodos
analiticos usados, podendo constituir uma mais-valia com impacto no rastreio de anfetaminas em
sangue efetuado por imunoensaios enzimdaticos (EIA) com um equipamento Evolis Twin Plus
associado a kits de anfetaminas da marca OraSure Technologies, inc.

Esta metodologia € utilizada no SQTF da delegacdo do Centro do INMLCEF desde 2003
e € essencial para permitir a obtencdo de resultados de forma rdpida e com uma sensibilidade
adequada. Tem sido continuamente melhorada com o objetivo de adequd-la a diversos tipos de
amostras com interesse toxicoldgico em especial para anédlise direta de sangue total colhido em
vivo (em casos associados por exemplo a drea de Clinica Forense ou no ambito do cédigo da
estrada) e de sangue post mortem. E um ensaio acreditado pela norma NP EP ISSO/ IEC
17025:2018 e executado segundo o mesmo procedimento e protocolo instrumental nas trés
Delega¢des do INMLCEF, pelo que o resultado deste trabalho terd impacto em todo o SQTF.

O resultado negativo nos testes imunoenzimadticos sdo uma forte indicagdo de que os
xenobidticos que se pretendem detetar ndo se encontram presentes na amostra em estudo, ou estao
numa concentragdo inferior ao cut off. Por outro lado, os resultados positivos obrigam a
confirmacdo por métodos mais especificos com os quais se obtenha informacgdo estrutural das
substancias de interesse, como o sdo os sistemas de cromatografia gasosa ou liquida com detetores
de espectrometria de massa. Estas técnicas sdo mais dispendiosas e demoradas quer na preparacio
de amostras quer na andlise e no tratamento de resultados pelo que a ocorréncia de resultados
falsos positivos traduz um consumo adicional de recursos materiais € humanos, além de um
aumento do tempo de resposta na realizacio das andlises toxicoldgicas.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho consistiu na realizagdo de uma revisao bibliografica da literatura
existente relacionada com a selecdo das principais amostras bioldgicas utilizadas em Toxicologia
Forense, em particular o sangue, matriz que foi a utilizada neste estudo, e em como a sua
putrefacdo pode conduzir a libertagdo de compostos que induzem a produgdo de falsos positivos
quando se utilizam testes de rastreio imunoenzimaticos. Pretendia-se deste modo identificar os
compostos potencialmente geradores desses resultados e, eventualmente promover o ajuste dos
valores de concentracdo cut off atualmente utilizados pelo SQTF, a fim de reduzir ou eliminar a
ocorréncia de resultados falso positivos.

3. Metodologias

Este trabalho teve duas componentes interligadas: uma que incluiu a revisio bibliografica

e avaliacdo dos resultados toxicoldgicos obtidos em casos com falsos positivos nos ensaios de

rastreio por EIA (em amostras de sangue post mortem) e uma componente pratica no laboratorio.

Foi efetuada uma revisdo bibliogréfica entre 22 de setembro de 2021 e 24 de agosto de

2022 nas bases de dados PubMED, B-on, Google Académicos, RCAAP (Repositdrios Cientificos

de Acesso Aberto de Portugal) e SciELO. As palavras-chaves utilizadas na pesquisa foram:

toxicologia forense, anfetaminas, aminas putrefativas, cadaverina, putrescina, imunoensaios,

resultados falsos positivos, reatividade cruzada, sangue post mortem. Toda a pesquisa foi
realizada em portugués, inglés e espanhol.

Selecionaram-se 215 artigos, dos quais foram usados 98, por serem mais recentes e por
incidirem em assuntos relevantes para este trabalho. Esta revis@o biografica visou aprofundar o
conhecimento nos temas indicados e descritos neste trabalho e identificar possiveis interferentes
na andlise de anfetaminas que pudessem ser testados em andlise por EIA como eventuais
responsaveis pelos resultados falsos positivos nas amostras de sangue post mortem.

Foram avaliados os resultados obtidos nos casos analisados no Servico de Quimica e
Toxicologia Forenses da delegacdo do Centro do INMLCEF, L.P entre 2018 e 2020 cuja anélise de
rastreio por EIA em sangue post mortem tinha sido considerada como falso positiva. Da lista de
compostos confirmados nesses casos foram selecionadas os mais prevalentes para também serem
testados em andlise por EIA como eventuais responsaveis pelos resultados falsos positivos nestas
amostras.

Na componente pritica deste projeto foram seguidos os procedimentos e protocolos
usados no SQTF para a andlise de rastreio de anfetaminas em amostras de sangue. Atualmente o
SQTF realiza estas andlises pela técnica de ELISA (Imunoensaios enzimdticos) usando um
equipamento Evolis Twin Plus associado a kits de anfetaminas da marca OraSure Technologies,
inc.

Para este estudo foram usados dois tipos de amostras de sangue: sangue cedido ao
INMLCEF pelo Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagdo (para efeitos de estudo e por
ndo poder ser usado para fins terapéuticos) e sangue post mortem resultante de colheitas em
ambito de autdpsias. Estas amostras foram inicialmente fortificadas com aminas putrefativas, em
especial com cadaverina e putrescina e posteriormente com as substincias medicamentosas
selecionadas (pela pesquisa bibliografica e as detetadas nos casos falsos positivos no SQTF-DC,
descrito acima) individualmente ou agrupadas. Foi testado o efeito do conservante/ anticoagulante
presente na amostra de sangue e feito um ensaio in vitro em amostra post mortem com vista a
apurar o efeito de degradacdo da mesma nos resultados obtidos por EIA.

Para o estudo da interferéncia da matriz foram também realizados ensaios em amostras de
soro fortificadas com as substincias selecionadas.
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4. Toxicologia

A toxicologia € uma ciéncia multidisciplinar que estuda as substincias toxicas e as
alteracdes que estas produzem no organismo, por outras palavras, € o estudo da interag¢do entre as
substancias téxicas e os sistemas biolégicos a fim de determinar qualitativa e quantitativamente
o potencial téxico destas substancias.

A toxicologia pretende avaliar os efeitos das substancias toxicas nos seres vivos de forma
a prevenir intoxicagdes e os seus efeitos adversos, porém, uma vez ocorrida a intoxicacdo, a
toxicologia tem como objetivo identificar, diagnosticar, tratar ou atenuar os efeitos nocivos e
estabelecer o prognostico. A toxicologia compreende também o estudo do préprio agente téxico,
desde a origem, mecanismo de acdo, propriedades, consequéncias dos seus efeitos lesivos,
métodos qualitativos e quantitativos, meios de contrariar os desequilibrios dindmicos que
provocam, valorizacdo do grau de toxicidade dos agentes téxicos, medidas profildticas da
intoxicacdo e tratamento geral. Dentro dos fatores que influenciam a toxicidade de uma substancia
podem ser destacados os seguintes: dose, concentragdo, composicdo, via de administragdo,
excrecdo, estado de sadde, idade, sexo, variabilidade genética, fatores ambientais e interagdes
medicamentosas (7-9).

4.1 Toxicologia Forense

A toxicologia forense € uma drea da toxicologia que aplica os principios da toxicologia
fundamental e os principios da quimica analitica instrumental no esclarecimento de questdes
judicidrias e judiciais. Estas questOes estdo relacionadas com situagdes de intoxicac¢do e seus
potenciais efeitos adversos, fatais ou niao, no ambito dos diversos dominios do direito,
nomeadamente o direito penal, civil e do trabalho.

A aplicacdo da toxicologia forense associada ao direito tem como intuito cooperar na
investigacdo toxicolégica em causas civis, criminais e sociais, de forma a evitar possiveis
injusticas a qualquer membro da sociedade. Deste modo, a toxicologia forense estuda e aplica a
toxicologia aos objetivos da lei. No dmbito das suas competéncias, sdo realizadas pericias e
exames laboratoriais, quimicos e toxicolégicos com vista a andlise qualitativa e quantitativa de
substincias nas matrizes bioldgicas e ndo bioldgicas recolhidas ao individuo vivo ou post mortem.
Das principais competéncias do toxicologista forense podem destacar-se as seguintes: o
dominio dos fundamentos tedricos e praticos das metodologias analiticas utilizadas nas andlises
toxicoldgicas, a interpretagdo dos resultados toxicoldgicos obtidos e respetivo enquadramento
legal, a manutencdo da cadeia de custddia em todos os procedimentos realizados ao longo da
pericia forense.

A primeira etapa, a detecdo da(s) substancia(s), € a etapa mais dificil, dado que a natureza
da mesma pode ndo ser conhecida. Os testes de triagem para possiveis medicamentos, drogas ou
outros devem ser utilizados quando néo existem informacdes sobre a possivel identidade, estando
disponiveis alguns tipos de imunoensaios para o rastreio/triagem de uma ampla gama de
compostos presentes em amostras bioldgicas como o sangue, a urina e o humor vitreo.

Os métodos de triagem sdo mais flexiveis que os métodos analiticos especificos e, como
tal, podem ser aplicados a diversos analitos, sendo estes, portanto, essenciais para a investigacao
de intoxicagdes com substincias desconhecidas ou até mesmo quando o agente téxico € conhecido
ou suspeito. Apés ser verificada a presenca de um agente téxico, devem ser usados procedimentos
analiticos especificos para o identificar (caso o método de rastreio ndo tenha essa possibilidade)
e para confirmar a sua presenga conclusivamente (7,9-11).

Em muitas situagdes € ainda importante efetuar a quantificagdo da(s) substancia(s)
detetadas com vista a uma avaliacdo do grau de influéncia ou para o esclarecimento de uma
eventual causa de morte.
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4.1.1 Investigacao toxicoldgica

As pericias médico-legais e forenses, nomeadamente os exames e pericias no ambito da
toxicologia forense, sdo regidos pela lei n.” 45/2004, de 19 de agosto, que estabelece o regime
juridico das pericias médico-legais e forenses. Os exames toxicolégicos sdo realizados no SQTF
do INMLCEF, L.P., para a determinacao, confirmagado e quantificacdo de compostos quimicos
téxicas com interesse forense em amostras bioldgicas e ndo bioldgicas, nomeadamente de drogas
de abuso, medicamentos, pesticidas, substancias volateis e de outras substancias e grupos (9,11).
Os exames toxicoldgicos sdo solicitados ao SQTF da delega¢do do Instituto da drea
territorial do tribunal ou da autoridade policial que os requer, pelo que as pericias toxicolégicas
podem ser solicitadas pelos tribunais e demais servigos e entidades que intervém no sistema de
administrac@o da justi¢a (como a autoridade judicidria e judicial e 6rgaos de policia criminal), por
entidades ptiblicas e privadas (como os hospitais), por particulares, pelo Servico de Patologia
Forense das Delegacdes e Gabinetes Médico-legais e Forenses do INMLCEF, I.P., no dmbito das
suas atividades, e pelo presidente do conselho diretivo (1,12,13).

As pericias toxicoldgicas ante mortem mais solicitadas atualmente aos Servigos de
Quimica e Toxicologia Forenses do INMLCF, L.P. incluem a determinacdo e quantificacdo de
dlcool e substancias psicotrépicas e estupefacientes, nomeadamente cocaina e metabolitos,
anfetaminas e derivados, canabindides e opidceos (8,9).

4.1.1.1 Achados autépticos

Os achados autdpticos sio evidéncias encontradas quer no individuo, quer no exame ao
local, que permitem efetuar uma avaliagcdo do caso mesmo antes da obtencdo dos resultados dos
exames complementares. Algumas evidéncias sugerem o envolvimento de determinados
compostos especificos (por exemplo, colheres, seringas, embalagem de medicamentos prescritos
vazios, entre outros, podem ser indicativos de overdose). Estes achados devem ser sempre
confirmados com a andlise toxicolégica (10).

4.1.1.2 Aspetos pré-analiticos na analise toxicologica post mortem
Os aspetos pré-analiticos apresentam um papel importante na qualidade e na fiabilidade
dos resultados analiticos obtidos, uma vez que dependem do tipo e da qualidade da amostra
recolhida. A fase pré-analitica abrange etapas como o pedido, a colheita, 0 armazenamento, o
transporte e a preparacdo de amostras bioldgicas.

A variagdo pré-analitica ocorre devido a interferéncias in vivo e in vitro existindo diversos
fatores que podem provocar altera¢des na concentragdo dos xenobidticos entre 0 momento da
morte e a subsequente autdpsia, designadas de alteracdes autoliticas (destruicdo espontanea) e

processos de putrefacdo (decomposi¢io), que por sua vez, podem limitar a utilidade das amostras.

A escolha da matriz depende de fatores que se relacionam com a natureza, a integridade

da matriz, tipo de investigacdo (ante mortem ou post mortem) e consideracdes analiticas. Perante
casos de suspeita de intoxicacdo e sempre que possivel, € importante conhecer qual foi a via de
administracdo da possivel substincia, se esta é de uso recente ou de longo prazo, estimativa do
intervalo de tempo entre a administracdo e a morte, eventual caracterizacio dos seus metabolitos,
assim como a distribui¢do de ambos pelos vérios tecidos e fluidos bioldgicos. O conhecimento
dos mecanismos de degradacdo das drogas permite que a Toxicologia Forense conheca bem a
substancia alvo, particularmente das drogas mais ldbeis e volateis, de forma a enquadrar melhor os
métodos de conservacdo e estabilidade da substiancia em questdo. Este conhecimento além de
importante para a obtencdo e avaliacdo dos resultados pode inclusivamente ser um fator de
seguranca para os profissionais envolvidos no decorrer da autépsia/ colheita de amostras.
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4.1.2 Colheita, envio, receciao, registo e conservaciao de

amostras

A colheita e o armazenamento das amostras bioldgicas sdo das etapas mais importantes
na andlise toxicoldgica para garantir a fiabilidade dos resultados e subsequente interpretacdo. Por
esse motivo a colheita das amostras biolégicas deve obedecer a um conjunto de procedimentos
standardizados e documentados. A escolha da amostra (post mortem) por parte do perito deve ser
orientada pelo histérico do caso, pela disponibilidade e quantidade da(s) amostra(s), pela
estabilidade do analito, pelos pardmetros toxicocinéticos, pelo tempo de detecao, pela presenca
de interferéncias e pelo estado de putrefacdo do caddver. As amostras disponiveis podem ser
intimeras e com qualidade e quantidade varidveis. As principais sdo: sangue periférico (da veia
femoral ou jugular), urina, contetido géstrico, cabelo, unhas e tecidos (especialmente o figado). A
natureza de uma substancia eventualmente suspeita em situagdes de intoxicagdo ou o estado geral
do caddver podera exigir a escolha de outro tipo de amostras como o humor vitreo, a bilis, o
liquido cefalorraquidiano, o pulmao ou o musculo, entre outras (10,14).

Apés colhidas e acondicionadas as amostras bioldgicas, estas devem ser transportadas o
mais rapidamente possivel até ao SQTF em condi¢des de temperatura apropriadas. Na rececao,
as amostras biolégicas devem ser sempre acompanhadas das respetivas requisi¢cdes das andlises
solicitadas ao SQTF, bem como da ficha de garantia da cadeia de custddia (9).

A rececdo das amostras e das respetivas requisi¢des consiste na primeira etapa da cadeia
de custédia intralaboratorial. E realizada a verificacdo das amostras recebidas com as informagdes
descritas na requisicdo. Posteriormente as amostras sdo rotuladas, registadas e armazenadas em
camaras frigorificas (9).

A estabilidade dos analitos a analisar € um parametro que pode ser influenciado por
inimeros fatores como as propriedades fisico-quimicas, caracteristicas da amostra recolhida,
procedimento de colheita, selecio do recipiente (nomeadamente do tamanho), recurso a
conservantes, entre outros. A rdpida degradacdo de certos analitos pode ser explicada pela
instabilidade quimica, transformag@o metabdlica ou combinagdo de ambos 0s mecanismos. Em
casos post mortem, a degrada¢do dos analitos encontra-se acelerada devido a putrefacdo do
caddver, invasdo e proliferacdo microbiana (11).

Os mecanismos de degradacdo durante o armazenamento sdo semelhantes aos processos
de autdlise e putrefacdo. Dentre os processos mais comuns, destacam-se a hidroélise, a oxidacio e
a reducgdo, que normalmente sdo mais lentas quando as temperaturas de armazenamento sio
baixas. Os processos ocorrem devido a presenca de enzimas enddgenas como esterases,
glucuronidases ou invasdo bacteriana, ocorrendo durante o intervalo post mortem. As
propriedades fisico-quimicas dos analitos, as caracteristicas da amostra recolhida, o procedimento
de recolha, a selecdo do recipiente e a forma de armazenamento s3o os principais aspetos que vao
determinar a estabilidade dos analitos (10,14).

4.1.3 Redistribuicdo post mortem

A redistribui¢do post mortem (RPM) baseia-se na transferéncia de substancias apds a
morte a favor do gradiente de concentragdo, resultando em variagdes da concentracio do téxico,
dificultando significativamente a interpretagdo dos resultados analiticos, uma vez que pode nio
ser a exata em relacdo a altura da morte. Para uma correta interpretagdo dos resultados, é
necessdrio ter em consideracio que as células iniciam o processo de morte celular e
subsequentemente, a perda da integridade. Devido ao estado de hipoxia, inicia-se o metabolismo
anaerdbio, aumentando assim as concentracdes de dcido 14tico e fosfatos inorganicos, resultando,
na redugdo do pH intracelular. A bomba sédio-potédssio deixa de exercer a sua fungdo aumentando
o sédio intracelular seguindo de edema e uma cascata de acontecimentos que provocam danos na
membrana celular, levando a difusao passiva dos xenobiéticos. Este fendmeno engloba a difusdo

a partir de 6rgdos reconhecidos como reservatério (pulmdo, coragdo, figado), a difusdo das
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substancias dos 6rgdos para o sangue, a difusdo passiva do contetdo existente no estdbmago para
os 6rgdos adjacentes, bem como a atividade metabdlica residual. A RPM também € influenciada
pelo estado de putrefacio, pelas propriedades dos analitos, posicdo e movimento do corpo apds a
morte, visto que, o préprio fluxo sanguineo influencia a redistribuicdo em vérios locais do
organismo.

As caracteristicas fisico-quimicas dos xenobidticos podem afetar a concentracio no
momento da morte, destacando-se o volume de distribuicao, a ligacdo a proteinas plasmaéticas, a
lipofilicidade e o potencial hidrogeniénico (pKa). As drogas bdésicas e lipofilicas apresentam
elevada capacidade se serem retidos pelos tecidos e, por isso, apresentam alta probabilidade de
sofrer redistribuicao post mortem.

A redistribuicdo a nivel pulmonar afeta a cavidade cardiaca, o que poderd explica a
elevada concentracdo de xenobidticos na amostra de sangue proveniente da cavidade esquerda do
coracdo. No figado, a redistribui¢do ocorre através das veias hepdticas dirigindo-se para a veia
cava inferior e posteriormente para a cavidade cardiaca direita, bem como por difusdo direta para
orgaos vizinhos, nomeadamente estbmago, duodeno e vesicula biliar. Ocorre também a difusio
passiva do contetddo estomacal para o lobo esquerdo do figado, lobo esquerdo do pulmao e
ventriculo esquerdo. A razdo entre a concentragdo do téxico no sangue cardiaco e no sangue
periférico auxilia na avaliacdo da redistribuicdo post mortem e, em geral, as substancias que
apresentam esta razio superior a um, apresentam maior probabilidade de sofrer redistribuicao
post mortem (10,11,15).

4.1.4 Matrizes biologicas

A Toxicologia Forense pode separar-se em duas dreas distintas de acordo com o tipo de
andlises solicitadas: ante e post mortem. Consequentemente, a variedade de matrizes bioldgicas
passiveis de serem usadas na andlise toxicoldgica varia em fungdo da 4rea de atuagdo. As matrizes
preferenciais para colheita in vivo sdo o sangue, a urina, o cabelo, unhas e o conteido géstrico
(lavado gastrico e vomito), enquanto post mortem s@o o sangue (periférico e cardiaco), a urina, o
humor vitreo, o contetido géstrico, a bilis e 6rgdos (principalmente o figado e rim). Em casos
particulares podem ainda ser colhidas no decorrer da autdpsia outras matrizes alternativas e
adicionais como o liquido cefalorraquidiano, o liquido pericédrdico, o cérebro, o bago, o musculo
esquelético, pele, unhas, de forma a permitir e/ou complementar a investigacao toxicolédgica (9).
A selecdo e a recolha do material bioldgico para a realizagdo de andlises toxicoldgicas
sdo um dos passos mais importantes na interpretacio dos resultados. A escolha deve ter em conta
todas as caracteristicas da substincia a pesquisar, todas as modificacdes possiveis do analito
devido a alteracdes metabdlicas e, principalmente, a toxicocinética, a estabilidade na matriz, bem
como, a disponibilidade da amostra no caddver. A ocorréncia de fenémenos de redistribui¢ao post
mortem deve ser tida em consideracdo aquando da sele¢do das matrizes de forma a garantir a
confiabilidade e fidedignidade nos resultados obtidos para posterior interpretacdo. A escolha da
matriz depende quase sempre do estudo a realizar, sendo que na andlise de drogas de abuso o
sangue e a urina s@o as matrizes bioldgicas mais comumente analisadas no SQTF-DC (9).
De seguida serdo abordadas as principais caracteristicas, assim como as vantagens € as
desvantagens das diferentes matrizes bioldgicas utilizadas em Toxicologia Forense.
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4.1.4.1 Sangue

O sangue é a matriz bioldgica de eleicdo nas andlises toxicoldgicas para a detecdo,
quantificacdo e interpretagdo das concentracdes dos compostos, uma vez que permite efetuar a
correlacdo entre a quantidade e os efeitos do téxico no organismo, através de uma comparagao a
partir de uma extensa base de dados. Esta matriz permite detetar indmeras substdncias,
nomeadamente dlcool (na colheita de sangue periférico ante mortem deve-se ter em atengdo ao
tipo de antisséptico utilizando, pois ndo deve ser usado antissépticas contendo dlcoois ou iodo
para desinfetar a pele antes da punc¢do venosa, visto que estas podem provocar a sua
contaminacdo, bem como ndo deve ser utilizado sistema de vicuo na flebotomia, uma vez que se
trata de um produto volatil), drogas de abuso, medicamentos, pesticidas e metais, tanto in vivo
como post mortem (9,14,16).

Quando o resultado analitico € positivo, indica o uso ou exposi¢ao recente ao analito, uma
vez que, as substincias desaparecem da circulacdo sanguinea de forma bastante rdpida. Para além
das referidas vantagens, o sangue pode ser colhido de diferentes locais anatdmicos. A detecdo de
substancias toxicas e seus metabolitos no sangue pode permitir a determinacdo do consumo
cronico ou agudo, da via de administracdo e/ou da ocorréncia ou ndo de redistribuicdo post
mortem através da comparagao das andlises entre o sangue periférico e o sangue cardiaco. Apesar
das indmeras vantagens do sangue, esta matriz também apresenta desvantagens, nomeadamente
o facto das concentracdes de substancias serem sujeitas a alteracdes post mortem, o local de
colheita poder influenciar as concentragdes das substancias tdxicas, a existéncia de uma grande
variagdo na correlacio interpessoal das concentragdes de substincias com os efeitos, as amostras
post mortem estarem frequentemente coaguladas ou hemolisadas e a possivel distribuicio
desigual das substéncias entre o plasma e o sangue total (10,17).

Apesar desta matriz bioldgica necessitar de alguma preparagcdo da amostra e apresentar
uma janela de dete¢do temporal relativamente baixa quando comparada com outras amostras, como
aurina e o cabelo, ou seja, algumas substancias sdo detetdveis por periodos de tempo relativamente
curtos no sangue, quando comparados com outras matrizes, mesmo assim € a escolha mais
adequada para fins de triagem. Na andlise post mortem € recomendada a colheita de sangue
cardiaco (colhido preferencialmente da cavidade direita) e periférico para efetuar a avaliagdo da
suscetibilidade de redistribui¢do post mortem. Apesar do sangue cardiaco ser mais abundante e
de facil colheita, € afetado pela redistribuicio post mortem por se localizar numa regido central e
proximo de 6rgaos com capacidade de acumular elevadas quantidades de compostos. O sangue
periférico é colhido através da veia femoral ou subcldvia, sendo menos suscetivel a fendmenos
de redistribuicdo, por se encontrar afastado da regido central e devido a presenga de vdlvulas que
impedem o movimento do sangue de outros locais (10).

A interpretacdo dos resultados € extremamente complexa nos casos em que as substincias
presentes nas amostras de sangue cardiaco sofrem RPM e, se encontram presentes em
concentracdes que variam entre o limite méximo terapéutico e o limite minimo téxico, para o qual
foram reportados casos de intoxicacio ou morte. Nestes casos, a andlise de uma amostra de sangue
periférico pode ser decisiva, para avaliar o papel que o analito teve na vitima pelo que, sempre que
possivel, devem ser colhidas durante a autépsia amostras de sangue post mortem, provenientes de
dois locais distintos, do coracdo (sangue cardiaco) e dos vasos periféricos (sangue periférico)
(9,18).
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4.1.4.2 Urina

A urina € o principal liquido de excrecdo do organismo e, consiste numa das matrizes
bioldgicas mais utilizadas em toxicologia forense na dete¢do de drogas de abuso, quer em casos
ante mortem, quer em casos post mortem (quando esta esteja disponivel).

Esta matriz permite a andlise qualitativa tanto das substancias toxicas como também dos
seus metabolitos, através de testes imunoenzimaticos, tornando-se deste modo uma ferramenta
muito importante na triagem alguns grupos de substincias com interesse médico-legal. Muitos
dos testes de rastreio comercializados sdo apenas destinados a amostras de urina.

A urina € uma amostra bioldgica significativamente menos complexa que o sangue, uma
vez que contém uma pequena quantidade de macromoléculas, devido ao processo de filtracao
renal, o que simplifica a preparacido da amostra para andlise. A urina é composta essencialmente
por dgua (95-98%), ureia, dcido drico, creatinina e ides, nomeadamente sddio, potdssio, cloro e
magnésio (9,18). Apresenta diversas vantagens, nomeadamente pelo facto de estar prontamente
disponivel, a sua colheita € ndo invasiva, tem habitualmente um grande volume disponivel e
elevadas concentracdes de substancias toxicas e/ou dos seus metabolitos. Esta matriz permite a
determinacdo de concentracdes detetdveis das substincias toxicas, mesmo quando estas sdo
administradas em doses terapéuticas e, em alguns casos, permite determinar concentragdes de
substincias toxicas cem vezes superiores as determinadas no sangue. Para além das vantagens
referidas, a urina também permite detetar a presenca de diversas substincias e seus metabolitos
excretadas poucas horas apds o seu consumo e, podem continuar a ser detetdveis durante varios
dias ou semanas apds o dltimo consumo, sendo as concentragdes de drogas e dos seus metabolitos
geralmente maiores que no sangue. E importante referenciar que a via de administracio influencia
na quantidade da substancia que é absorvida e o metabolismo influencia no tipo e na quantidade
de metabolitos que se formam, o que provoca o aumento ou a diminui¢do da janela de detecdo. A
janela de detec¢do de drogas de abuso na urina pode variar de 24 horas a um meés, dependendo
maioritariamente da substincia.

Apesar das vantagens da urina como matriz biolégica, esta também apresenta algumas
desvantagens. Na colheita em vivo surge a necessidade de supervisdo, dado o elevado risco de
adulteracdo da amostra. H4 também auséncia de uma correlacdo com o estado de influéncia da
pessoa e o facto de raramente ser possivel uma andlise quantitativa e quando possivel, a
interpretagdo dos resultados exige atengdo redobrada.

Nos casos de colheita de urina post mortem, existem trés desvantagens: a possibilidade
de inexisténcia de urina, uma vez que ¢ comum que a bexiga se esvazie durante o processo de
morte, a possibilidade de ndo se detetar a droga original, (isto pode ocorrer em casos de morte
repentinas, em que o tempo de sobrevivéncia € inferior a uma hora, as drogas ndo sdo excretadas
e, como tal, a urina n@o constitui uma matriz ideal para a dete¢do da substincia administrada, ou
seja, os resultados podem ser negativos se a morte ocorrer perto no momento da ingestdo, nao
permitindo correlacionar a concentracdo da droga na urina e os efeitos farmacolégicos e toxicos
devido a taxa de excre¢do dos toxicos e ao volume de urina, uma vez que muitas drogas sio
rapidamente metabolizadas, ou estdo presentes em concentragdes relativamente baixas; e a
dificuldade de interpretar as concentracdes da maioria das drogas presentes na urina, uma vez que
ndo existe uma correlagdo direta entre a concentragdo da droga na urina e no sangue.

O facto de ndo existir uma correlacdo com os niveis sanguineos estd associada ao facto
de a urina ndo ser um fluido circulante, mas sim um residuo colhido na bexiga. As concentracdes
das drogas e seus metabolitos na urina dependem do tempo de formacao da urina em relacdo a
colheita e ingestao das drogas. A urina também nao apresenta uma correlagdo com efeitos toxicos
no momento da colheita, sendo a bexiga um reservatorio e, ao contrario do sangue, nao estd em
equilibrio com os tecidos.

A identificacdo positiva de substincias toxicas na urina confirma o consumo dessas, pois
estavam presentes no organismo algum tempo antes da morte, porém nao indica a quantidade
ingerida e/ou a data de ingestdo, e, no caso concreto das drogas de abuso, nada prevé quanto ao
estado da pessoa, pelo que para interpretar o contexto de consumo, o sangue deve ser analisado
para os analitos encontrados na urina. Nos casos em que existe a suspeita de que a morte terd
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ocorrido logo apds o consumo da substincia (presenga de um recipiente suspeito ou de uma agulha
com seringa no brago do caddver), os achados negativos da substincia na urina podem ser
consistentes caso as concentracdes sanguineas dessa substincia sejam elevadas (9,10,17,19).

4.1.4.3 Humor vitreo

O humor vitreo € um liquido gelatinoso e viscoso, localizado no interior do globo ocular,
num ambiente isolado e protegido. E constituido essencialmente por dgua (98-99%) e quantidades
vestigiais de 4cido hialurdnico, glicose, ides, catides, anides e colagénio, esta matriz apresenta
uma baixa atividade enzimética (auséncia de esterases responsdveis pela rdpida hidrdlise de
determinadas substincias e metabolitos) e € menos propensa a decomposicdo bacteriana, o que
justifica a sua maior resisténcia aos fenémenos de putrefacio e redistribuicio post mortem. E uma
matriz bioldgica de colheita acessivel e que permanece estéril até trés dias ou mais apds a morte,
pelo que apresenta maior estabilidade quando comparado com outras matrizes. Trata-se ainda de
uma matriz com facilidade de andlise ndo tendo praticamente nenhuma preparacdo da amostra.
Porém apresenta um volume disponivel limitado, motivo pelo qual é aconselhado que a amostra
colhida de cada olho seja combinada num unico recipiente, devidamente identificado. O humor
vitreo apresenta também dificuldade de interpretacao dos resultados para grande parte das drogas,
uma vez que existe pouca informacao literdria sobre as concentragdes de substancias nesta matriz.
Devido a sua natureza aquosa, os xenobidticos com alta afinidade de ligag¢@o as proteinas e com
cardcter lipofilico, a serem detetadas, encontram-se em concentracdes inferiores quando
comparadas com as sanguineas (9,11).

4.1.4.4 Conteudo gastrico

A recolha do conteddo géstrico € um procedimento realizado no momento da autopsia,
onde se retira uma aliquota (cerca de 30 mL). Esta matriz € particularmente titil em casos de
intoxicacdo por via oral, visto ser uma das principais vias de administracio de muitos
medicamentos e substincias toxicas, em casos de sobredosagem pode ser facilmente detetada
mesmo pela simples observagdo macroscépica e organolética desta matriz fornecendo orientagdes
do tipo de téxico envolvido, o que ajudam no processo analitico, como os cheiros (por exemplo
o aroma a fruta pode indicar presenga de etanol, o odor a xilol sugere a presenca de inseticidas
organofosforados e o cheiro a améndoa amarga pode indicar intoxicagdo por cianetos) e
coloragdes que podem estar associados a determinados compostos, bem como a presenca de
comprimidos e cdpsulas nao dissolvidos (11,20).

Caso haja suspeita de intoxicacdo por metais pesados, como o arsénio, chumbo ou
merctrio deve ser colhido o contetddo géstrico e adicionalmente conteddo intestinal para serem
sujeitos a andlises toxicoldgicas (20).

A quantidade total de xenobidticos remanescentes no conteido géastrico é muito
importante, pois permite concluir se o resultado é consistente com a hipétese de overdose ou dose
terapéutica. A detecdo de grandes concentracdes xenobidticos no conteido estomacal apenas €
indicativo de overdose quando suportado por dados obtidos no sangue e/ou em tecidos. Contudo,
a detecdo de baixas concentragdes no estdmago pode representar a difusdo passiva, dos ides
contidos no sangue que retornam ao estdmago através do suco géstrico, o que acontece
principalmente com xenobidticos de cardter bdsico que tém tendéncia a ficar retidos no
compartimento gastrico devido ao baixo pH ou resultar de administracio intranasal (11,20).
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4.1.4.3 Bilis

A bilis € um liquido complexo e varidvel, recolhida através da vesicula biliar por
aspira¢do com seringa ou por incisdo. Funciona como reservatério de xenobidticos sujeitos a
excrecao biliar e a circulag@o entero-hepdtica, sendo importante na excre¢do de algumas drogas e
metabolitos, que sdo posteriormente eliminados através das fezes. Em Toxicologia Forense, ¢ uma
alternativa excelente quando a droga ndo € detetdvel no sangue e, alguns métodos analiticos foram
adaptados e/ou validados especificamente para permitir a quantificacdo de algumas drogas e seus
metabolitos nesta matriz, reduzindo a interferéncia da matriz (elevada concentragdo de dcidos
biliares e outras substincias enddgenas).

Virios estudos demonstraram que algumas drogas, como a morfina, estdo presentes em
concentracdes superiores na bilis quando comparadas as sanguineas, o que se torna
particularmente relevante especialmente na andlise de drogas com tempo de semivida curto (10).

4.1.4.5 Figado

O figado é um tecido sélido colhido em casos post mortem para completar os dados
toxicolégicos obtidos no sangue ou na impossibilidade de colheita deste. E o principal érgio
responsavel pela metabolizagdo de farmacos e drogas, o que explica as elevadas concentragdes
observadas neste 6rgdo, permitindo que os téxicos sejam facilmente detetados mesmo quando
presentes em baixas concentragdes no sangue, contudo, atendendo a complexidade enquanto
matriz, a exigéncia de purificacio de estratos a analisar em sistemas cromatogréficos, pode levar
a uma diminuicdo de sensibilidade dos métodos de andlise.

Na interpretag@o dos resultados é necessario ter em conta o fenémeno de redistribui¢do
post mortem. A amostra deste tecido quando colhida no lado direito terd estado menos sujeita a
este fenémeno (10).

4.1.4.7 Liquido cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano apresenta uma aparéncia transparente e estd localizado num
ambiente protegido, estando menos sujeito a contaminac¢io bacteriana. O uso desta amostra é
limitado uma vez que existem poucos dados na literatura acerca dos valores de referéncia,
dificultando a interpretagio dos resultados analiticos. E recolhido através da pungo suboccipital
ou pode ser aspirado através dos ventriculos depois do cranio ter sido removido. Atualmente esta
matriz € mais utilizada na detecdo de opidides, devido a proximidade do local de acdo destes
compostos, ou entdo para dete¢do de 6-acetilmorfina para determinag@o de exposicdo recente a
heroina (10).

4.1.4.8 Tecidos queratinizados

De entre as amostras de tecidos queratinizados o cabelo é cada vez mais utilizado no setor
de toxicologia forense, para controlo do consumo de drogas, e as unhas sao também excelentes
amostras, uma vez que retém as drogas durante um longo periodo de tempo, fornecendo assim
informacdes que excedem a obtida a partir de matrizes convencionais como o sangue € a urina,
definindo um histérico do uso ou mudanga de habitos em relagdo as drogas.

O cabelo € considerado um 6rgdo excretor secunddrio e como tal apresenta diversas
vantagens como a indicagdo da exposi¢do repetida ou crénica, a monitorizacdo clinica e a
facilidade na colheita. O cabelo apresenta uma janela de detecdo, que dependendo a substancia
pesquisada, pode ir de 5 dias a meses. A baixa atividade metabdlica do eixo do cabelo e a prote¢io
exercida pelos componentes da matriz contribuem para a estabilidade dos componentes
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incorporados. Contudo também existem algumas limitacdes que podem impedir a pesquisa de um
determinado analito, como a pigmentacdo, os fatores individuais, ambientais e metodolégicos
(como os procedimentos pré-analiticos e a colheita da amostra) (21).

No cabelo € normalmente acumulada a droga original (sem sofrer metabolizacio), sendo
esta uma vantagem para a detecdo de drogas que sdo rapidamente metabolizadas como € o caso
da heroina (10,17).

As unhas s3o compostas por queratina que absorve as drogas durante o crescimento. Isto
d4 origem a que nesta amostra a janela de detec@o seja maior (10,22).

4.1.4.9 Meconio

O mecénio tem sido utilizado como matriz bioldgica alternativa para verificar a exposi¢do
uterina as drogas de abuso e outras substancias.

O mecodnio consiste na primeira excre¢do do recém-nascido, a sua formacdo inicia-se a
partir do segundo trimestre de gestagdo (por volta da 12* semana) e acumula-se no intestino do
feto até o momento do parto, podendo ser excretado em até cinco dias apds o nascimento.

E uma matriz extremamente complexa, apresenta uma consisténcia pegajosa, com
coloracdo verde-escura a negra e ndo possui o odor caracteristico, geralmente presente nas fezes.
E composto por dgua, células epiteliais descamadas do trato gastrointestinal e da pele, 4cido e sais
biliares, entre outros.

As drogas utilizadas pela mae durante a gestacao sdo incorporadas no meconio por dois
mecanismos distintos: a difusdo passiva através dos vasos sanguineos da placenta para o feto e da
incorporagdo das substincias por degluticdo do liquido amnidtico. A incorporacio e o acumulo
de substincias nessa matriz sdo resultantes do consumo, metabolismo e eliminacdo materna,
transferéncia placentdria e metabolismo fetal, fatores estes que tornam o mecénio uma Otima
matriz para verificar exposicdo fetal com ampla janela de detec@o gestacional.

As vantagens do uso do mecdnio sdo a disponibilidade da amostra, sendo uma colheita
facil e ndo invasiva, e a capacidade de fornecer informagdes preservadas sobre a exposicao fetal
a substancias a partir do primeiro trimestre de gravidez.

As desvantagens dessa matriz sdo a complexidade e heterogeneidade da amostra, o que
exige etapas adicionais de preparagdo, purificacdo e concentracdo dos analitos, aumentando o
tempo e o custo das andlises (23).

4.1.5 Analise toxicoldgica

A selecdo do método analitico deve ser feita perante as alternativas disponiveis, tendo
sempre em conta a sensibilidade, especificidade, precisao e exatidao dos métodos. Inicialmente a
autoridade judicial emite uma requisicao para que sejam recolhidas amostras que, dependendo da
situacdo, poderdo ser recolhidas durante a autpsia ou quando os individuos estdao no hospital.
Apbs a colheita segue-se a preparacio da amostra onde € efetuada a andlise qualitativa através de
métodos de rastreio. Se o resultado da triagem for positivo, a amostra segue para confirmacio e
quantificacdo por um método distinto. Este método de confirmagdo e quantificacdo deve ser
preciso e exato de modo a evitar os interferentes do método de rastreio. Por fim, o resultado é
interpretado face as varidveis envolvidas e o relatério € enviado as autoridades judiciais.

O relatério final da andlise deve ser explicito quanto ao método utilizado, quanto a
sensibilidade da técnica, incerteza do resultado, valores de cut off, principais limitacdes e quanto
ao cumprimento da cadeia de custddia (10).
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4.1.6.1 Técnicas de triagem/rastreio

Na toxicologia forense, na maioria das vezes ndo ¢é possivel obter informacgdo clinica
(sintomas), como na toxicologia clinica, desta forma torna-se necessario iniciar a pesquisa dos
analitos solicitados através de etapas de triagem (24).

As técnicas de rastreio consistem num procedimento qualitativo de um determinado
grupo de compotos realizado numa amostra biolégica com finalidade de identificar a presenca ou
nao de uma determinada substincia, para isso recorre-se muitas vezes aos imunoensaios.

Os imunoensaios sdo técnicas de rastreio muito utilizadas nos laboratdrios de Toxicologia
Forense devido a sua simplicidade e rapidez no resultado, necessitam de uma pequena quantidade
de amostra e detetam concentracdes na ordem dos pg-mg e sdo métodos padronizados e validados
pelo fabricante, pois os seus valores analiticos de cut off podem variar entre os fabricantes e entre
as diferentes técnicas. Como o préprio nome indica baseia-se em técnicas imunoldgicas, reacdes
que ocorrem entre antigénio (Ag) e anticorpo (Ac). Normalmente os testes comerciais baseiam-
se na utilizacdo de Ac com afinidade estrutural para o composto ou grupo de compostos a detetar
(exemplo: anfetaminas) e uma forma marcada do Ag a pesquisar que compete na reagdo com 0
analito presente na amostra e permitird detetar a formacdo do complexo analito-Ac. Um dos
inconvenientes destes ensaios € o facto de este ndo detetar especificamente uma substancia, ou
seja, o Ac produzido para o Ag (exemplo anfetaminas) apresenta reatividade cruzada com outros
compostos com estruturas quimicas semelhantes, ou ainda analitos que sejam imunologicamente
reativos facto particularmente relevante em amostras post mortem (25-27).

Podem ser utilizados diversos métodos de detecio como € o caso da Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assays (ELISA), Enzyme Multiplied Immuno Technique (EMIT), as
imunocromatografias (IC), os radioimunoensaios (RIA) e a imunofluorescéncia (IF)
(10,11,17,25,28).

A triagem de drogas de abuso e de benzodiazepinas, no SQTF-C do INMLCEF, LP. é
realizada num analisador automdtico (Sistema Evolis™ Twin Plus System -Stratec Biomedical
Systems AG), cujo funcionamento tem por base rea¢des imunoenziméticas de fase s6lida (ELISA)
).

A técnica de ELISA consiste num imunoensaio enzimético, do tipo heterogéneo, permite
uma etapa de lavagem apds a adi¢@o dos reagentes, para separar o conjugado que se ligou ao Ac
dos conjugados que ficaram livres. Na detecao de substancias, t€m-se um Ac sintético imobilizado
na fase solida (placa poliestireno), especifico para o Ag de interesse presente na amostra. A enzima
reage com o substrato adicionado ao sistema, gerando um produto de reacdo colorido, monitorado
visualmente ou por espetrofotémetro. A relacio entre a intensidade de coloragdo e a quantidade
de Ag € inversamente proporcional. Na técnica de ELISA, as enzimas mais utilizadas sdo a
peroxidase, a fosfatase alcalina e a beta-galactosidase. Existem diversas variantes da técnica de
ELISA, como o ELISA indireto, o ELISA sanduiche e o ELISA competitivo, sendo os dois
ultimos os mais aplicados para detegdao de Ag na amostra (29).

Esta técnica permite a automatizagdo, uma resposta qualitativa rdpida, com boa
sensibilidade e especificidade e a capacidade de analisar um s6 metabolito ou varios metabolitos
em simultineo. Os resultados sdo apenas presuntivos, uma vez que ndo distinguem as substancias
dentro de cada grupo de substancias analisadas (10,17,24,26,27,30).
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4.1.6 Analise de resultados

A andlise dos resultados do procedimento de triagem tem por base a comparagdo das
absorvancias obtidas para as amostras com as absorvancias de amostras brancas fortificadas com
os analitos de interesse e de acordo com o valor de cut-off definido.

O resultado do procedimento de triagem € expresso como positivo quando a absorvancia
obtida para a amostra € inferior a média das absorvancias obtidas para o calibrador de
concentracdo cut off (por ser analisado em duplicado). Também sdo considerados positivos os
resulados cujo valor da absorvancia fica compreendido entre o valor de Acut off e [Acut off +
(Acut off x0.15)], isto é, com valores de absorvancia superiores ao valor da amostra cut off em
15%.

O resultado é expresso como negativo, quando a absorvéncia obtida para a amostra é
superior a média das absorvancias obtidas para o referido calibrador, com excecdo dos resultados
cujos valores de absorvancia sdo superiores ao valor da amostra cut off em 15%.

4.1.7 Interferéncias analiticas

Nos processos de determinacdes laboratoriais as interferéncias analiticas mais frequentes
sdo as que decorrem da prépria constituicdo das matrizes selecionada, das interferéncias entre
analitos e as associadas ao estado de conservagao das amostras.

A conservagao de amostras podem sofrer influéncia perante a forma de armazenamento
e periodo decorrido entre a colheita e a andlise laboratorial. Estes fatores e em especial as
flutuacdes de temperatura resultantes do transporte poderdo constituir um erro grave pré-analitico,
distanciando o que € a realidade no momento da colheita e os resultados obtidos. Esta situacio
estd relacionada com a estabilidade das moléculas e com o desenvolvimento bacteriano e
degradacdo da matriz.

Relativamente as solugdes conservantes adicionadas ao sangue, estas podem induzir
algumas alteragdes nas andlises de dete¢do de anfetaminas por métodos imunoenzimaéticos pelo
que nas amostras post mortem nos tubos destinados ao acondicionamento de sangue (e de outras
amostras) é adicionado fluoreto de sédio, na concentracao aproximada de 1-2% (p/v).

Quanto as outras interferéncias nos ensaios imunoenzimaticos, além da reatividade
cruzada e que se espera existir para as substdncias do mesmo grupo, hd também que considerar
aquelas que sio devidos as reacdes cruzadas de possiveis substancias endégenas ou de substancias
que tenham sido absorvidas pela pessoa em vida (18,20).

Na Tabela 1, estd apresentado um levantamento bibliografico das principais interferéncias
nos testes de triagem para deteciao de anfetaminas.
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Tabela 1 Reagdes Cruzadas perante imunoensaios para detecdo de anfetaminas

Autores

Alec Saitman et al.

Loreto Quesada et al.

Barry K Logan et al.

Jennifer M. Colby et al.
Isabel Gomila et al.

Sarah Bugier et al.
Marion Leclercq et al.

Substancia
Bupropiona
Clorpromazina

Demetilamilamina
(DMAA)

Labetalol
Metformina
Ofloxacina
Prometazina

Trazodona (m -CPP)

Fenofibrato

Trazodona,
metaclorofenilpiperazin
a (mCPP),
trifluorometilfenilpipera
zina (TFMPP)

Fluoroquinolonas

Cloroquina

Fenofibrato
Metoprolol

e Concluirama que a trazodona tem de ser > 200pg/mL para produzir um resultado falso-
positivo

Concluiram que, em urina enriquecida, ~225 ug/mL de 4cido fenofibrico e 150 pg/mL
de fenofibrato seriam suficientes para resultar em um resultado positivo no
DRI ® Ecstasy Assay usando um ponto de corte de 500 ng/mL. A reatividade cruzada
resultante é de 0,2% para dcido fenofibrico e 0,3% para fenofibrato.

Os pacientes que tomam trazodona podem obter resultados falso-positivos no teste
EMIT de urina para MDMA.

Resultados positivos para AMPH na presenca de trazodona na triagem de drogas
usando anticorpos policlonais com o EMIT I

e A cloroquina pode causar resultados falso-positivos no Ensaio de Anfetaminas DRI
quando estd presente em altas concentragdes. A hidroxicloroquina nido produziu
resultados falso-positivos nos imunoensaios avaliados.

Os metabolitos do metoprolol reagiram de forma cruzada apenas com o imunoensaio
das anfetaminas, mas em concentragdes mais altas (ou seja, 2.000 pg/mL para a-
hidroximetoprolol e 750 pg/mL para O-demetilmetoprolol).

e OQOutras substincias que apresentaram reagdes cruzadas com as AMPH foram a
pseueoefedrina, fenilefrina, bupropiona, clorpromazina, trazodona, ranitidina.
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Amostra

Urina

Urina

Urina

Urina
Urina

Urina
Urina

Técnica
SYVA EMIT II Plus

SYVA (31
EMIT- MAM®

kits Roche

KIMS ® e SYVA

EMIT II ®

Nao mencionado

Bioite Triagem

AM/MA Il ®

SYVA
EMIT- MAM

SYVA Ecstasy
EMITII ®
DRI(®) 32)

EMIT II (33,34)

Abbott TdxFIx (35)
Anfetaminas DRI (36)

DRI Ecstasy Assay (37)
MULTIGENT® (38)
anfetamina

Referéncias
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Robin Wijngaard et al.

Jacob J
Hugheye Jennifer M
Colby

Li Liu et al.

Stephanie J. Marin et
al.

Christine LH Snozek et
al.

Justin Kaplan et al.

Navin Dadlani , Anna

Farrar , Graham Jones

Loreto Quesada et al.

Tetracaina

A-metildopamina  (um
metabolito da
metildopa), ceftarolina
fosamil e procainamida,
acido esmolol, esmolol,
N-acetil-3-
hidroxiprocainamida

Ranitidina,

Fentermina,
Tranilcipromina,
Propranolol, MDA,
MDEA , MDMA,
Eritro-dihidro
bupropiona,

-
Hidroxibupropiona
Mexiletina

Aripiprazol

Fenofibrato

Acido fenofibrico

A tetracafna é um anestésico local utilizado na prética clinica como pomada durante o
cateterismo urindrio. Verificaram que a tetracaina era responsdvel por cerca de 80%
dos casos falso-positivos de anfetaminas nas amostras de urina

Uma associagdo forte significa que a probabilidade de uma triagem de falso-positivo é
aumentada pela exposicdo anterior a uma substincia, mas ndo significa
necessariamente que a triagem de falso-positivo seja causada pela prépria
substancia. Uma possibilidade alternativa € que a associag@o se deva a um metabolito,
como ocorre nas anfetaminas com metildopa. Uma segunda possibilidade é que a
associacdo seja espuria e causada por coexposicdes com outras substancias de reagdo
cruzada, como € o caso da buprenorfina com citarabina.

A metildopa e, 3-o-metildopa, ndo originaram interferéncia

Ao contrario do ensaio EMIT II Plus, o ensaio AMPH tem atividade cruzada com a
ranitidina, que € independente da propor¢do amostra/reagente.

Demonstrou falsos positivos no equipamento da Beckman Coulter AMPH e ndo no
Siemens EMIT II Plus

O estudo de reatividade cruzada de EIA indicou que uma combinagdo de compostos,
incluindo metabolitos, é provavelmente responséavel pelos resultados falso-positivos de
EIA observados em laboratdrio, em vez de um unico composto, pois foi observada
baixa reatividade cruzada para compostos individuais quando analisados pelos ensaios
EMIT II.

A urina livre de drogas enriquecida com mexiletina causou resultados positivos em
todos os ensaios, embora os ensaios EMIT II Plus e KIMS tenham reagido de forma
cruzada em concentracdes mais baixas de mexiletina

Potenciais reacdes cruzadas em criangas: fluvoxamina, buspirona, aripiprazol
Nao estd provado que possa provocar FP em adultos

Possibilidade de resultados falso-positivos de anfetaminas devido a provavel
reatividade cruzada do fenofibrato com os reagentes do teste.
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Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Imunoensaio
CEDIA
Anfetamina/
cstasy
Imunoensaios (nio
especifica)

Imunoensaio
Beckman  Coulter
AMPH e Siemens
EMIT II Plus

Imunoensaio AMPH

0s imunoensaios
automatizados Syva
EMIT II Plus e
Roche KIMS

N3o identificado

Imunoensaios

DRI(®) Ecstasy,

(39

(40)

(41)

“42)

“43)

C)

(45)

(46)



Olof Beck et al.

Nancy C Brahm et al.

Guido Pelletti et al.

Hallvard Gjerde et al

Yukiko Hino et al

Simon Elliott, Vitoria
Burgess

Bronfeniramina,
bupropiona,
clorpromazina,
clomipramina,
dextrometorfano,
difenidramina,
doxilamina, ibuprofeno,
naproxeno,
prometazina, quetiapina,
quinolonas (ofloxacina
e gatifloxacina),
ranitidina, sertralina,
tioridazina, trazodona,
venlafaxina, verapamil,
fenilpropanolamina

Mebeverina

ESTUDO DAS INTERFERENCIAS NA ANALISE DE ANFETAMINAS POR
METODOS IMUNOENZIMATICOS, EM SANGUE POST MORTEM

¢ O teste CEDIA Amphetamine/Ecstasy e EMIT dau Amphetamine Class mostraram a
maior reatividade em relacdo as novas drogas, o que era esperado, ja que muitas t€ém
estrutura e atividade semelhantes as das anfetaminas.

e Este método de triagem ndo é recomendado para compostos anfetaminicos, devido ao

alto nimero de falsos positivos.

o A presente modificagdo do método EMIT dau parece ser um bom método para triagem

de drogas em amostras de sangue forense, exceto para anfetaminas em amostras de
necropsia.

e Também foi relatado anteriormente que amostras de sangue post mortem podem dar

origem a anfetamina EMIT falso-positiva resultados, e foi sugerido que isso era devido
a putrefactantes.

A rejei¢do da amostra ocorreu em alguns casos com os ensaios de anfetaminas EMIT. O
sistema de imunoensaio EMIT modificado aqui apresentado parece ser util para triagem
de drogas de abuso em amostras de sangue post mortem, especialmente quando a urina
nao estd disponivel.

Mebeverina ¢ altamente instavel em fluido biolégico contendo esterase (em particular
sangue e plasma), mas € bastante estidvel em solugdes aquosas e urina.

e O fluoreto de sédio ndo pareceu reduzir a degradacdo da mebeverina, mas sim a
fisiostigmina (inibidor da esterase, reduz a hidrélise da mebeverina).
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Urina

Urina

Sangue total post
mortem

Sangue post mortem
(sangue total
hemolisado)

Sangue post mortem

Sangue post mortem

CEDIA, EMIT e
KIMS

Imunoensaios

Imunoensaios
(CEDIA)

EMIT dau

EMIT II Plus e
EMIT dau

Imunoensaios
(CEDIA)

)

48)

49

(50)

(61

(52
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F Musshoff , T Kraemer

Magdalena Lukasik-
Glebocka et al

F Moriya , Y Hashimoto

Lars Kroener , Frank
Musshoff , Burkhard
Madea

KA Moore et al
RA Klinger , LM
Blum , F Rieders

Colisao IB et al.

Um Paulo, Um
pocos , A Dasgupta

Famprofazona
(ingrediente dos
comprimidos Gewodin)
Suplemento  dietético
(Thermal Pro)

Fenetilamina

N,N-dimetilformamida
(DMF)

Quinidina (é um isémero
optico da quinidina)

A falta de reatividade cruzada com os ac. Veritrico e vanilico sugere que a imuno-
ligagdo ocorre na por¢do metoxibenzeno da molécula de mebeverina, que possui maior
semelhanga estrutural com as AMPH

A cadeia lateral de hidroxibutila intacta de mebeverina e MB-OH evitou a reatividade
cruzada com o imunoensaio, e que os resultados positivos para as AMPH poderiam ser
devido a metabolitos N- desidroxibutilados de mebeverina como o PMEA e o PMA.
Num caso de intoxicacdo por mebeverina, foi analisado 1,2 mg/L, de sangue post
mortem com as concentracdes de de MB-OH e dcido verdtrico de 74 e 127 mg/L,
respectivamente pelo que testou positivo no IA de anfetaminas

Famprofazona, sofre conversao metabdlica em anfetamina e metanfetamina. Usando
GC/MS, a ingestdo de famprofazona foi verificada pela identificagdo do composto
original inalterado na amostra de urina.

De entre todos os componentes do suplemento o que podera ter reagido no imunoensaio
deverd ter sido o dimetilamiloamina (DMAA, geranamina) ou componente amargo da
laranja.

A fenetilamina, uma amina putrefativa, deu resultados positivos para AMP em
concentracdes acima de 5.000 ng/mL.

As amostras falso-positivas para AMP continham fenetilamina em concentragdes
relativamente altas devido a putrefacdo moderada a pesada.

Os imunoensaios de microplaca revelaram sensibilidades mais altas e provaram ter
vantagem na detec¢do das concentracdes mais baixas de drogas. No entanto,
especialmente para aplicagdes clinicas em casos de emergéncia com intoxicagdes
agudas, quando os resultados de triagem sdo urgentemente necessdrios, ensaios
homogéneos como ADx ou Cedia fornecem alternativas preferiveis com manuseio mais
rapido e facil.

Os autores concluem que, embora o anticorpo usado no ensaio de quinidina seja
estereoespecifico, o anticorpo usado no ensaio de anfetaminas pelo mesmo fabricante
ndo ¢é estereoespecifico
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Urina e sangue

Urina

Sangue post mortem

Sangue total

Sangue post mortem

Soro, plasma e
sangue post mortem
Sangue post mortem

Soro

triagem
imunoquimica

Imunoensaio (FPIA;
Axsym, Abbott)

Imunoensaio nao
especificado

ADx e CEDIA DAU
comparados com
MTP e Pyxis 24

ELISA
EMIT

RIA
Imunoensaios
(Abbott
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Luigino G Apolonio et al

Omar Felipe Dueifias
Garcia

Joshua L. Fenderson et
al.

Stacy EF Melanson et al

Jason M Barao et al.

Erica R Casey et al.

Isabel Gomila et al.

labetalol

Atomoxetina

Clorpromazina ou

bupropiona

Meta-
clorofenilpiperazina
(m-CPP)

Bupropiona

Benzofuranos (5-(2-
Metilaminopropil)
Benzofurano (5-
MAPB), 5-(2-
metilaminopropil)-2,3-

di-hidrobenzofurano (5-

MAPDB), 5-(2-
Aminopropil)-

Benzofurano (5-APB),
5-(2-Aminopropil)-2,3-
di-hidrobenzofurano (5-

APDB), 5-(2-

ESTUDO DAS INTERFERENCIAS NA ANALISE DE ANFETAMINAS POR

Os autores observaram reatividade cruzada significativa da L-anfetamina com o
imunoensaio de anfetamina também comercializado pela Abbott Laboratories e
executado no analisador AxXSYM

Este kit é improvdvel serem suscetiveis a FP devido a putrefa¢do de aminas

O uso de PBS para eliminar as contribui¢cdes da matriz ao avaliara a reatividade cruzada
das aminas que ocorrem naturalmente no processo biolégico post mortem

Outro fator a ser considerado é que o sangue ndo diluido pode resultar numa resposta
mais forte porque a hemoglobina pode ndo ligar-se especificamente e reagir 3.3°; 5,5°-
tetrametilbenzidina para causar um aumento na cor de fundo.

Diazepam, hidromorfona ou zafirlucaste ndo foram relatados para provocar um falso-
positivo para anfetaminas no imunoensaio CEDIA.
Atomoxetina ou seus metabolitos sejam a causa do resultado do teste falso-positivo

E importante ressaltar que o(s) metabolito(s) da clorpromazina, € ndo o firmaco
original, mostraram causar a interferéncia

e Foram feitos para inibir os transportadores de dopamina, noradrenalina e serotonina
e Mostraram afinidade para 5-HT2B/2C e adrenorecetores al /retores 2C
e Demostrarama reatividade cruzada para 5-MAPB, 5-MAPDB, 5-APB e ndo mostraram

reatividade para o EIA de AMPH o 5- AEDB
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Sangue, urina e saliva

Urina
Urina

Urina

Urina

Urina

Urina

Laboratories,
Abbott Park, IL).

ELISA direto Bio-
Quant

Nio especifica qual
0 imunoensaio

Imunoensaio CEIA.

Imunoensaio de
anfetamina/metanfet
amina monoclonal
EMIT II Plus
Imunoensaio
Anfetaminas 1T

(Roche Diagnostics)

Imunoensaio Syva
EMIT II
Usando 8 metodos

diferentes de
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anfetaminas
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Kent R. Olson et al.

Etilaminopropil)
Benzofurano (5-EAPB)
e 5-(2-Aminoetil)-2,3 -
di-hidrobenzofurano
(5-AEDB)

Efedrina, fenfluramina,
isometepteno, MDA,
MDMA, fentermina,
fenmetrazina,
fenilpropanolamina,
pseudoefedrina,
bupropiona,
clorpromazina,
labetalol, ranitidina,
sertralina, trazodona,
trimetobenzamida

e Todos os ensaios sdo reativos a metanfetamina e anfetamina, bem como a farmacos que
sdo metabolizados gerando anfetaminas (benzfetamina, clobenzorex, famprofazona,
femproporex, selegilina). O ensaio policlonal é sensivel a aminas simpatomiméticas de
reagdo cruzada (efedrina, fenfluramina, isometepteno, MDA, MDMA, fentermina,
fenmetrazina, fenilpropanolamina, pseudoefedrina e outros andlogos da anfetamina);
farmacos ndo estimulantes de reagdo cruzada (bupropiona, clorpromazina, labetalol,
ranitidina, sertralina, trazodona, trimetobenzamida). O ensaio monoclonal € reativo a
d-anfetamina e d-metanfetamina; além disso, muitos t€ém alguma reatividade para MDA
e MDMA.
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5 Capitulo das anfetaminas

5.1 Enquadramento historico

Desde os tempos mais remotos, que a natureza humana € caracterizada pela procura
insacidvel de prazer e de bem-estar, sendo que, perante dificuldades na obten¢do desses objetivos
tem recorrido a criagdo e/ou utilizagdo de substancias quimicas das mais variadas origens (68).

As anfetaminas (AMPH) foram sintetizadas pela primeira vez em 1887, num laboratério
em Berlim, pelo quimico Lazar Edeleanu. Apesar desta descoberta ter sido feita no século XIX,
este medicamento s6 foi testado em animais 40 anos depois (1927), data em que o quimico G.A.
Alles, juntamente com outros investigadores, voltaram a sintetizar a a-metilfenetilamina
racémica, mais comumente conhecida na atualidade por anfetamina, ficando também
reconhecidos pela identificagao dos efeitos estimulantes desta substincia. A sua sintese ocorreu
no seguimento de uma tentativa de sintetizar um composto que se demonstrasse mais econémico
e simples de sintetizar para substituir a efedrina, medicamento este que atua como agonista beta
adrenérgico (19,68,69).

Em 1910 foi introduzido pela primeira vez o conceito de aminas simpaticomiméticas, por
Barger e Dale, o que mais tarde contribuiu para que investigadores, baseados nestes avancos,
descobrissem derivados das catecolaminas, estando assim, um passo mais perto de sintetizar a
anfetamina.

Em 1932, surgiu com o nome comercial de Benzedrina, registado pela empresa
farmacéutica Smith Kline & French, em Franga. Embora a substancia ativa da Benzedrina seja a
anfetamina, sé passados alguns anos € que surgiu com essa designacdo, razdo pela qual nas

primeiras publicacdes surge apenas o nome comercial.

A farmacéutica Smith Kline & French até forneceu amostras gratuitas do sulfato de
Benzedrina a médicos interessados em prescrever a substancia e, para estudos que pretendessem
explorar lucrativamente os efeitos da anfetamina, por exemplo na fungdo cerebral e respiratdria.

Quando se teve a percecdo que as anfetaminas atuavam como estimulantes do sistema

nervoso central, comegaram a ser utilizadas para diferentes finalidades, tais como o alivio da

fadiga e o aumento do estado de alerta, e como broncodilatadores em casos de quadros clinicos
de asma (68).

Porém s6 em 1935 € que foram colocadas no mercado, como tratamento para narcolepsia
(para a qual ainda € usada hoje), depressao leve, parkinsonismo pds-encefalitico e uma série de
outros distdrbios (70).

Primeiramente foi produzida sob a forma farmacéutica de pd, com a fung¢ao de atuar como
descongestionante nasal, e apenas uns anos mais tarde, surgiu sob a forma de comprimidos. Com

o aparecimento destes Ultimos e, como ndo era necessdria prescricdo médica para adquirir este
medicamento, rapidamente se tornou bastante requisitado pela populacido, uma vez que venderam
cerca de 50 milhdes de unidades nos primeiros 3 anos em que esteve disponivel no mercado (68).

Mas a empresa farmacéutica Smith Kline & French continuou a investir nesta substancia
e, em 1937 langou no mercado o isémero mais potente dos 2 isémeros da anfetamina, a d-
anfetamina, com o nome comercial de “Dexedrine”. Foi também neste ano que, pela primeira vez
se descobriram os efeitos benéficos da Benzedrina no tratamento de criangas, que na altura eram
descritas com um comportamento problemdtico, mas que agora se entende se tratar de uma
sindrome, o transtorno de défice de atencdo/hiperatividade.

Apesar deste sucesso, rapidamente se percebeu que seria imperativo que a anfetamina
apenas se pudesse obter com uma prescricdo médica, lei que surgiu em 1939, sendo que estas
prescricdes comecaram por estar associadas a estudantes e profissionais médicos, e mais tarde,
também a artistas, militares e condutores de camides (68) devido a estes medicamentos atuarem
na reducdo do stresse e na melhoria da concentragdo e do desempenho intelectual (70).

Nesta altura Bett comentou sobre o uso generalizado de 'pilulas de energia' pelas forgas
aliadas na Segunda Guerra Mundial, estimando que 150 milhdes de comprimidos de benzedrina
foram fornecidos ao pessoal de servigo britdnico e americano durante o curso do conflito global,
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de forma a aumentar o estado de alerta e a agressividade, mas também para combater a fadiga dos
soldados, devido aos seus efeitos estimulantes. Um dos principais efeitos deste tipo de consumo
€ de provocar insénias, o que se demonstrou particularmente Util para os vérios militares das
tropas, especialmente para as forcas aéreas que tinham de completar voos de longa duragao.

Apesar da utilizacdo em larga escala na II Guerra Mundial, apenas no periodo da Guerra
da Coreia € que foi oficialmente autorizado o uso das anfetaminas pelos militares, nos Estados
Unidos.

Durante este periodo e durante o pds-guerra foi amplamente consumido por parte da
populagdo do Japdo, o que levou a uma pandemia de consumo de forma a aumentar a capacidade
de trabalho (existem registos que os operdrios das fabricas de munigdes, situadas no Japio,
beneficiavam dos efeitos da anfetamina, utilizando-a para combater a sonoléncia o que levou a
que a OMS adotasse medidas para o seu controlo (68).

Em 1946 a inddstria farmacéutica desenvolveu uma lista com 39 usos clinicos desta
substancia. Destes podemos destacar o tratamento da esquizofrenia, de dependéncia de opiaceos,
paralisia cerebral infantil, nduseas, solugos persistentes e doenga por radiagdo. Hoje em dia, este
medicamento € maioritariamente prescrito para o tratamento de obesidade, narcolepsia e sindrome
do défice de atencdo e hiperatividade.

A produgdo de anfetaminas continuou a aumentar exponencialmente na industria
farmacéutica, e em 1970 conseguiu atingir uma quantidade anual de 10 bilides de comprimidos,
sendo que destes 50 a 90% acabavam por chegar ao mercado negro. Este valor alertou o
Departamento de Justi¢a dos Estados Unidos, que um ano mais tarde viu-se obrigado a impor
quotas legais na producio deste medicamento (68).

Por volta de 1985, o uso ilegal de ectasy alcancou propor¢des tdo grandes nos EUA que
ele foi declarado ilegal. No Reino Unido, desde 1977, todas as substincias derivadas da
anfetamina (incluindo a MDMA) j4 eram consideradas ilegais sendo incorporada a Lista I do
Convénio de Substancias Psicotrépicas e classificadas como droga de abuso.

O Convénio de Substancias Psicotrépicas realizado inicialmente em 1961, em Nova
York, de abrangéncia internacional, foi retificado junto ao Secretario-Geral da Organizagdo das
Nagdes Unidas (18/06/1964) (22).

Apesar de, aparentemente, ser um medicamento bastante versatil, podendo ser utilizado
para o tratamento de diferentes indicag¢des, rapidamente se comegou a reportar um abuso desta
substancia, devido ao facto do seu forte potencial de causar dependéncia (68).

5.3 Epidemiologia

Relativamente as anfetaminas naturais, vdrias estdo presentes na planta Catha edulis, que
cresce livremente a altas altitudes no Este de Africa e na Peninsula Arabica, sendo um habito
generalizado de consumo das populacdes locais.

Quanto as anfetaminas sintéticas, o seu consumo di-se sobretudo nas classes
populacionais mais jovens, afeta preferencialmente os adolescentes, adultos jovens, ou homens
homossexuais ou bissexuais. A mais popular anfetamina tipo “designer drug” é a MDMA, muito
comum nos dias de hoje em festas (71).

O uso indevido dos estimulantes tipo anfetaminas prescritos medicamente, também sao
comuns. No entanto, apenas alguns paises reportam qualquer prevaléncia desta situacdo,
principalmente os da América do Norte e do Sul, ndo se podendo, no entanto, negligenciar este
acontecimento noutros paises. Segundo dados dos Centers for Disease Control and Prevention,
nos EUA, o consumo de farmacos sujeitos a receita médica aumentou, sem prescricdo para os
mesmos, como aconteceu, por exemplo, com o Adderall (anfetamina e dextroanfetamina).

O consumo de miiltiplas substancias, ou policonsumo, continua a representar uma grande
preocupacdo, tanto numa perspetiva de saide piblica como de controlo de drogas (72,73).

Na Europa, o consumo de estimulantes do tipo anfetaminas (excluindo ecstasy) encontra-
se pouco abaixo da média global, estando a anfetamina mais disponivel do que a metanfetamina,
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enquanto que o consumo de ecstasy € superior. Na Europa central e oeste, a anfetamina e o
“ecstasy” continuam a ser os estimulantes sintéticos mais consumidos. Durante os tltimos anos
assistiu-se a uma mudanca no conteido dos comprimidos de ecstasy: a MDMA e homdlogos
deixaram de ser as tnicas substancias psicoativas e o conteido dos comprimidos ficou cada vez
mais diversificado, com menor presencga destas substincias. Enquanto o uso da anfetamina tem
estabilizado em algumas regides, existem preocupagdes que esta esteja a ser substituida pela
metanfetamina, devido a crescente disponibilidade da mesma em alguns mercados. Em algumas
regides mais afetadas pela crise financeira, verificou-se uma descida na demanda de heroina e
cocaina, pois, os consumidores destas, alteraram para drogas mais baratas, como por exemplo, a
metanfetamina e canabinodides (72-74).

No que diz respeito a nossa realidade nacional, dados de 2011 revelam que, relativamente
ao consumo ao longo da vida, a maior prevaléncia € a de canabindides, para todas as idades,
seguida pela cocaina, para idades inferiores a 16 anos, e pelas anfetaminas, para idades superiores
aos 16 anos. No Alentejo, a substincia mais prevalente, depois dos canabindides, sdo as
anfetaminas, registando-se aqui o valor mais elevado do pais. A prevaléncia do consumo é,
globalmente, superior no sexo masculino. Na populacdo escolar portuguesa, o consumo de drogas,
que tinha vindo a aumentar desde os anos 90, diminuiu, pela primeira vez, em 2006/2007, subindo
novamente até 2010/2011, sendo os canabindides a droga largamente preferencial, seguida da
cocaina, ecstasy, outras anfetaminas e dietilamida do 4cido lisérgico (LSD). O ecstasy apresenta
uma média de idade de iniciacdo de 17 anos e as restantes anfetaminas, de 18 anos. Estes foram
considerados pela populacdo escolar, como menos acessiveis do que os canabindides. No entanto,
tem-se verificado, ao longo dos anos, um aumento na percecdo da facilidade na obtencdo de
anfetaminas (75).

5.4 Prevaléncia

Durante o recente periodo de pandemia Sars-Cov2, que atravessdmos, a economia da vida
noturna da Europa foi perturbada o que parece ter conduzido a uma reducdo da procura de
estimulantes durante 2020, sendo provavelmente um fenémeno de curta duragdo, uma vez que a
disponibilidade e o consumo de drogas mantém-se em niveis elevados em toda a Unido Europeia,
ainda que existam diferencas considerdveis entre os paises.

Segundo o Observatdrio Europeu da Droga e da Toxicodependéncia no Relatério Europeu
sobre Drogas tendéncias e evolucdes de 2022, estima-se que aproximadamente 83.4 milhdes, ou
seja, 29% dos adultos (15-64 anos) na Unido Europeia, tenham alguma vez consumido uma droga
ilicita, sendo que o consumo foi comunicado por mais homens (50.5 milhdes) do que mulheres
(33 milhdes).

De entre as drogas consideradas ilicitas a candbis continua a ser a substincia mais
consumida (22.2 milhdes), os estimulantes sdo a segunda categoria indicada com mais frequéncia.
Os dados do Relatério Europeu sobre Drogas de 2022, € baseado nos dados estatisticos recolhidos
em 2020, onde se estima que, 3.5 milhdes de adultos tenham consumido cocaina, 2.6 milhdes
MDMA e 2 milhdes de anfetaminas, cerca de 1 milhdo de europeus consumiram heroina ou outro
opidceo ilicito (74).
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5.5 Caracteristicas das anfetaminas

Como se sabe as anfetaminas representam uma classe de substincias psicoativas, cuja
estrutura é semelhante aos neurotransmissores monoaminicos (nomeadamente a adrenalina/
epinefrina). As AMPH derivam da estrutura das feniletilaminas, as quais sdo, primariamente,
estimulantes do sistema nervoso central (SNC). Existe uma grande variedade de anfetaminas,
tendo em conta que a sua estrutura permite substitui¢des em variados locais da sua constitui¢do,
nomeadamente a nivel do anel aromatico, o que se traduzird, também, em variacdes nos seus
efeitos. Podem, assim, ser divididas em dois grandes grupos, as naturais como a catinona (presente
na planta Catha edulis), a efedrina (um alcaloide encontrado nas plantas Ephedra sp), e a
mescalina (presente em vdrias espécies de cactos), e as sintéticas, dentro desta classe podem ser
ainda subdividida em anfetaminas cldssicas como a anfetamina (speed), metanfetamina (ice,
crystal meth) e 3,4- metilenodioximetanfetamina (MDMA) e pelos novos derivados das
anfetaminas (legal highs) maioritariamente os derivados da catinona, as chamadas catinonas
sintéticas, estas cationas sintéticas t€m a mesma estrutura como base consistindo esta num anel
benzeno e uma cadeia lateral aminoalquilo. Atualmente sdo conhecidos cerca de 30 derivados da
catinona, como a mefedrona, metilona, metilenodioxipirovalerona (MDPV), metedrona ou
butilona (76).
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Figura 1 —Esquema representativo das diversas catinonas sintéticas e a sua estrutura
bdsica. Fonte (76).

As catinonas sintéticas derivam das fenilalquilaminas e estdo diretamente relacionadas
com as anfetaminas, devido a apresentarem uma estrutura quimica muito semelhante como se
pode ver na fig 1. A diferenca entre elas reside no grupo cetona introduzido na posi¢io 3 da cadeia
aminoalquilica ligada ao anel fenilo. Devido a este facto, estas novas drogas sdo designadas por
B-anfetamina, sendo andlogos da catinona natural e, sintetizados pela adicdo de vdrios
substituintes. O grupo B-ceto vai aumentar a sua polaridade e como consequéncia estes compostos
tendem a ser mais hidrofilicos, o que diminui a capacidade para atravessar a barreira
hematoencefélica fazendo com que sejam menos potentes do que as anfetaminas.

Como consequéncia sao necessdrias doses mais elevadas de catinonas sintéticas para alcancar
os mesmos efeitos causados pelas anfetaminas (76,77).

As anfetaminas apresentam-se como um 6leo incolor volétil e insoldvel em 4gua, o sal
mais comum € o sulfato, um pé branco soldvel em agua, sendo que a maioria das formulagdes
ilicitas existem nesta forma, podendo também existir sob a forma de comprimidos (9,73).
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E, normalmente, consumida sob a forma de d-anfetamina ou mistura racémica!. As
principais vias de administracdo s@o a oral, nasal ou, menos frequentemente, intravenosa (IV),
sublingual ou rectal. Ndo &, habitualmente, fumada pelo facto do sal sulfato ser insuficientemente
volatil.

O padrio de abuso das anfetaminas é o consumo tipo “binge”, que consiste num periodo
de frequente administragdo da droga, seguido de um periodo de abstinéncia, com sucessivas
repeti¢des deste ciclo (7,73).

As anfetaminas sdo fortes estimulantes do SNC e do sistema simpético, porém também
apresentam efeitos nos sistemas cardiovascular, pulmonar, gastrointestinal, metabdlico e
muscular (7).

5.5.1 Mecanismo de agao

As anfetaminas, uma vez que derivam da familia : . N NH:
das feniletilaminas, atuam como estimulantes do sistema o i j t
nervoso central e tém fortes semelhancas com a
adrenalina, como mostra na Figura 2. No entanto o seu ol
mecanismo de acio € bastante complexo, pois conseguem
interagir com diferentes alvos (68).

Devido ao facto de serem estruturalmente
similares aos neurotransmissores monoaminicos:

|

-

Figura 2 — Comparagdo entre a estrutura quimica
da adrenalina e da feniletilamina. Fonte: (68).

noradrenalina (NA), dopamina (DA) e serotonina (5-HT) sdo consideradas substratos exogéneos
competitivos dos transportadores de monoaminas presentes na membrana plasmdtica de
neurénios monoaminérgicos, local principal onde atuam (68,73).

Assim que as anfetaminas entram no citoplasma da célula, depois de se ligarem aos
transportadores de monoaminas, estimulam a libertacdo de neurotransmissores. Este processo
pode acontecer por via de dois mecanismos distintos, que sdo eles o gradiente de concentragdo,
através da reversdo da funcdo normal da serotonina, ou pelo aumento da concentracio
citoplasmadtica de neurotransmissores, pois deixa de haver armazenamento nas vesiculas, devido
a acdo das anfetaminas (68).

Estas s@o reconhecidas pelos transportadores membranares destes neurotransmissores
existentes no neur6nio monoaminérgico, combinam-se com eles, e sdo incorporadas para o
interior do citoplasma, através da normal recaptacdo destes neurotransmissores. Aqui, irdo
encontrar-se, preferencialmente, na sua forma protonada, uma vez que o pH intracelular € inferior
ao extracelular. As anfetaminas na sua forma desprotonada podem difundir-se, de volta, para a
fenda sindptica, estando disponiveis para um novo ciclo de captacio mediada pelos
transportadores monoaminicos (68,73).

Através deste mecanismo, é reduzida a recaptagdo de neurotransmissores endégenos e,
por outro lado, induzido o transporte reverso desses mesmos neurotransmissores (68).

O resultado final e a amplificacdo da acdo dos neurotransmissores monoaminicos a nivel
dos terminais nervosos, também denominado de acdo simpaticomimética.

De uma forma resumida, sabe-se que as anfetaminas atuam, principalmente sobre a NA e
DA. A NA, atua principalmente no bloqueio da sua recaptacio, que predomina em baixas doses e,
no aumento da sua libertagdo, que predomina em altas doses. A d-anfetamina é um potente
inibidor da recaptacdo de NA, o que pode ser a base da sua maior poténcia em relacdo a 1-
anfetamina. J4 a DA provoca inibi¢do da sua recaptag¢do e aumenta a sua libertagc@o via transporte
reverso. A nivel periférico, a libertagcdo de NA € superior a de DA. O que faz com que haja um
aumento da atividade da tirosina hidroxilase, que por sua vez conduz a uma maior libertacdo de
catecolaminas (73).

! Uma mistura racémica ¢ definida como uma mistura de dois enantiémeros, com quantidades iguais,
sendo um dextrégiro (d") e o outro levégiro (I). Sendo assim, um feixe de luz que incide sobre essa mistura
ndo ¢ desviado para a direita e nem para a esquerda, seguindo paralelo ao eixo das abscissas.
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5.5.2 Toxicocinética

No que diz respeito a toxicocinética, as anfetaminas podem ser administradas por diversas
vias, como por exemplo, oral, nasal, retal ou vaginal, inalada e intravenosa (73). A forma mais
comum € a via oral, onde a anfetamina é rapidamente absorvida pela mucosa bucal e trato
gastrointestinal. Os niveis plasmdticos atingem a concentragdo mdxima entre 1 a 3 horas,
dependendo de fatores como a atividade fisica, a quantidade de alimento presente no estdmago e
o pH da urina. A absor¢ao completa da-se de 4 a 6 horas apds a exposigdo (78).

Como se sabe as anfetaminas sdo um grupo relativamente homogéneo, nas quais
apresentam ligacdo as proteinas plasmadticas em quantidades muito variadas (menos de 20%) e,
como tal, elevada biodisponibilidade oral e elevado volume de distribuicdo (4L/Kg), por se
difundirem facilmente para o compartimento extravascular. Esta difusdo ocorre, também, por
serem bases fracas (pKa 9,9), pelo seu peso molecular ser relativamente baixo e por serem
substancias anfipdticas, conseguindo atravessar facilmente membranas e atingindo concentracdes
elevadas em tecidos/fluidos com pH inferior ao do sangue, tal como a saliva no suor e no leite
(73). Assim sendo, no processo de distribui¢cdo a anfetamina € concentrada nos rins, nos pulmdes,
no liquido cefalorraquidiano e no cérebro e, devido as suas caracteristicas lipofilicas conseguem
também atravessar a barreira hematocefdlica e placentdria, resistindo a degradacdo pela
monoamino oxidase (MAO), devido a presenca do grupo a-metil na sua estrutura molecular, o
qual aumenta ainda mais a sua solubilidade através de membranas (73,78).

A concentragcdo maxima plasmatica (Cmax) € atingida entre 1,5-3h apds a administracao.
A Cnax aumenta de forma dose-dependente, ndo existindo diferengas significativas entre os seus
dois enantiémeros (68). E metabolizada, principalmente, por dois mecanismos diferentes. O
primeiro é a N-desaminacdo e oxidagdo em derivados de dcido benzdico, como a 1-fenil-2-
propanona (o seu principal metabolito), sendo a reacfo catalisada pelas isoenzimas do complexo
CYP450, e o segundo a hidroxilacdo em 4-hidroxianfetamina, com interven¢do do CYP2D6.
Existe ainda uma via minor de metabolizagio, que compreende a oxidagéo do -carbono na cadeia
lateral, com formacao de norefedrina, o seu metabolito ativo.

Apesar desta substincia ser metabolizada no figado, existe ainda uma percentagem de 3
a 55,5% que é excretada inalterada, acabando por ser excretada também por via hepdtica, mas
principalmente por via renal (68,73). Assim, as semi-vidas plasmadticas estdo, em grande extensao,
dependentes do pH urindrio, por serem bases fracas, a sua excre¢do renal aumenta com a
acidificacdo da urina e diminui com a sua alcalinizacio, razio pela qual os individuos abusadores
destas substancias consumirem bicarbonato, na tentativa de prolongar os seus efeitos. De um
modo prético quando se administra 5 mg de D-L-anfetamina em homens adultos sauddveis
observa-se eliminacdo por via urindria no intervalo de 3 a 4 dias. A alcalinizacdo da urina
prejudica a eliminacdo dos derivados anfetaminicos (22).

As semividas de eliminagdo de ambos os isémeros podem variar, por exemplo o
enantiémero positivo, por ter um metabolismo mais rdpido, tem uma semi-vida de eliminagdo
mais curta que o negativo, estas variagdes sdo de 6 a 12h podendo chegar a 34 horas e ndo parecem
ser afetadas pela via de administracdo, mas sim como referi anteriormente pelo pH urindrio.

Os individuos dependentes de anfetaminas apresentam normalmente maior volume de
distribuicdo (6L/Kg) e maior semi-vida de eliminacdo, pela acumulacdo nos tecidos e pela
tolerancia farmacocinética que desenvolvem, uma vez que semi-vidas longas podem levar a
acumulagdo, apds repetidas administracdes.

As anfetaminas sdo biotransformadas noutros compostos ativos da classe, durante o
processo de biotransformagdo (fig.3). O conhecimento da toxicocinética é essencial para o
sucesso na interpretagdo de resultados em andlises toxicoldgicas, influenciando diretamente na
avaliagdo final e emissao de laudos analiticos (22), uma vez que a andlise da anfetamina na urina
pode ser confundida, devido a ser também um metabolito da metanfetamina e de virios compostos
medicinais (73,78).
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Figura 3 — Principais vias de biotransformagdo das anfetaminas. Fonte (22).

5.5.3 Toxicodinamica

Os efeitos clinicos das anfetaminas sdo uma consequéncia da estimulacdo adrenérgica
periférica e central, através da regulacdo da acdo dos neurotransmissores catecolaminicos,
nomeadamente a noradrenalina e a dopamina. Assim, d4 origem a sua manifestacao clinica mais
evidente: a sindrome simpaticomimética (mediada pelos recetores alfas e beta-adrenérgicos),
caracterizada por taquicardia, taquipneia, hiperidrose com movimento coreoestatico, diaforese,
hipertensdo, hipertermia, midriase, hiperreflexia, tremores e um espectro de manifestacdes no
Sistema Nervoso Central, como agitagdo, irritabilidade, paranoia, alucinacdes, desinibicao,
hiperexcitacdo, convulsdes e coma. Estes efeitos podem ser condicionados por diversos fatores
que convergem num determinado individuo num determinado momento (68,73,79).

As anfetaminas sdo muito utilizadas pelo seu efeito estimulante, euférico, anorexigénio,
alucinogénio e empatogénico ou entactogénico (estes dois dltimos principalmente usados para
descrever os efeitos da MDMA na socializacdo). Os consumidores da planta Catha Eludis
afirmavam, ja, um aumento da energia, estado de alerta, autoestima, imaginagao, da capacidade
de associar ideias e uma sensacao de prazer (73).

5.5.4 Efeitos toxicos

Pelo facto das variadas agdes farmacoldgicas das anfetaminas se traduzirem, ndo sé, em
eficacia terapéutica, mas também, em efeitos adversos e risco de abuso para fins recreativos, o
balanco do beneficio/risco € o desafio chave no seu potencial uso clinico (73).

Os efeitos toxicoldgicos dos derivados anfetaminicos sdo complexos, mas basicamente
os andlogos anfetaminicos sdo conhecidos por aumentar a concentragdo de aminas biogénicas,
incluindo a dopamina e norepinefrina, no SNC. Este € o mecanismo de ac¢do aceite para inducio
de desordens de movimento (hiperestimulagdo) bem como para a psicose anfetaminica associados
ao abuso dessa substincia. As anfetaminas possuem capacidades de aumentar as concentragdes
sindpticas destes neurotransmissores por diferentes mecanismos, que incluem aumento da
libertacdo de dopamina na fenda sindptica devido a alterac@o de pH das vesiculas que armazenam
a dopamina permitindo a sua libertacdo. Outro mecanismo aceite € a inibi¢do da recaptacdo dessas
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substancias via transporte ativo ou por atividade do transportador de dopamina dependente de
canal.

Os efeitos mais comuns sobre o SNC consistem em inquietagdo, tontura, tremor, reflexos
hiperativos, loquaciadade, tensdo, irritabilidade, insénias, febre e, algumas vezes, euforia. Pode
ocorrer confusao, agressividade, alteragdes da libido, ansiedade, delirio, alucina¢des paranoides,
estados de panico e tendéncias suicidas ou homicidas, sobretudo em pacientes com transtornos
mentais. Todavia, esses efeitos psicéticos podem ser produzidos em qualquer individuo, se forem
ingeridas quantidades suficientes da substincia por periodos prolongados. Em geral, a
estimulagdo central é seguida de fadiga e depressdo. Os efeitos cardiovasculares sdo comuns e
incluem cefaleias, calafrios, palidez, ou rubor, palpita¢do, arritmias cardiacas, dor anginosa,
hipertensdo ou hipotensdo e colapso circulatério. Pode ocorrer sudorese excessiva. Os sintomas
gastrointestinais incluem boca seca, gosto metélico, anorexia, nduseas, vomitos, diarreia e cOlicas
abdominais. Em geral, a intoxicagdo fatal termina em convulsdes e, os principais achados
patolégicos consistem em hemorragias cerebrais. Os mecanismos moleculares cldssicos pelos
quais estes eventos se desencadeiam incluem stress oxidativo, excitotoxicidade e disfungdo
mitocondrial (22,80).

Embora altas doses de anfetaminas possam provocar libertagdo de serotonina, os efeitos
nos recetores serotoninérgicos (SHT e SHT?2) sdo muito mais significativos para as anfetaminas
alucindgenicas (ex: ectasy). A concentragdo de MDMA requerida para estimular a libertagcdo de
serotonina é dez vezes menor que a requerida para a libertagdo de dopamina ou norepinefrina
(22,79).

Como consequéncia da libertagdo de catecolaminas, hd poderosas acdes estimulantes
tanto no SNC quanto nos recetores periféricos alfa e beta adrenérgicos, resultando em estado de
alerta aumentado, aumento das pressdes sistolica e diastélica, aumento da atividade locomotora,
estimulagdo do centro respiratério bulbar e na reducao da sensacio de fadiga e aumento do efeito
anorexigénio.

O mecanismo de dependéncia a essas substancias parece estar relacionado
especificamente a acdo da dopamina e das acdes desta amina sobre estruturas da via mesolimbica
(nucleus accumbens, cortex frontal...). Os efeitos da serotonina e da dopamina no sistema
mesolimbico sdo responsdveis pela alteracdo de percecdo e pelo comportamento psicético,
paranoia e agressividade verificados na intoxicag@o.

As anfetaminas apresentam um fenémeno chamado taquifilaxia (tolerancia aguda), que
consiste na obtencdo de respostas menores a substancias depois de repetidas administracdes. A
explicacdo para este fendmeno encontra-se no seu proprio mecanismo de acdo. Se as
administrag¢des sdo continuas e préximas umas das outras ocorrerd um esvaziamento progressivo
dos neurotransmissores adrenérgicos e dopaminérgicos que podem chegar ao esvaziamento
completo. Existem evidencias de que a toxicidade induzida pelas anfetaminas vai alem do dano
envolvido com recetores neuronais dopaminérgicos e serotoninérgicos, atingindo até mesmo
células endoteliais. Os mecanismos exatos € os danos associados ainda necessitam de eluicéo.
Entretanto, os danos se estendem a processos excitotdxicos, proteoliticos, inflamatdrios e
biogénicos que contribuem com o processo de stress oxidativo.

Os efeitos toxicos agudos das anfetaminas € resultado de uma excessiva concentragio
extracelular de NA, DA e 5-HT, consequéncia do seu mecanismo de a¢do farmacolégicas e, em
geral, resultam da superdosagem.

A interrupg¢do do uso crénico das substancias desse grupo pode acarretar um efeito rebote
semelhante ao observado em consumidores de cocaina e ocorre em, aproximadamente, 90% dos
consumidores. E caracterizado por depressdo, “fissura” pela substincia, ansiedade, insénias,
cansaco fisico, paranoia e irritabilidade. Os sintomas sdo mais intensos nas primeiras semanas de
abstinéncia e podem persistir por meses (22).
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5.5.5 Efeitos do consumo de anfetaminas
5.5.5.1 Efeitos Agudos

Os efeitos agudos causados pelo consumo de anfetaminas surgem, principalmente, devido
a produgdo excessiva de noradrenalina, dopamina e serotonina, que se acumulam no espaco
extracelular, devido ao seu mecanismo de a¢do. Uma vez que a anfetamina atua como um
estimulante do SNC, o quadro clinico mais comum de ocorrer estd relacionado com sintomas do
sistema adrenérgico, tais como hipertensdo, tremor, taquicardia, taquipneia, diaforese, midriase,
juntamente com sentimentos de aumento de confianga, sociabilidade, euforia e energia. Quando
os efeitos do MDMA comecam a diminuir os sintomas adquiridos tém tendéncia a ser o oposto,
como relaxamento do corpo.

Outros sintomas possiveis de observar pertencem ao foro neurolégico, como por exemplo
alucinagdes, paranoia, convulsdes, € em casos mais extremos, pode conduzir a coma. Tem
também, a particularidade de conseguir suprimir o apetite e a fadiga, podendo mesmo levar a
quadros de insénia (68).

Os trés principais mecanismos de toxicidade das anfetaminas sdo a hiponatrémia, a
hipertermia e o stress oxidativo.

5.5.5.2 Efeitos cronicos

Os efeitos que aparecem a longo prazo da utiliza¢do de anfetaminas tém sido largamente
estudados com o intuito de mais facilmente responsabilizar os seus utilizadores das consequéncias
nefastas que podem surgir (68).

A intoxicacdo crénica por anfetaminas € caracterizada por sintomas semelhantes aos da
superdosagem aguda. Porém, as condi¢gdes mentais anormais sdo mais comuns, levando ao
surgimento de psicose anfetaminica, caracterizada por alucinacdes ticteis e ilusdes paranoides,
confusdo, delirio e panico, podendo atuar como fator precipitante de esquizofrenia incipiente.

O abuso crénico das anfetaminas € caracterizado por fases de autoadministracio de doses
repetidas durante horas ou dias seguidos por periodos de sono profundo e prolongado depois do
qual, o individuo apresenta-se hiperfagico, disférico e com grande sensag@o de cansaco fisico. A
tolerancia aos efeitos simpaticomiméticos (taquicardia, hipertermia, hipertensao) € menor do que
as que induzem efeitos psicoestimulantes, sendo o uso repetido um fator de risco para outras
complicagdes organicas, além do mais, ¢ muito frequente que os consumidores habituais de
anfetaminas utilizem sedativos para reduzir a sensagdo de disforia induzida pelo uso prolongado
da substancia gerando um risco de adi¢do ou potenciacdo dos efeitos toxicos caso nao se alcance
o seu efeito. Casos de vasculites necrosantes também estd associada ao abuso crénico destas
substancias além de problemas em vélvulas cardiacas e hipertensao pulmonar primaria (22).

Esses efeitos, tais como neurotoxicidade e lesdo cerebral, nefrotoxicidade,
cardiotoxicidade e hepatotoxicidade e rabdomidlise sdo as principais consequéncias provocadas
pelo consumo prolongado das anfetaminas.
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5.5.6 Fatores condicionantes

O tipo e severidade dos efeitos das anfetaminas, tanto os desejados como os téxicos, sdo
bastante imprevisiveis, uma vez que sdo condicionados por uma grande variedade de fatores,
como a dose, a via de administragdo, as carateristicas do consumidor, os estados fisiolégicos e
fisiopatoldgicos, as condi¢des ambientais e co-exposi¢do com outras substancias.

A dose pode variar de acordo com a férmula da substancia e, é o que vai determinar a
intensidade e duracao dos efeitos, bem como o potencial aditivo. Com a tolerancia, sdo necessdrias
doses cada vez maiores para atingir os mesmos efeitos, potenciando também a toxicidade.

A via de administragio pode condicionar os efeitos adversos das anfetaminas,
independentemente de outros fatores. A prevaléncia de sintomas psicoldgicos, como depressao,
ansiedade, paranoia, alucinagdes ou violéncia, estd associada principalmente a via intravenosa. A
via nasal apresenta elevado potencial de abuso, por ser muito mais aditiva do que a via oral, e
tem, igualmente, maior probabilidade de complica¢des, quando comparada com esta.

Por outro lado, tém de se ter em conta as caracteristicas do consumidor, como o sexo, a
idade, a etnia, a orientacdo sexual ou toxicogenética, que de certa forma condicionam a
capacidade metabdlica do individuo, a sua suscetibilidade aos efeitos e a aquisi¢cdo dos padrdes
de consumo.

A co-exposicdo com outras substdncias pode ocorrer, ndo s6 por uma exposi¢io
inadvertida por contaminantes contidos nas formula¢des anfetaminica, mas também pelo
policonsumo simultdneo de outras substincias: licitas, ilicitas, farmacos ou componentes
presentes na alimentacao (73).

5.5.7 Interacoes

As interacdes com as anfetaminas podem ocorrer a nivel farmacocinético e/ou
farmacodindmico. Relativamente as intera¢des farmacocinéticas, uma vez que as anfetaminas sio
sobretudo metabolizadas pelo complexo enzimatico CYP450, os seus efeitos podem ser
influenciados por outras substincias que partilhem ou afetem a mesma via metabdlica. Por
exemplo, inibidores do CYP2D6 reduzem o metabolismo hepético das anfetaminas, podendo
prolongar a sua toxicidade. Por outro lado, as anfetaminas podem potenciar os efeitos deletérios
de substancias ou de farmacos com reduzida janela terapéutica que sdo substratos do CYP450,
como antidepressivos triciclicos, antipsicoticos, antiarritmicos, p-bloqueantes ou tramadol.

A nivel das intera¢des farmacodinamicas, por serem simpaticomiméticas, podem também
interagir com substancias que partilhem do mesmo mecanismo de agdo ou que sejam suas
antagonistas (73).

5.5.7.1 Contaminantes das formula¢des anfetaminica

Pelo facto das anfetaminas ilicitas serem produzidas em laboratdrios clandestinos, o seu
conteddo e pureza dependem muito da fonte, pelo que os restantes compostos que fazem parte da
sua composicdo podem originar efeitos farmacocinéticos e/ou farmacodinamicos inesperados.
Muitas das vezes sdo adicionadas substancias, sé para aumentar o volume das amostras e assim
aumentar o lucro, que apesar de serem consideradas como inertes podem ter influéncia nos efeitos
da droga, como, por exemplo, o bicarbonato de sédio, que € adicionado com intencdo de
alcalinizar os fluidos de excrecdo, retardando assim a eliminac¢ao das anfetaminas.

Esta diminuicdo no grau de pureza, pelos contaminantes, faz com que os consumidores
tenham de aumentar as quantidades administradas para obterem os efeitos desejados, aumentando
também assim o risco de efeitos téxicos, tanto pela anfetamina como pelos seus contaminantes,
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podendo levar a casos de overdose se as substincias tomadas de seguida possuirem maior grau
de pureza.

De entre os contaminantes mais comuns das anfetaminas destacam-se os produtos
derivados da sintese quimica, as misturas com outras anfetaminas, o bicarbonato de sédio, o talco,
os agucares, a quetamina, a efedrina, a cafeina, o LSD, o dextrometorfano e outros excipientes
inertes.

Os produtos resultantes da sintese quimica, como a MDA, tetraidrofurano ou metanol,
podem interagir com a MDMA ou possuir efeitos toxicos intrinsecos.

Normalmente existe sempre misturas de anfetaminas, por exemplo, a associacdo de
MDMA com MDA, MDEA, metanfetamina ou outras. Uma vez que estas partilham semelhantes
vias metabdlicas e mecanismos de a¢do, o potencial de interacdo € elevado. Os niveis plasmaticos
aumentam, potenciando-se a acdo toxica de cada uma destas substincias e potenciando a adi¢ao,
principalmente na associacdo de anfetaminas pr6-dopaminérgicas. Por exemplo, a associag¢do de
MDMA com metanfetamina, provoca efeitos sinérgicos na euforia e desinibicdo social, e efeitos
téxicos mais intensos do que cada uma destas substancias separadamente.

O dextrometorfano € uma substancia muito presente nestas formulagdes, pois é capaz de
potenciar os efeitos pro-serotoninérgicos, além de, competir pelas mesmas vias metabdlicas
(CYP450), aumentando a incidéncia e severidade dos efeitos adversos de ambas as substancias.

A Cafeina muitas vezes estd presente por duas razdes, ou contaminagao da formulagdo ou
por consumo concomitante de café, chd, refrigerantes ou bebidas energéticas. Esta tem a
capacidade ndo s6 de aumentar a absorcio intestinal, mas também provocar a morte quando
coadministrada de forma gauda com anfetamina, MDMA ou MDA. Das interacdes com a MDMA
fazem parte o aumento da libertagdo de DA, a potenciag¢do da neurotoxicidade serotoninérgica, o
aumento da intensidade e duracdo da resposta hipertérmica, a taquicardia profunda e persistente
(ndo observada se ambas consumidas separadamente) e o aumento da perda ponderal. Com a
MDA, observa-se indu¢do de estados convulsivos, aumento da intensidade e durag@o da resposta
hipertérmica e diminui¢@o dos niveis cerebrais de 5-HT e seus metabolitos (73).

6 Decomposicao cadavérica

O inicio do processo de decomposicio cadavérica deve-se a interrup¢do do bombeamento
de sangue e da respiracdo, parando assim o transporte de oxigénio pelo corpo. Esta decomposicao
dos corpos € um processo natural que ocorre nos organismos logo apds a morte.

No principio, a degradacdo pode ndo ser percetivel a olho nu dado que os eventos
relacionados a este processo t€m inicio a nivel celular. As modificacdes no caddver progredirdo
vagarosamente durante cada estigio da decomposicdo, caracterizando as diferentes alteracdes
post mortem.

A auséncia de oxigénio nas células impossibilita a fosforilagdo oxidativa de nutrientes
para a producdo de trifosfato de adenosina (ATP), utilizada na produg@o de energia metabdlica.
Além disso, com a interrup¢ao da corrente sanguinea, os sistemas de tamponamento presentes no
sangue tornam-se ineficazes ocasionando a acidificacdo do plasma intracelular.

Neste ambiente anaerébico e 4cido, a fosforilacio oxidativa é completamente
interrompida e inicia-se a fermentacdo anaerdbia do dcido pirtivico a acido lactico e a oxidagdo
das cadeias de 4cidos gordos, que constituem as membranas celulares, causando assim a morte
celular e a ativacdo de enzimas responsdveis pela degradacdo de fosfolipidios, carboidratos,
proteinas e lipidos. E iniciada a autélise celular. Todos esses processos que iniciam a autélise
celular sdo caracteristicos da primeira fase de decomposi¢do cadavérica, conhecida como fase
fresca.

Durante esta fase, o estabelecimento de um ambiente anaerébico no organismo causa a
proliferacdo de microrganismos anaerébicos presentes no sistema digestivo e respiratério, os
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quais irdo utilizar como substrato, para seus processos metabélicos, os produtos gerados durante
a aut6lise celular e as demais proteinas, carboidratos e lipidos presentes no organismo.

O metabolismo destes microrganismos causa uma intensa formacio de gases (metano,
hidrogénio e sulfeto de hidrogénio) e de 4cido lactico, acético, acetoacético e propandico. Dentre
estes produtos, a formacgao do sulfeto de hidrogénio a partir da descarboxilagdo de aminoacidos
sulfurados (como a cisteina) destaca-se por conferir ao caddver uma coloracido verde-escura, na
regido da fossa ilfaca direita (devido a precipitacdo do sulfeto de hidrogénio com os dtomos de
ferro presentes na hemoglobina). A formacdo do sulfeto de ferro (II) ocasiona uma mudanca de
coloracdo no cadaver nas regides onde o sangue esta concentrado, sendo uma das caracteristicas
da segunda fase de decomposicdo conhecida como cromatica.

Na terceira fase de decomposi¢do conhecida como enfisematosa, a principal
caracteristica é o inchaco do caddver devido ao acimulo dos gases produzidos pelo metabolismo
dos microrganismos, por isso, esta fase ird durar apenas enquanto a pele ndo romper com o
aumento da pressdo interna, o que pode durar até 48 horas.

Apds a fase enfisematosa, inicia-se a fase coliquativa que é caracterizada pelo
extravasamento dos fluidos constituidos pelos compostos orginicos gerados pelos
microrganismos e pela autdlise celular. Este fluido, denominado necrochorume, € o principal
meio pelo qual um caddver em decomposicao se torna capaz de alterar a quimica do ambiente que
o rodeia.

Durante a fase coliquativa ocorre uma intensa colonizacdo do caddver por insetos
necréfagos, que sdo atraidos para este pelos odores cadavéricos oriundos principalmente da
presenca dos compostos organicos cadaverina (1,5-pentanodiamina) e putrescina (1,4-
butanodiamina) no necrochorume, os quais sdo produzidos pela descarboxilacdo da lisina e da
ornitina.

Apesar da presenca dos insetos necréfagos ser mais evidente na fase coliquativa, é
importante ressaltar que estes podem ser encontrados no cadéver a partir de 30 segundos apds o
o6bito, atraidos por outros compostos volateis como o acido sulfidrico.

Ap6s a perda de 70 % da massa do caddver considera-se o fim da fase coliquativa e o
inicio do estagio de esqueletizacao, sendo esta a tltima fase de decomposicdo cadavérica.

De uma forma geral, todos os mamiferos decompdem-se através destas 5 fases de
decomposicao, mas a duragdo entre elas e as transformagdes durante o processo de decomposi¢ao
dos corpos humanos, pode sofrer interferéncias por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos.

Os fatores intrinsecos afetam as mudancgas post mortem, e incluem a idade, o contetido
gdstrico, o estado nutricional antes da morte (massa corpdrea e as dimensdes corporais), bem
como a causa da morte.

Ja os fatores extrinsecos incluem as vestimentas, o isolamento do cadaver, a atividade da
fauna e flora e o ambiente (clima, temperatura, humidade). Estes fatores variam geograficamente
e localmente. Em circunstincias especificas, por exemplo, em ambientes quentes e secos, pode
ocorrer mumificagdo dos tecidos, enquanto que a formagdo de adipocera pode acontecer quando
o caddver se encontra num meio alcalino e anaerébio (exemplo ambientes aquaticos) (81,82).

Diversos fatores podem influenciar o tipo e quantidade de aminas biogénicas encontradas
num cadaver, desde sua composi¢do quimica, flora microbiana presente e a temperatura a que
esteve sujeito.

A matéria-prima de origem animal ¢ uma fonte natural de substrato a partir do qual as
aminas biogénicas sdo formadas e é também o maior componente da matriz em que as reacdes de
descarboxilacdo ocorrem. Como o perfil de aminas biogénicas € afetado pelas enzimas
descarboxilasses, pelos aminodcidos disponiveis e pelo ambiente onde esses componentes se
encontram, qualquer alteracdo num desses fatores vai provocar variacdes nas quantidades e tipos
de aminas biogénicas que se formam (83).

Com isto podemos inferir que uma temperatura 6tima para o crescimento microbiano
favorecerd o metabolismo e a proliferacdo celular, levando ao aumento da atividade de enzimas
proteoliticas em estripes microbianas, tornando os aminodcidos livres mais disponiveis e
suscetiveis a formag@o de aminas biogénicas (84).

32



ESTUDO DAS INTERFERENCIAS NA ANALISE DE ANFETAMINAS POR
METODOS IMUNOENZIMATICOS, EM SANGUE POST MORTEM

O pH é um fator importante que influencia a atividade das enzimas aminodcido
descarboxilasses. A sua diminui¢do resulta num aumento da atividade da descarboxilasse das
bactérias e, nessa condicdo, as bactérias produzem mais descarboxilasses como parte do seu
mecanismo de protecdo. Por outro lado, pH altos favorecem o crescimento de microrganismos,
aumentando os aminodcidos livres, mas limitam a atividade da descarboxilasse. Condi¢des que
resultam num baixo potencial de oxidacdo-reducdo e estimulam a producdo de histamina, pois a
histidina descarboxilasse parece ser inativada ou destruida na presenca de oxigénio. A formacao
de aminas por bactérias é também influenciada pela temperatura, que entre 20°C e 37°C € 6tima
para o crescimento da maioria das bactérias que produzem descarboxilasses (83).

7 Aminas biogénicas: Origem e classificacao

As aminas biogénicas sdo metabolitos nitrogenados, de baixo peso molecular, que podem
ser produzidos através da descarboxilagdao de aminodcidos livres, ou através da transaminacao de
aldeidos e cetonas, devido a agdo do metabolismo microbiano (Tabela 2).

A reagdo de descarboxilacdo envolve a remocdo enzimatica do grupo a-carboxilo, com
libertagao de di6xido de carbono e sequente formacdo da amina biogénica (Fig.4).

A ocorréncia deste fendmeno pode ser mediada através de duas vias biossintéticas, a via
enddgena, quando se trata de enzimas enddgenas presentes naturalmente nos alimentos, e a via
exdgena, quando se trata de enzimas descarboxilasses exdgenas produzidas pela flora microbiana
(84).

COOH H
Descarboxilase + CO,

R NH; "R NH.

Figura 4 — Reagdo geral de descarboxilagdo dos aminodcidos livres (84)
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Nas células eucariotas, a sintese destes compostos aminados € essencial, uma vez que
atuam como precursores da biogénese de hormonas, alcaloides, dcidos nucleicos e proteinas. A
producdo endégena de aminas como a epinefrina, dopamina e serotonina, resulta de situacdes
relacionadas com stress, cansaco, nervosismo e ainda hipoglicémia e jejum prolongado. Em
paralelo, as aminas biogénicas, como a putrescina e a espermina, sdo criticas na modulagao do
dcido desoxirribonucleico (DNA), do dcido ribonucleico (RNA) e na sintese proteica, enquanto
as aminas como a histamina s3o indispensdveis para o correto funcionamento dos
neurotransmissores. Contudo, nas células procaridticas, pensa-se que as aminas sejam formadas
em resposta a acidificacdo do meio, funcionando como mecanismo de defesa as condigdes
adversas do pH. A descarboxilagdo aumenta a vitalidade das células bacterianas através do
consumo de protdes e da excre¢do simultinea de aminas e diéxido de carbono, verificando-se o
restabelecimento do pH do ambiente envolvente.

Segundo Molenaar et al., 1993, a producdo de aminas biogénicas € também uma forma
de obtencdo de energia, podendo revelar-se necessdria a microrganismos, como as bactérias acido
lacticas, que ndo possuem cadeia respiratoria para gerar quantidades elevadas de adenosina
trifosfato (ATP). Deste modo, através do antiporte energético aminodcido/amina, pode ser gerada
uma forca motriz de protdes que liberta energia passivel de ser utilizada pela célula, quer no
transporte de nutrientes, quer na producdo de ATP por meio da ATPase.

Ainda assim, a producdo de aminas biogénicas pode também mediar processos
fisiol6gicos nas bactérias como a resposta ao stress osmético e ao stress oxidativo.

As aminas biogénicas como a histamina, cadaverina, putrescina, tiramina, triptamina,
espermina e espermidina estdo frequentemente presentes em produtos fermentados, como o
queijo, o vinho e a cerveja e, alimentos como peixe, carne, lacticinios e vegetais também
apresentam uma probabilidade elevada de conter aminas biogénicas.

Apesar de desempenharem funcdes vitais nos seres vivos, estes compostos podem
também desencadear efeitos toxicos, sendo estes evidenciados apenas quando a concentragdo é
muito elevada (ingestdo de alimento com concentragdo elevada destes metabolitos) ou quando os
mecanismos naturais de degradag@o das aminas s@o inibidos ou geneticamente deficientes, como
ocorre nos casos de morte. Consoante o seu modo de atuacio nos sistemas vivos, as aminas podem
ser designadas de psicoativas ou vasoativas.

As aminas classificadas de psicoativas (histamina, a putrescina e a cadaverina) atuam nos
transmissores nervosos do sistema nervoso central, j4 as aminas vasoativas (tiramina e a
triptamina), atuam direta ou indiretamente sobre o sistema vascular.

Todavia, a quantidade e o tipo de aminas formadas sdo influenciadas essencialmente pelas
condi¢des ambientais e proporcdo da populagdo microbiana com atividade descarboxilase.

As aminas bioativas podem ser classificadas em fun¢do do nimero de grupamentos amina
na molécula, da estrutura quimica, da via biossintética e da fun¢io que exercem.

Podendo assim serem classificados de diferentes formas, atendendo a sua estrutura
quimica, podendo ser designados de alifaticos (putrescina, cadaverina, espermina, espermidina e
agmatina), aromaticos (tiramina e feniletilamina) ou heterociclicos (histamina e triptamina),
contudo, considerando o nimero de grupos amina, também podem ser classificados de
monoamina (histamina, tiramina, feniletilamina e triptamina), diaminas (putrescina e cadaverina),
ou poliaminas (espermina e espermidina). Ainda, em relagdo a estrutura quimica, podem ser
classificadas em catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina), indolaminas (serotonina)
e em imidazolaminas (histamina) (83,86-92).

Quanto a via biossintética, as aminas sdo classificadas em naturais, que sdo formadas
durante a biossintese “in situ”, ou seja, a partir de uma molécula mais simples, a medida que sdo
requeridas (espermina e espermidina), ou podem estar armazenadas nos mastdcitos e basofilos
(histamina). Por outro lado, as aminas biogénicas sdo formadas por reagdes de descarboxilagdo
conduzidas por descarboxilases bacterianas, sendo esta a principal via de formacdo de aminas
(histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina).

Com relagdo a fung¢do que exercem, as aminas biogénicas podem ser classificadas em
moduladoras e promotoras do crescimento (espermidina e espermina), por atuarem no
crescimento e manutengdo do metabolismo celular e em vasoativas e psicoativas (tiramina,
histamina e serotonina) devido ao seu efeito nos sistemas vascular e neural (87-92).
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A cadaverina e a putrescina sdo consideradas aminas putrefativas, porque a producio
dessas diaminas volateis € aumentada ap6s a morte como resultado da decomposicao dos tecidos,
produzindo um cheiro muito caracteristico (93).

7.2.1 Cadaverina

Entre as aminas biogénicas derivadas da decomposi¢ao de tecidos bioldgicos, encontra-
se a diamina alifdtica cadaverina (1,5, diaminopentano), que é produzida por meio da
descarboxilac@o do aminoécido lisina intracelular, pela enzima lisina descarboxilase, por agdo de
varias espécies de Enterobacteriaceae, durante a putrefacdo de tecidos organicos de corpos em
decomposicao. A cadaverina é um dos principais elementos responsédveis pelo odor nauseabundo
dos caddveres, estando presente no necrochorume. Em concentracdes fisioldgicas, a cadaverina
participa de diversos processos celulares como crescimento e divisdo celular, transcricio,
traducdo e processos de morte celular. Os sitios nucleofilicos dessa amina permitem uma
interacdo com os dcidos nucleicos, os lipidios e as proteinas, afetando a estabilidade dessas
moléculas (84,94).

7.2.2 Putrescina

Dentre as substincias produzidas pela decomposi¢do cadavérica, a putrescina cujo nome
segundo a IUPAC € 1,4 diaminobutano, tendo como férmula molecular C4H12N2. Trata-se de
um liquido oleoso incolor, com um odor forte pungente, similar ao odor da piperidina e a peixe-
podre, € encontrada em grandes quantidades nos corpos em decomposicdo. Tem massa molar de
88,15 g mol-1, densidade de 0,877, ponto de fusdo de 25-28 °C e um ponto de ebuli¢io de 158-
160 °C. E inflamével e incompativel com 4cidos, cloretos de acidos, anidridos dcidos e agentes
oxidantes fortes. E miscivel em dgua, formando solugdes alcalinas fortes — valor de pKa de 10,8
(a20°C) (90,95).

Esta amina putrefativa é produzida principalmente por contamina¢do com vdrias estirpes
de Enterobacteriaceae, sendo também produzida por algumas espécies de Lactobacillus e
Enterococcus faecalis (84).

A putrescina é uma poliamina muito importante nos processos fisiolégicos, por se tratar
de uma molécula precursora para outras duas poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas
importantissimas no processo de proliferacao celular.

A Putrescina é uma poliamina formada a partir do aminodcido ornitina, por meio de uma
reacdo catalisada pela enzima ornitina descarboxilase. A ornitina, por sua vez, é originada da
clivagem do aminodcido arginina, por uma reacao catalisada pela arginase (90,95).
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8 Procedimento experimental

Neste trabalho foram seguidos os procedimentos e protocolos usados no SQTF para
analise de triagem de anfetaminas em amostras de sangue pela técnica ELISA, nomeadamente o
Procedimento de ensaio em vigor (PE-SQTF-C-104 Rev02) e usado um equipamento Evolis
Twin Plus associado a kits de anfetaminas da marca OraSure Technologies, inc. Foram também
cumpridos os procedimentos em vigor no SQTF no cumprimento da norma NP EP ISSO/IEC
17025:2018 e das boas praticas laboratoriais.

O método imunoenzimatco usado emprega anticorpos imobilizados numa placa de
poliestireno com nimero variavel de pogos em ensaio, possibilitando a realizagdo do ensaio com
a uniformidade de todas as etapas tanto para as amostras como para as referéncias (calibradores
e controlos).

As placas usadas neste procedimento laboratorial t€ém 96 pogos e estdo ilustradas na
imagem abaixo (Figura 5).
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PO00000000000| , . HN\ N AKX
000000000000 i \! *
lOO0000000000 S
“000000000000 B
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Figura 5 — Placas de poliestireno para ensaio ELISA Figura 6 — Demonstragdo do método de ELISA por

competi¢Go

Na Figura 6 esta demonstrado esquematicamente o método de Elisa competitivo, metodologia
essa utilizada neste ensaio, como o nome indica este opera de forma competitiva na qual os
antigénios marcados com enzimas competem com antigénios livres (analito) por um ntimero
limitado de anticorpos imobilizados, desta forma quanto maior a concentragdo de antigénio da
amostra, mais fraco sera o sinal eventual.

Este ensaio ¢ realizado em 8 etapas:

1- Adic¢do da amostra sobre um suporte solido (microplaca) onde estdo imobilizados
anticorpos especificos para a anfetamina.

2- Adi¢3o de um segundo antigénio que compete com as anfetaminas presentes na
amostra pela ligacdo ao anticorpo. Este antigénio esta conjugado com uma enzima, a peroxidase
(Conjugado);

3- Incubagio;

4- Lavagem, destinada a separar os imunocomplexos formados dos reagentes nao ligados;

5- Adig@o de excesso de substrato cromogénico (3,3”,5,5’-tetrametilbenzidina) que reage
com a peroxidase para formar um produto corado (Substrato);

6- Incubacao;

7- Adicdo da solugdo de paragem ou solugdo STOP;

8- Leitura otica dos pogos.

A alteragdo de cor é medida a um comprimento de onda de 450 nm (referéncia a 620 nm),
sendo a intensidade da coloracdo inversamente proporcional a concentracdo de anfetaminas no
sangue. Os anticorpos utilizados pelo método sdo especificos da anfetamina, apresentando,
contudo, reatividade cruzada comcompostos estruturalmente semelhantes.

Todos os testes efetuados foram realizados de acordo com o Procedimento de ensaio PE-
SQTF-C-104 Rev02 Triagem de anfetaminas no sangue por ELISA, em vigor no SQTF-DC, de
acordo com o protocolo instrumental em vigor (Tabela 3) num sistema Evolis™ Twin Plus
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(Stratec Biomedical Systems AG) e usando o kit Amphetamine-Specific intercept ® Micro_Plate
EIA da OraSure Technologies, Inc. (USA).

Tabela 3- Principais parimetros analiticos da analise instrumental (EVOLIS)

Parametro Descricao Observacoes
Volume de amostra dispensado 25 uLL

Volume reagente 1 dispensado 100 pL Reagente conjugado
Temperatura e tempo de incubacéo 1 T. ambiente, 30 min

Volume reagente 2 dispensado 100 pL Reagente substrato
Temperatura e tempo de incubagéo 2 T. ambiente, 30 min

Volume reagente 3 dispensado 100 pL Reagente stop

Os calibradores e controlos usados neste procedimento de ensaio sdo preparados
fortificando uma amostra de sangue branco com diferentes concentragdes da substincia de
referéncia: D-anfetamina (PE-SQTF-C-104_Rev02), como descrito na Tabela 4.

Tabela 4- Lista de calibradores e controlos de qualidade usados em (PE-SQTF-C-104_Rev02

Calibrador/Controlo Concentraciao de D-Anfetamina em sangue
Calibrador cut off 100 ng/mL
Calibrador negativo 0 ng/mL
Nivel baixo 200 ng/mL
Nivel alto 1000 ng/mL
Amostra branca 0 ng/mL
Branco de reagentes 0 ng/mL (amostra de diluente forense)

O Procedimento de ensaio PE-SQTF-C-104_Rev02_Triagem de anfetaminas no sangue
por ELISA € um ensaio acreditado de acordo com a Norma NP EP ISO/IEC 17025:2018. Por este
motivo e também para uma gestdo adequada dos kits usados*? (a maioria dos ensaios realizados
neste trabalho foram integrados em séries de trabalho de rotina laboratorial nos quais foram
usados os calibradores e controlos preparados pelos colaboradores do SQTF-DC.

As amostras foram preparadas fortificando amostras de sangue branco (post mortem e
sangue cedido ao INMLCEF pelo Instituto Portugués do Sangue e da Transplantag@o) previamente
testadas para a detec¢@o de anfetaminas pelo PE-SQTF-C-104_Rev02 com resultados negativos.

Para a andlise no equipamento todas as amostras, calibradores e controlos (exceto branco
de reagentes), depois de homogeneizadas e estarem a temperatura ambiente, sdo diluidas para
tubos de poliestireno onde se junta 800 uL de diluente +200 uL de amostra, posteriormente sao

*2 Durante a recente pandemia SARS-CoV-2, a empresa produtora esteve encerrada por ter os
trabalhadores infetados, tendo por isso havido alguns condicionantes no gasto de testes, tendo-se decidido
efetuar os testes nao de forma separada, mas integradas em séries de trabalho de rotina.
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homogeneizadas através de agitacdo em vortex (cerca de 10-20 segundos) e colocadas no suporte
do equipamento.

Com base na revisdo bibliogréfica efetuada e expressa na Tabela 1 e na andlise dos
resultados obtidos nos casos analisados no Servico de Quimica e Toxicologia Forenses da
delegacdo do Centro do INMLCEF, L.P entre 2018 e 2020 cuja andlise de rastreio por EIA em
sangue post mortem tinha sido considerada como falso positiva (Figura 5) foram testadas as
seguintes aminas putrefativas: cadaverina, putrescina e tiramina, alguns dos seus metabolitos e
compostos de degradacdo bacteriana: piperidina, indol, fenol e etanol e as seguintes substancias
medicamentosas: paracetamol, trazodona (e o seu metabolito m-CPP), sertralina, furosemida,
hidroclorotiazida, bisoprolol, tramadol, quetiapina, varfarina, diazepam, oxazepam, citalopram,
difenidramina, dimenidrinato, fenobarbital, feniramina e o padrdo da gama alta de medicamentos
(os medicamentos que compde este padrdo sdo o 4cido valprdico, atropina, carbazepina,
cloroquina, diclofenac, difenidramona, estricnina, flecainida, flebamato, fenitoina, fenobarbital,
furosemida, gabapentina, ketamina, ketoprofeno, lacosamida, lamotrigina, levetiracetam,
lidocaina, nimesulida, oxcarbazepina, paracetamol, pentobarbital, perampanel, perindopril,
piracetam, pregabalina, primidona, promazina, propofol, tiaprida, ticlopidina, tiopental,
topiramato, trazodona, varfarina, zonisamida, diluidos em metanol).

Estes farmacos foram analisados individualmente e alguns em conjunto de forma a tentar
perceber se poderia ocorrer alguma potencializagdo da interferéncia com a combinagdo de
compostos e ser essa combinacao a responséavel pelos resultados falso positivos.

Quando avaliadas em conjunto, no caso de se obterem resultados positivos, seguir-se-ia
a andlise com os compostos individualizados.
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9 Resultados

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados dos ensaios realizados em amostras
fortificadas com os diferentes analitos e as correspondentes concentragdes, analisadas de acordo
com o procedimento de ensaio em vigor no SQTF-DC: PE-SQTF-C-104_Rev02_Triagem de
anfetaminas no sangue por ELISA.

Tabela 5 Resultados obtidos através dos Evolis MT Twins Plus para detecdo de anfetaminas

Categoria Substancia Concentragdo Absorvancia Absorvancia Absorvancia Resultado
Final (ug/mL) do Calibrador  do Calibrador  da amostra
negativo Cut off
Cadaverina 9,90 0.7170 0.2895 0.6770 Negativo
19,61 0.7170 0.2895 0.7200 Negativo
. . 90,64 0.6650 0.2560 0.6000 Negativo
GUDLERLL GRS 165,73 0.6650 0.2560 0.6620 Negativo
Putrescina 9,9 0.7170 0.2895 0.780 Negativo
19,61 0.7170 0.2895 0.8190 Negativo
90,64 0.6650 0.2560 0.7350 Negativo
165,73 0.6650 0.2560 0.7690 Negativo
Antipirético Paracetamol 24,39 0.7170 0.2895 0.8260 Negativo
46,90 0.6650 0.2560 0.7220 Negativo
Trazodona 1,96 0.7170 0.2895 0.7990 Negativo
Antidepressivo 2,57 0.6650 0.2560 0.7170 Negativo
16,78 0.6335 0.2140 0.6360 Negativo
Antidepressivo Sertralina 1.92 0.6650 0.2560 0.6700 Negativo
Diurético/ Furosemida 9,90 0.7170 0.2895 0.7260 Negativo
Hipertensivo 21,88 0.6650 0.2560 0.5860 Negativo
Diurético / Hidroclorotiazida 1,96 0.7170 0.2895 0.6470 Negativo
Hipertensivo 2,57 0.6650 0.2560 0.5920 Negativo
Hipertensivo Bisoprolol 0,50 0.7170 0.2895 0.6630 Negativo
0,63 0.6650 0.2560 0.6530 Negativo
Opioide sintético Tramadol 1,92 0.6650 0.2560 0.7030 Negativo
(analgésico)
Antipsicético Quetiapina 1,92 0.6650 0.2560 0.7360 Negativo
Anticoagulante Varfarina 24,39 0.7170 0.2895 0.7250 Negativo
46,90 0.6650 0.2560 0.7410 Negativo
Ansiolitico Diazepam 9,90 0.7170 0.2895 0.6880 Negativo
21,88 0.6650 0.2560 0.7250 Negativo
Ansiolitico Oxazepam 9,90 0.7170 0.2895 0.6650 Negativo
21,88 0.6650 0.2560 0.6590 Negativo
Antidepressivo Citalopram 0,98 0.7170 0.2895 0.6330 Negativo
1,24 0.6650 0.2560 0.6160 Negativo
Mistura padrio de Gama alta 2 0.6650 0.2560 0.6190 Negativo
medicamentos
Anti-histaminico Difenidramina 200 0.6335 0.2140 0.7460 Negativo
Anti-emético e anti- = Dimenidrinato 200 0.6335 0.2140 0.7460 Negativo
vertiginoso
Barbitirico Fenobarbital 200 0.6335 0.2140 0.7620 Negativo
(anticonvulsivantes)
Monoamina Tiramina 40 0.6825 0.2560 0.0920 Positivo
20 0.6890 0.2745 0.1590 Positivo
10 0.6890 0.2745 0.2360 Zona de
incerteza
Anti-histaminico Feniramina 40 0.6825 0.2560 0.9580 Negativo
Metabolito da m-CPP 20 0.6825 0.2560 0.6320 Negativo
trazodona
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Metabolito da Piperidina 90,91 0.6520 0.2205 1.7170 Negativo
cadaverina
Substancias Indol 166,67 0.6520 0.2205 0.1640 Positivo
putrefativas 83,33 0.6485 0.2465 0.3540 Negativo
(formados a partir da 125 0,7170 0.2430 0.2420 Zona de
degradagao incerteza
ba‘%teﬂ,al?g de Fenol 166,67 0.6520 0.2205 0.1780 Positivo
AmInoacicos 83,33 0.6485 0.2465 02840 Negativo
aromaticos, como a
tirosing e o 125 0,7170 0.2430 0.2710 Zona de
triptofano) incerteza
Etanol 54.09 0,7170 0.2430 0.6550 Negativo

Além da interferéncia dos analitos em amostras de sangue, pareceu importante avaliar a
resposta aos testes usando uma matriz mais simples, em especial para a putrescina e para a
cadaverina, de modo que a matriz ndo fosse um fator limitante.

Analisaram-se por isso amostras de soro fortificado. Os compostos usados, concentragdes
e resultados estdo expressos na Tabela 6.

A amostra de soro usada foi o “calibrador negativo” dos préprios kits de anfetaminas. por
estar facilmente disponivel e por ser ja seguro que nio apresentariam reatividade cruzada os
ensaios.

Tabela 6 Resultados obtidos por EIA no sistema Evolis MT Twin Plus para detegdo de anfetaminas em
amostras de soro fortificadas

Substancia Concentraggo Final (ug/mL) Absorvancia Absorvancia ~ Absorvancia  Resultado
do Calibrador  do Calibrador ~ da amostra
negativo Cut off

Putrescina + 200 de cada (t0) 0.6335 0.2140 0.9390  Negativo
Soro cadaverina

Putrescina+ 200 de cada amina + 11,10 0.6335 0.2140 0.7720 = Negativo
Soro cadaverina + paracetamol

Paracetamol

Putrescina + 200 de cada amina + 100 0.6335 0.2140 0.8960  Negativo
Soro Cadaverina + tramadol

Tramadol

Perante os resultados negativos obtidos nas amostras fortificadas, em especial com a
putrescina e a cadaverina, pretendeu ainda avaliar se a reatividade cruzada apresentada nos
resultados falsos positivos poderia advir do efeito de degradagdo da prépria amostra de sangue,
na presenca destes compostos. Para isso, a amostra fortificada com estes dois compostos a uma
concentracdo de 200pug/mL foi, depois de analisada (t0), deixada no laboratério a temperatura
ambiente (que variou entre os 20 e 25°C) e reanalisada apds 23 dias (t1), 13 dias (t2) apés o tl e
21 dias (t3) ap6s o t2, do momento t0 ao t3 decorreram 57 dias (aproximadamente 2 meses), estes
dados podem ser consultados na Tabela 7.

Pretendeu ainda avaliar o efeito de degradac¢do da prépria amostra de sangue apds a
colheita e qual o efeito do conservante usado nas colheitas em ambito de autépsia pelo INMLCEF,
o fluoreto de sddio.

Assim, com a colaboracdo do Servico de Clinica e Patologia Forenses da Delegacdo do
Centro do INMLCF, obteve-se uma amostra de sangue post mortem em tubos com € sem
conservante, com a mesma origem. Cerca de 2 mL de cada uma destas amostras e de uma amostra
de sangue branco proveniente do Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo (com SAGM
como conservante), inicialmente analisadas (t0) de acordo com o PE-SQTF-C-104 foram
deixadas a temperatura ambiente (a uma temperatura variou entre os 20 e 25°C).
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A amostra de sangue branco foi novamente analisada ap6s 13 dias (tla) e 21 dias (t2a),
perfazendo um total de 35 dias desde o tO até ao t2a.

As amostras de sangue post mortem sem conservante e com o conservante fluoreto de
sodio (1% m/v) foram testadas apds 19 dias (t1b) do t0 e 172 dias (t2b) apds t1b, do momento
inicial ao final decorreram 191 dias (aproximadamente 6 meses), estes dados podem ser
consultados na Tabela 7.

Tabela 7 Resultados obtidos por EIA no sistema Evolis™ Twin Plus para detecdo de anfetaminas nas
amostras brancas

Categoria Conservante/ Substancia Tempos* Absorvancia do Absorvancia do  Absorvancia Resultado
Calibrador negativo Calibrador Cut  da amostra
off
Sangue branco Contem SAGM t(0) 0.7245 0.2710 0.6990 Negativo
(cloreto de sédio, t(1a) 0.7285 02015 0.6720 Negativo
adenina, guanosina
e gl t(2a) 0.6790 0.2370 0.6590 Negativo
manitol)

Sangue post mortem Com fluoreto de sédio t(0) 0.6890 0.2745 0.6440 Negativo
t(1b) 0,7170 0.2430 0.5890 Negativo
t(2b) 0.6290 0.2665 0.5070 Negativo

Sem fluoreto de sodio t(0) 0.6890 0.2745 0.6390 Negativo
t(1b) 0,7170 0.2430 0.5480 Negativo
t(2b) 0.6290 0.2665 05450 Negativo

Sangue branco Putrescina (200pug/mL) t(0) 0.6335 0.2140 0.9390 Negativo
+ t(1c) 0.7245 0.2710 0.8130 Negativo

cadaverina(200ug/mL) t(2c) 0.7285 0.2015 0.8290 Negativo

t(3c) 0.6790 0.2370 0.7620 Negativo

Legenda: *Tempo decorrido entre a primeira andlise tO e as restantes
t(1a) - 13 dias; t(2a) - 21 dias
t(1b) - 19 dias; t(2b) - 172 dias
t(1c) — 23 dias: t(2c) — 13 dias; t(3c) — 21 dias
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10 Discussao

Em situacdes de morte, com todas as varidveis associadas, as amostras post mortem de
caso para caso sdo muito heterogéneas e s6 € possivel ao INMLCF fazer conservagao do caddver
apos a sua chegada as instalagdes onde € realizada a autdpsia.

Apés a colheita de amostras no ambito das autépsias médico-legais estas sdo
acondicionadas nas Unidades de Patologia para posterior entrega no SQTF.

Como podemos constatar os testes imunoenzimaticos sao muito utilizados na drea forense
devido a apresentarem uma elevada capacidade de detetar uma ampla gama de classes de drogas
em pouca quantidade de amostra, com uma menor manipulacdo e preparacdo das amostras,
envolvendo poucos reagentes e com um tratamento de resultados rdpido, tornando-se por isso um
método mais fécil, rdpido e de menores custos.

Hallvard Gjerde et al. perante os resultados falsos positivos obtidos na detecdo de
anfetaminas em amostras de sangue post mortem, sugerem que possa ocorrer devido a substancias
putrefativas presentes na amostra. Estas conclusdes também ja foram tiradas por outros autores
(50).

Apesar da presenca de aminas biogénicas em caddveres ser um parametro que pode variar
devido a diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos, na bibliografia pesquisada ndo foram
localizados estudos com a quantificagdo das aminas putrefativas encontradas em cada fase da
decomposicio.

A decomposi¢do cadavérica, como referido anteriormente, depende de vérios fatores,
principalmente da temperatura e, em menor grau, da humidade, mas ndo s6: € também o resultado
de uma complexa variedade de processos que vao desde a digestdo enzimética e a acdo bacteriana.

Entre os marcadores bioquimicos propostos nas dltimas décadas, o papel potencial das
aminas putrefativas putrescina e cadaverina tem sido indicado por alguns autores para a estimativa
do PMI, referindo que as suas concentracdes devem aumentar ao longo PMI. Gonzalez-Riano et
al. descreveu um aumento pronunciado de putrescina e de cadaverina no cértex cerebral de
camundongos algumas horas apds a morte, com uma alta percentagem de mudanca (130% e
105%, respetivamente) ao longo do tempo, revelando serem padrdes tteis para estimativa de PMI
(49).

Alguns estudos realizados em animais mortos, concluem que a formacdo de aminas
biogénicas apresenta um crescimento linear, principalmente a cadaverina e a tiramina (96).

Contudo, existem alguns estudos, como o realizado por Pelletti G et al., que consideram
que as concentragdes de aminas putrefativas sdo estaveis até 24 horas apds a morte, mas que estas
aumentam com o tempo quase até 120 horas apés a morte. Nesse estudo, conseguiram diferenciar
entre um PMI inferior a 24 horas: a putrescina e a cadaverina tinham concentragdes inferiores a
0,01 mg/g (limite inferior de quantificacdo); e um PMI superior a 72 horas: a putrescina e
cadaverina tinham concentragdes superiores a 0,1 mg/g (97).

Tendo em conta os resultados obtidos durante a execucdo desta pritica laboratorial e
apresentados na Tabela 5, é possivel constatar que a cadaverina e a putrescina, até uma
concentracdo de 200 pg/mL, ndo apresentaram qualquer tipo de interferéncia, mesmo quando
analisadas em conjunto.

Os medicamentos testados, todos em concentra¢des consideradas téxicas € muito acima
das concentra¢des determinadas no SQTF em casos reais, (alguns envolvendo suspeitas de
intoxicacdo fatal) ndo causaram qualquer tipo de interferéncia no ensaio.

Também ndo se verificou efeito “de potencializacdo” ao serem analisadas em conjunto
nem com a adi¢do de cadaverina e de putrescina, pois em todas as amostras analisadas se obteve
um resultado negativo no imunoensaio para dete¢do de anfetaminas.

Perante a ndo obtengdo de resultados positivos nas aminas putrefativas inicialmente
estudadas (cadaverina e putrescina), foram testadas outras aminas, como a tiramina. No caso da
tiramina, num primeiro teste com a concentragdao de 40 ug/mL, o resultado deu logo positivo,
assim, posteriormente foi testado em concentra¢des mais baixas, a 20 pg/mL e a 10 ug/mL, tendo
a de 20 pg/mL dado positiva, ja a de 10 pg/mL encontrava-se dentro da zona cinzenta (zonade
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incerteza + 15%), pelo qual foi considerado o valor como estando no limite para originar um
resultado positivo.

Com o indol e com o fenol obtiveram-se resultados positivos para uma concentragio de
de 166,67 ug/mL. Quando se analisou com metade desta concentrag@o (83,33 pug/mL) o resultado
foi negativo. Testou-se novamente com uma concentragdo maior (125 ug/mL) e obteve-se uma
absorvancia na zona cinzenta. (zona de incerteza + 15%), considerado positivo.

O etanol pode estar presente numa amostra por dois motivos, primeiro por consumo de
alguma bebida alcodlica, ou devido a atividade bacteriana durante o processo de decomposicao.
Neste estudo foi testado o etanol numa concentracdo de 54 pg/mL e o resultado foi negativo,
concluindo-se que esta substincia ndo demonstrou reatividade cruzada com o ensaio das
anfetaminas. Esta situacio era naturalmente a esperada ja que a realidade das andlises no SQTF
ndo dé essa indicacdo e muitissimas sdo positivas para esta substancia.

Das aminas estudadas (cadaverina, putrescina e tiramina), s6 a tiramina é que interferiu
com o imunoensaio das anfetaminas traduzindo-se num resultado falso positivo.

Um estudo realizado por F Moriya e Y Hashimoto mostram resultados falsos positivos
para anfetaminas em sangue post mortem na presenga de fenetilamina em concentracdes acima
dos 5000 ng/mL (55). Autores como Simon Elliott, Stacy EF Melanson e Kent R. Olson nos seus
estudos realizados concluem que por vezes o que interfere com os imunoensaios de anfetaminas
nao é o farmaco original, mas sim um ou mais dos seus metabolitos, podendo haver alguma reacio
de sinergia entre eles (34,52,64).

Olof Beck et al. mostraram maior reatividade em relagdo a algumas novas drogas, o que
era esperado, j4 que muitas tem estruturas e atividade semelhante as das anfetaminas (47). O
mesmo foi demostrado em diversos estudos, a partir da observacdo da biotransformagao de alguns
farmacos depararam-se que estes podem converter-se em estruturas muito semelhantes as
anfetaminas, podendo dar origem a reacdes cruzadas com os EIA de anfetaminas (98).

Com base nestes resultados, podemos ainda observar que a tiramina dé origem a resultado
falso positivo quando em concentragdes acima de 10 pg/mL e o indol e o fenol em concentragdes
acima de 125 pg/mL e que a cadaverina e a putrescina, até uma concentracdo de 200 ug/mL, nao
apresentaram qualquer tipo de interferéncia, mesmo quando analisadas em conjunto.

Os medicamentos testados, todos em concentracdes consideradas téxicas e muito acima
das concentrag¢des determinadas no SQTF em casos reais, também nao apresentaram interferéncia
na andlise de anfetaminas por EIA.

A bibliografia refere que a formagdo de aminas por bactérias é também influenciada pela
temperatura, esta deve-se encontrar entre os 20°C e os 37°C, temperaturas estas 6timas para o
crescimento da maioria das bactérias que produzem descarboxilases (83). No estudo realizado
ndo obtivemos nenhuma interferéncia no resultado do imunoensaio quando as amostras
permaneceram a temperatura ambiente durante 191 dias.
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Il Conclusao

Num periodo marcado pela pandemia SARS-CoV-2, a realiza¢do de projetos e, como foi
0 caso, a execugdo das andlises de rotina laboratorial sofreu as limitacdes que todos conhecemos.
Neste caso em particular, sentiu-se o efeito da falta de entrega do material necessério a realizacio
dos EIA, dificuldades nos tempos de entrega deste e de outro material, dificuldades na aquisi¢do
de padrdes de referéncia e nalguns casos na manutencio de equipamentos, aos quais se associaram
os riscos inerentes do manuseamento de amostras potencialmente contaminadas com SARS-CoV-
2. Ainda assim as ferramentas atualmente ao dispor (internet) possibilitaram a concretizagdo de
um dos objetivos: a revisdo bibliogréfica da literatura que me permitiu um melhor conhecimento
das matérias abordadas. Foi o caso do estudo das anfetaminas, das aminas biogénicas e mais
dentro da realidade do INMLCF o estudo da putrefacdo de caddveres e o conhecimento mais
aprofundado da realidade do Servico de Quimica e Toxicologia Forenses este aliado ao
reconhecimento direto no Servigo.

A avaliacdo dos casos com resultados falso positivos nos imunoensaios enzimaticos para
determinacdo de anfetaminas, permitiu nao sé selecionar as substancias alvo deste estudo prético,
mas também e ainda que numa abordagem muito restrita, verificar com casos reais o que é o
consumo de medicamentos na nossa populagdo.

Relativamente a componente laboratorial, os resultados obtidos esclarecem quanto a
interferéncia de aminas putrefativas e de um conjunto de substincias medicamentosas presentes
nas amostras falso positivas ocorridas em andlises imunoenzimaticas realizadas no SQTF-DC.

A grande heterogeneidade das amostras de sangue post mortem recebidas no SQTF,
associadas a diferentes estados de conservacio/putrefagdo dos cadaveres, influenciados pelos
fatores descritos, e o facto de ndo se saber quais s@o as aminas putrefativas presentes num caddver
e os seus niveis e ainda por ndo estarem disponiveis valores de concentracdo de aminas
putrefativas que pudessem ser usadas como referéncia neste trabalho, foram usadas quantidades
em que houvesse homogeneizacdo da amostra, atendendo a que a quantidade de sangue usada em
cada ensaio EIA € de 200uL.

Além da cadaverina e da putrescina, testaram-se outras aminas, das quais a tiramina (e
alguns dos seus metabolitos, como o indol e o fenol) apresentaram um resultado positivo em
concentracdes muito mais baixas que a cadaverina e a putrescina.

Neste estudo, todas as substiancias medicamentosas (selecionadas com base na literatura
e na avaliacdo dos casos falsos positivos no ensaio EIA para anfetaminas) foram testadas acima
da concentracdo da janela terapéutica, muitas delas em niveis com elevada toxicidade. Nenhum
farmaco testou positivo nestas concentracgdes.

Relativamente ao estudo da cadaverina e da putrescina na matriz soro, em ensaios
realizados nas mesmas condigdes aos das amostras de sangue, os resultados foram concordantes
para as duas amostras (sangue e soro), com as mesmas fortificagcdes, pelo que se conclui que a
matriz sangue ndo € por si s6 fator limitante nestas fortificacoes.

Nos ensaios in vitro, concluimos que a degradacdo da amostra apds a colheita (e até 191
dias — quase 6 meses) ndo originou resultados falso positivos com e sem conservante (fluoreto de
sodio). Nos testes realizados também ndo se verificaram interferéncias nas amostras de sangue
cedido pelo IPST.

Posto isto, os resultados obtidos ndo nos permitem sugerir efetuar a alteracdo da
concentracdo cut off para a andlise de anfetaminas em sangue post mortem pelo método
imunoenzimético efetuado de acordo com o procedimento de ensaio PE-STF-C-104_rev(02, uma
vez que, esta se demonstrou ter elevados niveis de especificidade.

Podemos concluir que o método utilizado € bastante eficaz na triagem de anfetaminas e
que muito provavelmente resultados falsos positivos ocorrerdo pelas caracteristicas do sangue
logo no momento da colheita no caddver, ndo sendo essa situacao de possivel controlo.
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12 Perspetivas futuras

Qualquer investigacdo, ao responder a determinadas questdes, permite o delinear de
novos projetos de pesquisa. Os resultados obtidos no decurso deste trabalho tém implicagdes na
prética laboratorial na drea de toxicologia, onde veio comprovar que a metodologia utilizada é
eficaz e pouco sujeita a interferéncias, conferindo deste modo maior confianca aos peritos de
toxicologia nos resultados obtidos.

Além dos compostos analisados, e caso seja possivel obter mais padrdes, sugere-se a
testagem das restantes aminas biogénicas e de novas drogas pois muitas t€m estruturas
semelhantes as anfetaminas.

Atendendo as circunstancias das mortes, outro mecanismo que poderia ser mais estudado
¢ a endocrinologia no momento da morte, se existe alguma producdo de algum metabolito,
hormona ou alguma neurotoxina endégena que em casos de mortes violentas seja produzido em
excesso e seja a razdo dos resultados falsos positivos nestes testes.

Os estudos in vitro sugeriram que a degradag¢do da amostra quando mantida a temperatura
ambiente ndo origina um resultado falso positivo na andlise de anfetaminas por EIA. Contudo
sabemos que caso pretendéssemos analisar as proprias anfetaminas, os resultados ndo
corresponderiam aos obtidos no momento da colheita. Sendo este um dado importante poderia
sugerir-se a comparacdo de amostras de casos semelhantes, eventualmente associando-as ao
intervalo post mortem.
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