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CAPITULO |

Relatorio de estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia
B° S. Miguel



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AINE — Anti-Inflamatorio Nao Esteroide

ANF — Associacao Nacional de Farmacias

ARSC - Administracao Regional de Saide do Centro, I.P.

EC — Estagio Curricular

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MNSRM - Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

MNSRM - Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica de dispensa Exclusiva em Farmacia
MSRM — Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

PCHC — Produtos de Cosmética e de Higiene Corporal



I. INTRODUCAO

A farmacia comunitaria é o local mais procurado pelas pessoas quando se esta perante
questoes de saude, pelo que é considerada a primeira linha de prestagao de cuidados de saude
a sociedade. Desde 1449 que existem farmacéuticos em Portugal, na altura designados de
boticarios, que apenas eram responsaveis pela preparagao oficinal de medicamentos ou
substancias medicamentosas. Ao longo do tempo, a atividade farmacéutica foi evoluindo e
centrando-se cada vez mais no utente e, atualmente, o farmacéutico abrange diversas fung¢oes,
como a promogao da literacia em salde, a gestao da terapéutica individualizada, administragao
de medicamentos, identificagao precoce de doengas e de pessoas em risco e sensibilizagao da
populagao para a adogao de estilos de vida saudaveis. Cada vez mais o farmacéutico é
considerado um agente ativo promotor de saude publica e, cada vez mais os utentes depositam
a sua confianga no farmacéutico tanto na vertente preventiva, como na vertente terapéutica.
Sendo assim, o farmacéutico tem de estar em constante atualizacio, devido a enorme
diversidade de medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM) e medicamentos nao sujeitos
a receita médica (MNSRM) que o mercado farmacéutico dispoe, a fim de poder responder a

todas as necessidades da sociedade'.

A possibilidade da realizagao de Estagio Curricular (EC) no ultimo ano do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) é uma mais-valia para todos os estudantes, dado
que é tanto um momento de implementagao e consolidagao de conceitos teoricos assimilados
durante todo o MICF, como um periodo de grande aprendizagem, pois deparamo-nos com a
realidade do mercado de trabalho e a influéncia que o farmacéutico pode exercer nos dias de

hoje.

O presente relatério tem por objetivo mostrar o balango de quatro meses de estagio
em farmacia comunitaria, compreendido entre 10 de janeiro de 2023 e 24 de abril de 2023,
apresentando uma pequena introducao da Farmacia Bairro Sao Miguel e destacando aspetos
que considero relevantes para o meu desenvolvimento pessoal e profissional, através da
Andlise SWOT, que abrange os pontos fortes (Strengths), os pontos fracos (Weaknesses), as

oportunidades (Opportunities) e as ameagas (Threats).



2. FARMACIA BAIRRO SAO MIGUEL

A Farmacia Bairro Sao Miguel situa-se na Rua do Vale de Sao Miguel n°9, com o cédigo
postal 3020-113, em Coimbra. O seu horario laboral é das 9h as 20h nos dias Uteis, pelo que
aos sabados funciona das 9h as 19h, estando encerrada das 13h as I5h para almogo. Pode se
encontrar de servico de acordo com os mapas de turnos das farmacias, fornecidos pela
Administragao Regional de Saide do Centro, I.P. (ARSC). A farmacia integra-se na rede das
Farmacias Portuguesas da Associagao Nacional de Farmacias (ANF), da qual usufrui de alguns
dos seus servicos, tais como o Sifarma2000® e o Cartiao Sauda, e também na rede Elo Farma,

onde consegue lograr com beneficios financeiros.

Quanto ao espago fisico (Fig. I), a farmacia é composta por 4 balcoes de atendimento
e, atras destes, estao expostos suplementos alimentares, MNSR, medicamentos nao sujeitos a
receita médica de dispensa exclusiva em farmacia (MNSRM-EF) e ao longo de toda a farmacia
estao expostos variados produtos de acordo com a sua utilidade, como produtos cosméticos
e de higiene corporal (PCHC), ortopédicos, veterinarios, produtos para recém-nascidos, entre
outros. Ainda na zona de atendimento, existe uma maquina para a medi¢ao do peso corporal
e percentagem de gordura corporal, altura e pressao arterial, e inclui também um gabinete
destinado a medigao de parametros bioquimicos, a administragao de injetaveis e vacinas e a
privacidade entre utente e farmacéutico consoante o caso clinico. Relativamente ao backoffice
da farmacia, este é composto por um gabinete para consultas de nutrigao, um escritorio, um
laboratorio, um espago de descanso, uma casa de banho, uma zona de recegao de encomendas

e um armazém.

A Farmacia Bairro Sao Miguel tem como fornecedores a Alliance HealthCare, a
Plural+Udifar que faz uma entrega a meio do dia, e o Botelho e a Empifarma, que sao os
fornecedores principais, fazendo duas entregas diarias. Ademais, a farmacia realiza encomendas
diretamente aos laboratérios ou a fornecedores mais especificos, quando sao pretendidos
PCHC, medicamentos de uso veterinario, produtos ortopédicos e outros produtos

necessarios.



Figura l. Interior da Farmacia Bairro Sao Miguel.

3. ANALISE SWOT

O presente relatério conta com a Analise SWOT, onde estao incluidos os pontos
fortes e fracos, oportunidade e fraquezas que considerei relevantes retirar da experiéncia de

EC, encontrando-se todos estes sumariamente reunidos na tabela |.

Tabela I. Sintese da Analise SWOT.

ANALISE SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos Oportunidades Ameagas
(Strengths) (Weaknesses) (Opportunities) (Threats)

> Integracdo na equipa |> Diversidade de | Heterogeneidade |» MNSRM

» Comunicagao e produtos de utentes » Medicamentos
proximidade com os dermocosméticos |» Preparagio  de esgotados e
utentes manipulados rateados

» Formagoes




3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Integragao na equipa

Um dos aspetos que considero mais importante foi a excelente integragao na equipa
da Farmacia Bairro Sao Miguel. Esta é composta pela diretora técnica Filomena Oliveira, pela
farmacéutica substituta e orientadora do EC, Alexandra Albuquerque, pelos técnicos de
farmacia, Tiago Simoes e Silvio Marques, pelo farmacéutico, André Maia, e pelo gestor, Victor
Oliveira. De notar que o excelente ambiente entre todos os profissionais facilitou a minha
integragao e, por conseguinte, o meu desenvolvimento de conhecimentos, uma vez que
estavam sempre disponiveis e aptos para me auxiliar em todos os momentos necessarios,
desde pormenores no backoffice aos atendimentos de aconselhamento farmacéutico mais
complexos. Neste sentido, posso testemunhar que é uma equipa que se gere pelo
profissionalismo e exceléncia no seu dia a dia, prestando os melhores servigos aos mais

variados utentes.

Em jeito de conclusao, a equipa que me acompanhou nesta etapa contribuiu para a
maxima rentabilizacao do EC e, consequentemente, para a minha formagao profissional, que

certamente me possibilitara ter um melhor desempenho enquanto futuro farmacéutico.

3.1.2. Comunicagao e proximidade com os utentes

Outro aspeto que considero positivo na experiéncia de EC é o facto de existir uma
panéplia de utentes fidelizados a Farmacia Bairro Sao Miguel, dada a sua localizagao. A farmacia
encontra-se inserida no Bairro de Sao Miguel, pelo que nas proximidades tem o Bairro
Camarario do Ingote e o Bairro do Loreto. Assim, os frequentadores mais assiduos da farmacia
potenciaram o estabelecimento de uma relagdo mais proxima e um acompanhamento mais
continuo, incluindo reparos de medicagao desatualizada. Consequentemente, isto desenvolve
uma maior confianga no utente ao se deslocar a farmacia e no estagidrio ao realizar

aconselhamentos.

3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Diversidade de produtos dermocosméticos

A Farmacia Bairro Sao Miguel trabalha diretamente com diversos laboratorios de
dermocosmética, tais como a L’Oréal e Pierre Fabre, e, devido a isso, dispoe de uma grande
variedade desses produtos na zona de atendimento, pelo que muitas vezes nao sabia o que

aconselhar aos utentes. Por outro lado, a lacuna de conhecimentos na area dos PCHC



contribuiu também para considerar este aspeto uma fraqueza na experiéncia de EC. Neste
seguimento, surgiram situagoes em que nao me senti na melhor capacidade para realizar um
aconselhamento farmacéutico adequado e necessitei de ajuda. De certa forma, esta diversidade
de produtos acoplada a lacuna do saber proporcionou também o interesse por querer estar

mais envolvido nesta vasta area dos PCHC.

3.3. Oportunidades
3.3.1. Heterogeneidade de utentes

Relativamente aos utentes que frequentavam a farmacia, constatei que, para além dos
mais assiduos, havia uma grande heterogeneidade de utentes. Ou seja, contactei com uma
populacao com diversas faixas etarias, diferentes escaloes socioeconémicos e etnias. Assim
sendo, considero essa variedade uma mais-valia na minha experiéncia de EC, visto que senti a
oportunidade de adaptar a minha forma de comunicagao de utente para utente, de realizar
variados aconselhamentos farmacéuticos e de atender a diferentes necessidades. Neste
sentido, concluo que o contacto com todos os utentes enalteceu o meu crescimento a nivel

pessoal e sentimental.

3.3.2. Preparagao de manipulados

Como anteriormente referido, a farmacia detém um laboratorio para preparagao de
manipulados, desde pomadas a solugoes orais. Durante todo o estagio, poucos foram os
momentos de preparagaio de manipulados, a excecao da preparagao de antibidticos
(Clavamox® e Clamoxyl®) que era mais recorrente. Contudo, considero que é uma excelente
oportunidade para todos os estagiarios que passam pela farmacia comunitaria, uma vez que é
a aplicagao pratica de uma das grandes componentes do MICF, a parte pratico-laboratorial.
Nesse seguimento, a equipa deu-me liberdade para realizar duas pomadas, uma de acido
salicilico para a psoriase e uma de enxofre para a sarna, sempre com o supervisionamento de

um profissional.

3.3.3. Formacgoes

O farmacéutico comunitario, dada a constante evolu¢gao do mercado e a consequente
panéplia de produtos que nele se inserem, é indispensavel a sua atualizagao, recapitulagao e
aquisicao sobre diversos conceitos com o proposito de cada vez mais proporcionar um

aconselhamento mais completo e racional. Assim, outra oportunidade que mais valorizei



durante este periodo, foi a oferta de formagoes a farmacia, por parte dos laboratorios, a fim
de promoverem os seus produtos, incluindo as suas indicagoes terapéuticas, ingredientes e
estudos clinicos. Varias foram as formagoes em que comparecemos e, para além de todo o
conhecimento colmatado, de certa forma, as mesmas contribuiram para exponenciar o
espirito de equipa entre estagiario(s) e profissionais. Por fim, é indubitavelmente uma das
maiores oportunidades que a Farmacia Bairro Sao Miguel me ofereceu, pois enquanto

estagiario auxiliou-me a adquirir mais fundamentos cientificos e a fortalecer lagos com a

equipa.
34. Ameagas
3.4.1. MNSRM

Os MNSRM podem ser comercializados fora do contexto da farmacia, tanto em
plataformas online, como em cadeias de supermercados. Esta comercializagao vai despoletar
uma problematica a nivel econémico, na medida em que como estas cadeias apresentam um
elevado poder de compra, os precos que praticam sao incompativeis com os que sao aplicados
pelas farmacias. Paralelamente, a venda online ou nesses estabelecimentos pode também
acarretar graves problemas de saude devido a falta de aconselhamento farmacéutico aquando
da compra e, consequentemente, podem ocorrer interagoes medicamentosas graves entre
medicacao habitual e os MNSRM, que com a presenga do farmacéutico, o risco reduziria em
grande parte. Por conseguinte, negligencia o papel do farmacéutico e o estabelecimento que

ele representa, constituindo uma ameaga ao farmacéutico e ao meu EC.

3.4.2. Medicamentos esgotados e rateados

Um fator preponderante que considero uma ameaga ao estagio e ao desempenho da
profissao é a vasta lista de medicamentos tanto esgotados, como rateados. Efetivamente, nos
dias que correm, a Industria Farmacéutica encontra-se numa fase de rutura de stock de alguns
medicamentos, motivada por obsticulos a producao dos mesmos. O esgotamento e
rateamento de medicamentos despoleta um efeito negativo nao sé no utente, que necessita
da medicagao, mas também no farmacéutico que o esta a atender, uma vez que é
descredibilizado no seu aconselhamento, pois nao consegue assegurar a adesao a terapéutica
e, consequentemente, transmitir confianga ao utente. Na qualidade de estagiario, pude assistir
e presenciar diversos casos de utentes que se indignavam com esta problematica, sendo entao
uma ameaga a0 meu estagio e aos principios da profissao desempenhada pelo farmacéutico,

mas também a toda a instituigao que é uma farmacia.



4. CASOS PRATICOS

Adiante no meu relatorio de estagio, apresento cinco casos pratico-clinicos com que
me deparei na qualidade de farmacéutico estagiario, e os respetivos aconselhamentos que
realizei. De notar que em todas as situagoes estive acompanhado por um farmacéutico e que
questionei sempre o utente sobre a existéncia de reagoes alérgicas conhecidas as mais diversas

substancias medicamentosas.

4.1. Caso Pratico |

Uma senhora, com idade compreendida entre os 45 e 50 anos, dirige-se a Farmacia
Bairro Sao Miguel afirmando que tem tosse ha cerca de 3 semanas. Questionei entao de que
tipo de tosse se tratava, ao qual a senhora me responde que quando tossia sentia “algo” que
queria libertar, mas que nao conseguia, pelo que pude suspeitar que apresentava uma tosse
produtiva. Referiu também que andava com dificuldades em dormir ha 3 dias devido a irritagao
de tosse e que em casa ja tinha experimentado cha com mel, uma vez que este Ultimo tem
propriedades mucoliticas, ou seja, dissolve o muco das vias respiratérias e facilita a sua
excregdo. Disse também que ja tinha adquirido, na farmacia, o xarope Bisolnatural®, que
contém mel, tanchagem, que cria um filme protegendo as mucosas, e tomilho que promove a
fluidificacdo do muco, pelo que apenas aliviava-lhe a tosse durante | hora, aproximadamente’.
Neste sentido, aconselhei o Fluimucil® em comprimidos efervescentes, que, contrastando com
o Bisolnatural®, contém um principio ativo, a acetilcisteina, que atua como mucolitico,
adjuvando entio a secrecio do muco espesso e viscoso’. Recomendei duas tomas diarias
durante 3 dias, uma de manha e a outra a noite, afastadas das refeicoes devido ao facto de ter
a necessidade de excretar o maximo de muco possivel, e uma toma didria a partir do quarto
dia até melhoria dos sintomas. De notar que, como este atendimento se sucedeu ao final da
tarde, referi a senhora para apenas tomar um comprimido efervescente, a fim de alivio da

sintomatologia e, apenas no dia a seguir comegar com a toma dupla.

4.2. Caso Pratico 2

Uma senhora, na casa dos 60 anos, dirige-se a Farmacia Bairro Sao Miguel, queixando-

se que anda obstipada ha 2 semanas e que apenas consegue, raramente, defecar umas “bolas
y . - ~ o . . .

pretas” e so através do auxilio da mao. Questionei a utente relativamente a quantidade de

agua que ingeria, a qual respondeu muito pouca. Alertei a utente para o facto de que é

fundamental beber entre 1,5 L e 3 L diarios de agua para prevenir a obstipagao, na medida em

que despoleta o amolecimento das fezes e auxilia no evacuamento das mesmas, tendo sido
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essa a medida nao farmacolégica que recomendei. Por outro lado, para lhe poder ceder um
laxante, perguntei se tomava alguma medicagao para a hipertensao, nomeadamente algum
diurético, pois assim aumentaria o risco de ocorrer desequilibrio eletrolitico, pelo que a
senhora respondeu negativamente. Sendo assim, aconselhei a toma de |5 gotas orais de
Dulcogotas®, que contém picossulfato de sédio, um laxante de contacto que aumenta o
peristaltismo do célon e que, consequentemente, ajuda a libertar as fezes. Referi também que
deve ser tomado a noite para haver defecagao na manha seguinte, ou seja, perdura 6 a 12
horas até fazer o efeito pretendido, nao devendo ser tomado de forma continua, tal como
todos os laxantes, uma vez que pode provocar um desequilibrio hidroelétrico e hipocaliémia,

especificamente para a populagio idosa que tem mais propensao para tal*.

4.3. Caso Pratico 3

Um senhor, com aproximadamente 55 anos, dirige-se a Farmacia Bairro Sao Miguel,
queixando-se de uma dor forte na zona lombar, caracterizada por inflamagao e inchago desse
local das costas. Afirmou que ja tinha experimentado as faixas lombares ThermaCare®, que
tinha la em casa devido a utilizagdo por parte da sua mulher, e aliviava mas a dor voltava a
surgir. As faixas ThermaCare® utilizadas sio emplastros térmicos, sem propriedade
farmacoldgica, indicada para o alivio da dor e tensao muscular, neste caso, na regiao lombar”.
Neste sentido, recomendei a aplicagdo de Dimobil®, 3 vezes por dia. O Dimobil® é um gel
composto por diclofenac de sédio, um anti-inflamatorio nao esteroide (AINE), que atua a fim

de aliviar a dor, inflamagao e tumefagao dos musculos, tendoes, ligamentos e articulacoes®.

Posteriormente, o utente voltou a farmacia para agradecer o meu aconselhamento e

que o gel tinha sido eficaz no tratamento da sua dor de costas.

44. Caso Pratico 4

Uma utente, na casa dos 70 anos, dirige-se a Farmacia Bairro Sao Miguel com queixas
de desconforto urinario, um pesar na bexiga e ardor aquando do ato de micgao, e que urinava
com muita frequéncia, pelo que pude suspeitar que apresentava um quadro de infegao urinaria.
A senhora perguntou se lhe poderia ceder um medicamento para tratamento da
sintomatologia associada. Assim, expliquei a utente que para tratar a possivel infecao era
necessario um antibidtico e que apenas com prescricao médica € que o poderia ceder.
Contudo, recomendei algumas medidas nao farmacoldgicas, tais como, a ingestao abundante
de agua, evitar a utilizagao de roupa interior sintética e/ou justa, ingestio de alimentos ricos
em vitamina C a fim de potenciar a acidificacao da urina e desfavorecer a proliferacao de

algumas bactérias causadoras da infegao. Aconselhei também uma adequada higienizagao da

I5



zona, pelo que recomendei a compra do Lactacyd®, que corresponde a um gel intimo para
higiene diaria que nao contém sabao e apresenta na sua composicao o acido lactico que
contribui para o equilibrio do pH vaginal, tendo a senhora aceite este conselho’.
Adicionalmente, aconselhei também o Systelle®, que é um MNSRM com uma formulagao a
base de uva-ursina, ingrediente que exerce uma agao antisséptica com destabilizagao das
membranas e consequente destruicio da parede bacteriana®. Por fim, reforcei o facto de o
Systelle® ser um medicamento para prevengio e apenas alivio dos sintomas, e que era

necessario a senhora se deslocar ao médico.

4.5. Caso Pratico 5

Um senhor, entre os 25 e 30 anos de idade, dirige-se a Farmacia Bairro Sao Miguel,
queixando-se de dores de cabeca e corporais, febre e intensa congestio nasal. Afirmou
também que ja tinha realizado um teste rapido de detegao de antigénio de COVID-19 e que
tinha testado negativo. Sendo assim, questionei o utente relativamente a toma de medicagao
e a problemas de salde, que rapidamente me respondeu negativamente as duas perguntas.
Neste sentido, aconselhei o Antigrippine® Trieffect, que contém paracetamol, com agio
antipirética, para baixar a febre, e agao analgésica, para aliviar as dores de cabega e no corpo,
contendo também o cloridrato de fenilefrina, que € um descongestionante nasal’. Recomendei
entao a toma de 2 comprimidos 3 vezes por dia, ou seja, 2 comprimidos de 8 em 8 horas. Por
outro lado, devido a intensa congestio nasal, aconselhei também o Vibrocil® Actilong em
solugao para nebulizagao, que contém o cloridrato de xilometazolina (descongestionante

nasal), tendo recomendado | pulverizagio em cada narina 3 vezes por dia'’.



5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Concluida aquela que foi a minha experiéncia enquanto farmacéutico comunitario,
posso retirar um balango bastante positivo, tanto a nivel de consolidagao de conhecimentos
ja adquiridos, como obtengiao de novas valéncias técnico-cientificas e de comunicagao, e de
uma visao do papel atual do farmacéutico na comunidade, proporcionando-me uma ideia mais
abrangente da profissio do farmacéutico. Efetivamente, realgo a importancia deste peao no
sistema de salde, na medida em que na maior parte dos casos € o profissional que constitui a
primeira linha de cuidados de saide e, também devido a esse facto, destaco a relevancia de o
farmacéutico comunitario estar em constante atualizagdo e evolugao para servir de uma
maneira cada vez mais completa e em prol da saide do utente. Paralelamente, o farmacéutico
também representa a ultima linha dos cuidados de salide, na medida em que os utentes
recorrem a farmacia para levantar os seus medicamentos prescritos e é este profissional que
os cede, sensibilizando-os relativamente a questao da adesao a terapéutica e ao uso correto

dos mesmos.

Em jeito de conclusio, resta-me agradecer a toda a equipa da Farmacia Bairro Sao
Miguel que me acompanhou, desde os profissionais as duas estagidrias, pois todos facilitaram
a minha integragao na equipa e despoletaram em mim o enaltecimento de aspetos pessoais e
profissionais. Devo-lhes um agradecimento muito especial, uma vez que nunca ponderei
exercer como farmacéutico comunitario e, findada esta minha experiéncia de EC, posso
afirmar que considero desempenhar futuramente esta profissao, pondo em pratica todos os

ensinamentos que retive durante este estagio.
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Capitulo Il

Relatorio de Estagio no
Servico de Quimica e Toxicologia Forenses do

Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.




LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

EC — Estagio Curricular

GC-FID - Cromatografia de gases associada ao detetor de ionizagao por chama
GC-MS - Cromatografia de gases associada a espetrometria de massa
INMLCEF, I.P. — Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.
LC-MS-MS — Cromatografia liquida associada a espetrometria de massa

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

SQTF - Servico de Quimica e Toxicologia Forenses

SQTF-DC — Servico de Quimica e Toxicologia Forenses - Delegacao do Centro
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1. INTRODUCAO

O artigo 75°, do capitulo VII, da Lei n°131/2015 do Diario da Republica, referente as
atividades abrangentes do ato farmacéutico, inclui a execugao, interpretagao e validagao de
andlises toxicolégicas'. A toxicologia forense é uma 4rea multidisciplinar da Toxicologia, que
se move pela elucidagao de questdes judiciais e judiciarias, com base nos dominios do Direito,
podendo estas relacionar-se com intoxicagoes devido a substancias disponiveis no mercado
licito e/ou ilicito, e possiveis consequéncias’. Assim, o Farmacéutico pode desempenhar um
papel fulcral dentro da drea da toxicologia forense, na medida em que pode executar ensaios
de cariz toxicologico, tais como a determinagao de etanol e/ou produtos volateis, de drogas
de abuso, de medicamentos, de pesticidas, de monoxido de carbono e de metais ou metaldides
em amostras bioldgicas e/ou nao bioldgicas. Posteriormente, pode interpretar os resultados
obtidos em cada ensaio e na avaliagao aprofundada do caso apds a realizagao de todas as
analises necessarias, mas também atuar na inovagao de metodologias analiticas, face a evolugao

dos equipamentos e das novas substincias comercializadas no mercado licito ou ilicito.

Em Portugal, a toxicologia forense atua através de duas principais vertentes, da Policia
Judiciaria, com o Laboratério de Policia Cientifica, e do Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses, |.P. (INMLCF, I.P.), através do Servigo de Quimica e Toxicologia Forenses
(SQTF). Perante o meu interesse na area da toxicologia forense, foi me dada a oportunidade
de realizar um estagio curricular (EC), integrante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF), no Servigo de Quimica e Toxicologia Forenses da Delega¢ao do Centro

(SQTF-DC) do INMLCEF, I.P., compreendido entre 2 de maio de 2023 e 28 de julho de 2023.

O presente relatorio de estagio pretende fazer uma breve e sintética introdugao ao
INMLCEF, I.P., abordando aspetos como a sua estrutura e organizagao, a sua missao e valores,
e dando especial enfoque ao SQTF. Para além disso, tem como objetivo mostrar o balan¢o
dos trés meses de estagio curricular realizado, sob a forma de analise SWOT. Nesta incluo
os pontos fortes (Stregths), englobando os aspetos que considero que foram uma mais-valia
para o meu estagio, e os pontos fracos (Weaknesses), ou seja, fraquezas e debilidades que senti
enquanto estagiario do SQTF. Menciono também as oportunidades (Opportunities) que o
estagio me ofereceu e as ameagas (Threats), onde incorporo aspetos que me testaram, de

forma a superar as minhas dificuldades.
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2. INMLCEF, I.P.

No final do século XIX, através da Carta da Lei de 17 de agosto de 1899 e do
Regulamento dos Servigos Médico-Legais, nasceram os primeiros servicos médico-legais
organizados e foram criadas trés morgues, uma em Coimbra, outra em Lisboa e outra no
Porto. As morgues mantiveram esta estrutura até ao ano de 1918, pois nesse ano foram
criados trés Institutos de Medicina Legal (de Coimbra, de Lisboa e do Porto), integrando estes
as respetivas faculdades de medicina. Ja no século XXI, na sequéncia da publicagao da Lei
Organica do Ministério da Justica, surgiu o Decreto-Lei n.° 96/2001 de 26 de marco que
transformou a organizagao médico-legal portuguesa e os Institutos de Medicina Legal foram
extintos. Consequentemente, foi concebido o Instituto Nacional de Medicina Legal, uma
instituicao publica autonoma, administrativa e financeiramente, sujeita a tutela e geréncia por
parte do Ministério da Justica’. A sede do INMLCF, I.P. é em Coimbra e integra trés delegagdes
(Centro, Norte e Sul), bem como uma vasta rede de Gabinetes Médico-Legais e Forenses, que
asseguram a realizagao de autdpsias a nivel nacional. Por ultimo, através da publicagao do
Decreto-Lei n.° 166/2012 de 31 de julho, o Instituto de Medicina Legal passou a designar-se
por Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P., o qual inclui servigos nas
diversas areas das ciéncias forenses® *. Por conseguinte, surgiu o Servio de Quimica e
Toxicologia Forenses, que tem sede na delega¢ao do Sul e extensoes funcionais nas delegagoes
do Centro e do Norte, substituindo os trés Servicos de Toxicologia Forenses existentes em

cada delegagao.

I
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Figura 2. Delegacao do Centro e sede do INMLCEF, I.P..
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O SQTF-DC esta dividido em trés setores, o setor administrativo, o setor de rececao
de amostras, que inclui também a preparagao do material de laboratorio, e o setor das analises
quimicas e toxicoldgicas propriamente dito. Este tltimo esta subdividido em cinco equipas de

acordo com as técnicas usadas, tal como ilustra a tabela seguinte.

Tabela 2. Equipas de trabalho do SQTF-DC.

Equipa Técnica Descrigao
| Ensaios Ensaios de triagem de drogas de abuso e benzodiazepinas, com recurso a um
Imunoenzimaticos equipamento semiautomatico de reagdes imunoenzimaticas, EVOLIS.

Ensaios de confirmagao e quantificagdo de drogas de abuso, e
I GC-MS triagem/confirmagao de medicamentos e de pesticidas através da
cromatografia de gases associada a espetrometria de massa.

Ensaios de triagem, confirmagao e quantificagao de medicamentos e de
1l LC-MS-MS drogas de abuso por cromatografia liquida associada a espetrometria de
massa.

Ensaios de detecao, confirmagao e quantificacao de substincias volateis (mais
v GC-FID frequentemente do etanol) através da cromatografia de gases com detetor de
ionizagao por chama.

) Ensaios de triagem, confirmagao e quantificagdio de monéxido de carbono
Espetrofotometria de

\ absorg¢iao molecular e de
absorcio atomica

por espetrofotometria de absorgao molecular, e de confirmagao e
quantificagcao de metais/metaldides por espetrofotometria de absorgao
atomica.

O SQTF é considerado um laboratoério do Estado e detém um estatuto de acreditagao,
de acordo com a norma NP EN ISO/IEC 17025:2018, pelo Instituto Portugués de Acreditagao,
I.P., que tem o objetivo de reconhecer a competéncia técnica através da avaliagao da
conformidade dos laboratérios pela realizagio de ensaios e calibragdes®* . Assim o INMLCEF,
I.P., € uma instituicdo nacional de referéncia na area da medicina legal e ciéncias forenses,

movendo-se pelo rigor, imparcialidade e qualidade’.
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3. ANALISE SWOT

A seguinte tabela faz o balango do meu EC na modalidade de analise SWOT.

Tabela 3. Sintese da Analise SWOT.

ANALISE SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos Oportunidades Ameacas
(Strengths) (Weaknesses) (Opportunities) (Threats)

» Integragio no » Formacao Académica |» Realizagao de » Inseguranca

servico » Manuseamento de trabalhos na execugao
» Percurso interno amostras bioldgicas extracurriculares laboratorial

» Fonte de
bibliografia
3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Integragao no servi¢o

O primeiro ponto forte que destaco da minha experiéncia de EC foi a integragao no
SQTF-DC por todos os profissionais pertencentes a este, especialmente pelos integrantes da
Equipa I. Nesta equipa tive a oportunidade de trabalhar com Dra. Paula Monsanto e a D.
Eugénia Frias, que sao excelentes profissionais e mostraram-se sempre disponiveis a auxiliar e
a elucidar-me nos diversos aspetos que envolve a triagem de drogas de abuso e
benzodiazepinas, desde o preparo das amostras, ao funcionamento do equipamento analitico
e obtencao de resultados. Ambas foram cruciais no desenvolvimento pessoal de competéncias
ao longo do estagio, pelo que pude testemunhar que o SQTF se gere pela exceléncia no seu

dia a dia.

O espirito de entreajuda e profissionalismo despoletaram em mim, tanto uma maior
facilidade na integracao no servico, como uma completa aquisicao de conhecimentos, na
medida em que o meu nivel de aprendizagem na pratica laboratorial e relativa aos

equipamentos analiticos exponenciou-se, durante a realizagao deste estagio.
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3.1.2. Percurso interno

Outro aspeto que considero positivo corresponde ao percurso de rotatividade que
experienciei e a posterior fixagdo numa sé equipa. Isto é, tive a oportunidade de passar por
todas as equipas e acompanhar o trabalho de cada profissional do servico nas respetivas
equipas de analises toxicologicas. Iniciei o meu percurso na aceitagao e recegao das amostras,
seguido de uma introdugao dos procedimentos relativos a equipa | e rotagao pelas outras
equipas. Nas restantes equipas do SQTF-DC tive contacto com todo o procedimento de cada
uma num contexto observacional, pelo que auxiliava sempre que possivel. Na generalidade, os
procedimentos incluem uma fase de selecao das amostras a analisar, uma de extragao com
solventes adequados, a de manuseamento do equipamento analitico e uma de interpretagao
de resultados. Posteriormente, fixei-me na Equipa |, onde se realizam os ensaios de triagem
de drogas de abuso (opidceos, metabolitos da cocaina, canabinodides, anfetaminas e
metanfetaminas) e de medicamentos (benzodiazepinas) por imunoensaios enzimaticos. Todos
os resultados positivos, relativos aos grupos mencionados, seguem para as equipas Il e/ou lll,
para confirmacao e quantificagao. Dentro da Equipa |, nao foi possivel realizar um trabalho
autonomo nas analises de rotina, em amostras de sangue, uma vez que se trata da execugao
de ensaios acreditados, com exigéncias bem definidas relativamente a formagao de
colaboradores, contudo pude ajudar em alguns aspetos dos procedimentos da equipa. Apos a
fase de aprendizagem e acompanhamento executei estes ensaios de forma autébnoma, apenas

sob supervisao, em amostras de urina, humor vitreo e de bilis.

Assim sendo, o meu percurso dentro do SQTF-DC foi crucial para a minha experiéncia
de EC, na medida em que, devido a rotagao pelas equipas, consegui ter uma nogao das praticas
laboratoriais toxicologicas e da organizagao interna do Servico, e também pude estar em

contacto, num periodo mais extenso, com a triagem por imunoensaios.

3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Formacao Académica

O programa curricular do MICF contempla a unidade curricular, Toxicologia e Analises
Toxicologicas, contudo esta abrange pouco o tema da Toxicologia Forense e, sendo esta a
area de atuagao do SQTF, considero que a falta de conhecimentos legais e forenses integra
uma das fraquezas relativas a minha experiéncia de EC. Assim, a fim de colmatar essa lacuna
relativamente a assuntos legais e forenses, pesquisei informagao em artigos publicados e
documentos internos. Por outro lado, o MICF contempla também duas unidades curriculares

sobre metodologias analiticas, Métodos Instrumentais de Andlise | e Il, pelo que me
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proporcionaram uma base para entender conceitos basicos dos procedimentos analiticos e do

funcionamento dos equipamentos do SQTF.

3.2.2. Manuseamento de amostras biologicas

Outro aspeto que considero ser um ponto fraco no meu estagio, foi a inexperiéncia
no manuseamento de amostras bioldgicas. Durante a minha experiéncia de EC pude contactar
com algumas amostras bioldgicas, tais como sangue, da cavidade cardiaca e periférico, urina,
humor vitreo e bilis. De todas estas, o sangue apresenta uma grande variabilidade no que
concerne ao estado da amostra, uma vez que, aquando da colheita em autopsia, ja apresenta
uma visivel putrefagdo (em estados muito variaveis), e também devido ao facto de poder
coagular. Estes fatores dificultam muito a pipetagem do volume a analisar. Assim, a pratica e
experiéncia ao longo do estagio contribuiram para compreender a abordagem necessaria a
cada estado da amostra e para a superagao de dificuldades relacionadas com o manuseamento

das matrizes bioldgicas.

3.3.  Oportunidades
3.3.1. Realizacao de trabalhos extracurriculares

Durante o meu periodo de EC no SQFT-DC, por iniciativa da minha orientadora, Dra.
Paula Monsanto, surgiu a oportunidade de realizar um estudo analitico para fins de
apresentagao no XX| Congresso Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, organizado
pelo INMLCEF, I.P.. O estudo consistiu na analise de amostras de bilis por imunoensaios para
opiaceos, metabolitos da cocaina, canabindides, anfetaminas, metanfetaminas e
benzodiazepinas. Assim, a ideia foi verificar a utilidade da bilis como amostra alternativa ou
complementar as outras matrizes, na triagem de drogas de abuso e benzodizepinas, pelo que

consegui realizar dois trabalhos para levar ao congresso.

A realizagao deste estudo fez-me adquirir conhecimentos e experiéncia na area da
investigacao em toxicologia forense, bem como despoletou o meu interesse para querer saber
mais sobre esta ciéncia e as suas metodologias. Por outro lado, uma vez que era um estudo
nao acreditado, foi possivel executar os ensaios de forma autonoma e contribuir assim para

uma futura implementagao da analise de amostras de bilis na rotina do SQTF.
3.3.2. Fonte de bibliografia

Este estagio proporcionou-me também a vantagem de ter acesso a uma variedade de
artigos bloqueados e a diversos livros, relativos a toxicologia forense, tanto através da extensa

bibliografia do SQTF-DC, como da propria biblioteca do INMLCEF, I.P.. Adicionalmente, o facto
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de ter ficado alocado na equipa |, ajudou bastante na compreensao de conceitos tedricos e
praticos sobre os imunoensaios enzimaticos, uma vez que a Dra. Paula Monsanto e a D.
Eugénia Frias me transmitiram todos os conhecimentos necessarios. Assim, todos esses
conhecimentos facilitaram bastante na escrita da minha monografia, intitulada por

Imunoensaios em Toxicologia Forense.

34. Ameagas
3.4.1. Inseguranga na execugao laboratorial

A Unica ameaca que destaco da minha experiéncia de EC foi a inseguranga na execugao
laboratorial que senti no inicio do estagio. O programa curricular do MICF oferece boas bases
de pipetagem, porém o manuseamento de amostras bioldgicas necessita de pratica e
experiéncia, o que, numa fase inicial do EC, despoletou alguma inseguranga na realizagao dos
procedimentos. Para além disso, também senti uma certa inseguranga no manuseamento dos
equipamentos analiticos presentes no SQTF-DC. Assim, a pratica levou ao desenvolvimento
de experiéncia nas metodologias e fui ganhando confianga tanto na pratica laboratorial, como
na utilizagdo dos equipamentos, tendo essas dificuldades sido superadas ao longo do tempo

de estagio.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Concluida a minha experiéncia de EC no SQTF-DC do INMLCEF, I.P., fago um balango
bastante positivo, nao s6 ao nivel da consolidagao de conhecimentos apreendidos durante o
MICF, mas também da aquisicao de novas competéncias teodricas e pratico-analiticas. Ambos
os aspetos contribuiram para o meu desenvolvimento curricular, tendo uma visao mais
abrangente do funcionamento de um laboratério de toxicologia forense. O SQTF pauta-se
pela exceléncia e profissionalismo, pelo que posso testemunhar que em todo o trabalho
desenvolvido pelos seus profissionais estao sempre implicitos valores como a imparcialidade,

rigor e qualidade.

Em jeito de conclusao, resta-me agradecer, ao Dr. Joao Miguel Franco, pela
oportunidade de estagio, a minha orientadora de estagio, a Dra. Paula Monsanto, e a toda a
equipa do SQTF-DC que me recebeu calorosamente. Independentemente dos seus trabalhos
de rotina, estavam sempre dispostos a ajudar-me em todas as circunstancias, despoletando em
mim um nitido desenvolvimento profissional e pessoal. Este estagio foi fundamental para mim,
na medida em que colmatei as minhas ddvidas em relagao a toxicologia forense e me deu a

certeza de que é a drea que quero seguir no futuro.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

a.c. — Antes de Cristo

AM — Ante-mortem

ANSR - Autoridade Nacional de Seguranga Rodoviaria
BAT — Ensaio Tecnoldgico por Biochip

CCD - Dispositivo de Camara Acoplada

CEDIA - Imunoensaio por Doagao de Enzima Clonada

d.c. — Depois de Cristo

EA — Aceitador de Enzima

ED — Dador de Enzima

EIA - Imunoensaio Enzimatico

ELISA — Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica

EMIT — Técnica de Imunoensaio de Multiplicagao Enzimatica
FPIA — Imunoensaio por Fluorescéncia Polarizada

G6PD — Glucose-6-Fosfato Desidrogenase

GC-MS - Cromatografia de gases associada a espetrometria de massa
GMLF — Gabinetes Médico-Legais e Forenses

GNR — Guarda Nacional Republicana

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

INMLCEF, I.P. — Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.

IPST — Instituto Portugués do Sangue e Transplantagao
KIMS — Interacao Cinética de Microparticulas em Solugao
LC-MS — Cromatografia liquida associada a espetrometria de massa
NAD - Nicotinamida Adenina Dinucleésido

NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleésido Fosfato
PM — Pos-mortem

PSP - Policia de Seguranga Publica

RIA - Radioimunoensaio

RPM - Redistribuicao Pos-mortem

SQTF - Servico de Quimica e Toxicologia Forenses
TDM — Monitorizagao terapéutica medicamentosa

TF — Toxicologia Forense

THC - Tetrahidrocanabinol

THC-COOH - | I-nor-9-carboxi-A-9-tetrahidrocanabinol
THC-OH - | | -hidro-A-9-tetrahidrocanabinol
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TIAFT — Associagao Internacional de Toxicologistas Forenses
TLC - Cromatografia em Camada Fina

UPF — Unidade de Patologia Forense do Servigo de Patologia e Clinica Forenses
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RESUMO

A Toxicologia Forense é uma area multidisciplinar proveniente da toxicologia, a qual
incumbe o esclarecimento de questdes relacionadas com intoxicagoes por substincias, e suas
possiveis consequéncias ao abrigo da lei. Pode atuar em duas componentes, ante-mortem e
post-mortem, na medida em que o seu campo de agao compreende a detegao, identificagao e
isolamento de drogas, medicamentos e outros xenobioticos em matrizes biologicas e nao
biologicas e, a consequente interpretagio de resultados. Nesta ciéncia incluem-se os
imunoensaios que sao técnicas qualitativas e semiquantitativas baseadas na interagao entre
antigénios e anticorpos, podendo ser divididos em dois grupos, homogéneos e heterogéneos.
Em contexto nacional, no SQTF do INMLCEF, I.P.,, é utilizada a técnica ELISA (Ensaio de
Imunoabsorg¢ao Enzimatica), através de um equipamento semiautomatico, para a triagem de
drogas de abuso (opiaceos, metabolitos da cocaina, canabindides, anfetaminas e
metanfetaminas) e de medicamentos (benzodiazepinas), sendo todos os resultados positivos
posteriormente confirmados por técnicas mais sensiveis e especificas. Os imunoensaios
desempenham um papel preponderante nos laboratorios de toxicologia forense,
especialmente em Portugal, uma vez que proporcionam uma rapida e eficiente triagem de um
elevado nimero de amostras ao mesmo tempo, para uma panéplia de substancias, poupando

tempo e recursos comparativamente a outros procedimentos.

Palavras-chave: Toxicologia forense; Imunoensaios; ELISA; SQTF.
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ABSTRACT

Forensic Toxicology is a multidisciplinary area that stems from toxicology, to which is
responsible for understanding issues related to substances intoxication and its possible
consequences under the law. It can work in two areas, ante-mortem and post-mortem, according
its activities include the detection, identification and isolation of drugs, medicines and other
xenobiotics in biological and non biological matrices, and the interpretation of their results.
This science includes immunoassays, which are qualitative and semi-quantitative techniques
based on the interaction of antigens and antibodies, and can be divided in two groups,
homogeneous and heterogeneous. In Portugal, the SQTF at INMLCF, I.P., uses the ELISA
(Enzyme Immunosorbent Assay) technique, through a semi-automatic equipment, to screen
drugs of abuse (opiates, cocaine metabolites, cannabinoids, amphetamines and
methamphetamines) and medicines (benzodiazepines), with each positive result requiring
confirmation by more sensitive and specific techniques. Inmunoassays have an important role
in toxicological laboratories, particularly in Portugal, because they can enable rapid and
efficient screening of large number of samples, at the same time, for numerous substances,

saving resources and time when compared to other methods.

Keywords: Forensic toxicology; Immunoassay; ELISA; SQTF.
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|I. Introducao

A Toxicologia € uma ciéncia multidisciplinar que se dedica ao estudo dos consequentes
efeitos toxicos de um agente quimico, tendo em conta a sua interagao com o sistema biologico.
Dada a vasta area de conhecimento que esta ciéncia abrange, bem como as suas diferentes
areas de atuagao, a Toxicologia Forense, como area especializada da toxicologia, tem por
objetivo principal a procura de uma evidéncia que permita a identificagao da presenga de uma
substancia quimica (agente toxico) na investigagao criminal, como em causas de morte, danos

a salde ou ao patrimonio.

Desta forma, a presente monografia inicia-se com uma sinopse da historia da
Toxicologia Forense, apresentando os seus principais marcos desde a sua génese ao presente
e evidenciando figuras e técnicas consideradas fulcrais ao seu desenvolvimento. Incluem-se
Hipocrates e Dioscérides, duas figuras gregas que aprofundaram conhecimentos relativamente
aos venenos, Mathieu Orfila, o pai da toxicologia forense, James Marsh, o responsavel pelo
término de uma época marcada por envenenamentos com arsénio, entre outros' % Assim, o
desenvolvimento da Toxicologia Forense, esteve sempre acompanhado de uma evolugao do
equipamento analitico, o que permitiu melhorar a sensibilidade e precisio na detegao de

toxicos'. E notdria a progressio analitica desde o teste de Marsh, passando pelas diversas

técnicas cromatogrificas e finalizando nos imunoensaios.

Em Portugal, o Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. (INMLCEF,
I.P.) é a instituicao de referéncia nas areas cientificas da medicina legal e ciéncias forenses, que
realiza exames e pericias de medicina legal e forenses solicitados ao abrigo da lei’. Assim, sendo
pedida uma pericia e/ou exame laboratorial quimico e toxicologico, este sera
reencaminhada(o) para o Servico de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF) para a sua

realizagao.

Efetivamente, em situagoes post-mortem (PM) podem ser utilizadas diversas matrizes,
pelo que a sua colheita encontra-se sempre dependente do que se pretende com as analises
toxicoldgicas e do estado de putrefagao do cadaver. Em contexto de imunoensaio, as matrizes
mais convencionais a utilizar sao o sangue (da cavidade cardiaca ou periférico) e a urina,
contudo também podem ser analisadas matrizes alternativas como humor vitreo, bilis, entre

4 . . ~ I . . .
outras amostras’. Os imunoensaios sao métodos bioanaliticos, que surgiram em 1959,
baseados na interagao imunologica entre antigénio e anticorpo e que, mundialmente sao
ore . . . . . . . 5
utilizados para a analise qualitativa e semiquantitativa de drogas de abuso e medicamentos’.

Assim sendo, esta monografia visa dar énfase a utilidade dos imunoensaios a nivel nacional, no
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SQTF, em particular ao Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA), competitivo, para a
triagem de drogas de abuso e de benzodiazepinas, mostrando a sua importancia, aplicagao e

abrangéncia na area da Toxicologia Forense.

2. Breve historia da Toxicologia Forense

A Toxicologia Forense tem vindo a despertar muito interesse, também pela sua parte
historica e, curiosamente, apenas engrenou o seu percurso como ciéncia nos inicios do séc.

XIX'.

A historia da toxicologia remonta desde ha milhares de anos e sempre acompanhou a
propria historia da humanidade (Fig. 3). Efetivamente, existem vestigios antropoldgicos, entre
100 000 e 5 000 a.c., relacionados com a toxicologia, na medida em que o homem pré-
historico ja teria conhecimentos relativos as diversas substancias animais, vegetais e minerais,
e ao risco que algumas |he poderiam causar. A primeira experiéncia do homem com a
toxicologia consistiu no revestimento da ponta das langas de caga com sucos de produtos
animais e de plantas venenosas, para acelerar a morte dos animais. Este facto pode nao se
enquadrar com a toxicologia forense, mas podemos constatar que, ja em tempos antigos, as

pessoas utilizavam venenos®®.

A historia dos venenos, isto €, da toxicologia e consequentemente da toxicologia
forense estd, de certa forma, relacionada com as civilizagoes antigas, uma vez que as
substancias toxicas eram utilizadas para fins medicinais, mas também para envenenamento e
assassinio. Por volta de 1500 a.c., surgiu o papiro de Ebers, que é considerado o documento
escrito mais antigo que contém mais de 800 receitas medicamentosas, plantas venenosas como
cicuta, aconito e oOpio, e também alguns metais pesados, tais como chumbo, cobre e

antimoénio® %7,

Uma das figuras gregas mais marcantes neste ramo da ciéncia, foi Hipocrates (460-370
a.c.), um médico que, para além de mencionar alguns venenos vegetais e alimentares,
acrescentou principios de toxicologia clinica, relativos a biodisponibilidade das substancias na
terapéutica e a sobredosagem' ’. Paralelamente, Dioscérides (40-90 a.c.), classificou os
venenos em vegetais, animais e minerais, sendo esta classificacio ainda atualmente

conveniente’.

Antes do Renascimento, destaca-se uma importante figura, Maimonides (I135-1204

d.c.), na medida em que realizou, um tratado onde incluiu o tratamento do envenenamento
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por cobras, insetos e cies raivosos, o Treatise on poisons and their antidotes”’. & no inicio do
Renascimento evidencia-se, em Italia, o apogeu da arte do envenenamento, principalmente em

contextos politicos’.

No século XVI, Paracelsus (1493-1541), um fisico alquimista, formulou o conceito de
“toxicon”, ou seja, o agente téxico primario, como uma entidade quimica, tendo articulado,

mais formalmente, que o veneno depende da dose®”’.

Embora as civilizagoes Grega, Egipcia, Hindu e Romana tenham deixado valiosos
contributos ao desenvolvimento da toxicologia como ciéncia, apenas no século XIX é que o
campo da toxicologia forense comegou a emergir como uma disciplina distinta. Assim, uma
nova abordagem para o estudo dos efeitos téxicos de quimicos e drogas nos animais foi
desenvolvida por Mathieu Joseph Bonaventure Orfila'. Foi o primeiro toxicologista a utilizar
material de autdpsia e aplicar quimica analitica sistematica a fim de comprovar, cientificamente
e legalmente, o envenenamento, ficando conhecido como o pai da toxicologia forense' 2. Em
1814, publica o livro, Traite des poisons ou Toxicologie Generale (Anexo 1), onde classificou os
venenos em seis classes: corrosivos, adstringentes, acres, estupefacientes/narcoticos,

narcético-acres e sépticos/putrefatos, baseando-se principalmente nos seus efeitos toxicos'.

Na mesma época, surge outra importante figura, o quimico inglés, James Marsh (1794-
1846), com o método de detegao de arsénio, denominado por teste de Marsh, que despoletou
a possibilidade de detecao facilitada de arsénio, dando assim término a “age of arsenic”'. Por
outro lado, em 1856, Otto estabeleceu uma técnica de extragcao de alcaldides em matrizes
bioldgicas, o método de Stas-Otto, que ja tinha sido proposto por Stas em 1851. Em 1874,
Selmi descreveu, pela primeira vez, a ptomaina, ou alcaldides cadavéricos, que sao moléculas
de natureza basica resultantes de processos de decomposigao putrefativa de 6rgaos e liquidos

biolégicos®.

Sucessivamente, também o século XX, ficou marcado pela contribuigao de importantes
figuras no progresso de variados aspetos da toxicologia. O método de Stas-Otto, foi sofrendo
diversas alteragcoes e, no ano de 1905, Autenrieth utiliza o cloroférmio ou uma mistura de
éter e cloroformio, como solventes de extragao, publicando o livro, The Detection of Poisons
and Strong Drugs. Por sua vez, Homburger e Munch (1916) utilizaram o método, modificado

por Autenrieth, para procederem a quantificagdio de morfina em diversos 6rgios'.

Apods a 2° Guerra Mundial verificou-se um maior desenvolvimento na historia da
toxicologia forense devido a formagao das sociedades forenses'. A Academia Americana de

Ciéncias Forenses foi fundada em 1950, por um grupo de cientistas forenses, dedicando-se a
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todas as areas abrangentes das ciéncias forenses, de entre estas a toxicologia. Paralelamente,
1963 foi um ano marcado pela inauguragao da Associagao Internacional de Toxicologistas
Forenses (TIAFT) aquando do Encontro Internacional de Ciéncias Forenses, em Londres. O
primeiro newsletter, foi editado em novembro do mesmo ano pelo Dr. Rieders, e desde o

inicio permaneceu com o nome de Bulletin of the International Association of Forensic Toxicologists’.

Paralelamente, a determinagao do alcool em matrizes bioldgicas iniciou-se em 1906,
dado que Nicloux, nesse mesmo ano, desenvolveu, na Europa, um micro método para a
determinagao do alcool no sangue e em outros tecidos. De notar que o primeiro método
relativo a quantificagao sanguinea de alcool foi elaborado por Bogen em 1927. E, ao longo do
tempo foram surgindo atualizagdes e métodos baseados no alcool, destacando-se alguns, tais
como a cromatografia gasosa em 1960, por Cadman e Johns, e a cromatografia gasosa

headspace em 1971, por Coldwell e seus associados'.

Ao longo do século XX, a toxicologia forense continuou a evoluir e a expandir-se, com
o desenvolvimento de novas técnicas analiticas e a identificagio de novas substancias toxicas.
O aparecimento de instrumentos analiticos sofisticados despoletou mudangas nas
metodologias classicas da ciéncia toxicologica. Em 1930 surgiu a cromatografia em papel, que
rapidamente foi substituida pela cromatografia em camada fina em 1938, e acoplada a
espetrometria de massa em 1977'%. A partir de 1938, apareceu também a cromatografia gasosa
e a cromatografia de alta eficiéncia (HPLC), utilizando novos e mais aperfeicoados detetores

como a espetrofotometria de ultravioleta, de infravermelhos e a difracao de raios-X"'°,

No final dos anos 50, foi desenvolvido por Berson e Yallow o primeiro imunoensaio,
o Radioimunoensaio (RIA), para quantificagao de insulina, e que representa um marco na
historia da aplicagao da metodologia de radionuclideos na biologia e na investigagao e pratica

Tl ~ . ’ . .

médica’’. Desde entao, o aparecimento desta técnica despoletou o crescimento dos
imunoensaios e, assim, surgiram outros métodos, como o Ensaio de Imunoabsorc¢ao
Enzimatica (ELISA) em 1971, a Técnica de Imunoensaio de Multiplicagao Enzimatica (EMIT) em
1972, o Imunoensaio por Fluorescéncia Polarizada (FPIA) em 1981, o Imunoensaio por Doagao

de Enzima Clonada (CEDIA) em 1986, entre outras'> ".
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Figura 3. Representacio esquematica da historia e evolugio da Toxicologia Forense até ao

aparecimento dos imunoensaios.
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A toxicologia e a toxicologia forense, em particular, tém uma historia vasta com varios
desafios e estao em constante evolugao, tanto ao nivel analitico como interpretativo,
especialmente em relagao a um aumento do numero de potenciais drogas de interesse. O
desenvolvimento de técnicas de detegao altamente sensiveis e o tratamento adequado dos
dados permitiram a analise de uma vasta gama de compostos e o estabelecimento dos seus
intervalos toxicologicos, numa variedade de matrizes. Por ultimo, é evidente que o futuro da
toxicologia sera sempre multidisciplinar e utilizara os desenvolvimentos da tecnologia da
informagao, juntamente com a estatistica, a fim de fornecer possiveis solugdes para uma

melhor interpretagio de resultados em beneficio de decisdes médicas ou judiciais'*.

3. Principios e Objetivos da Toxicologia Forense

A Toxicologia Forense (TF) € um ramo da ciéncia que inclui a detegao, identificagao e
isolamento de drogas, medicamentos e outros xenobidticos em espécies biologicas e nao
biologicas, lidando também com a interpretagao de resultados, para fins relacionados com
. . ~ ;. . 15 . ~
investigacoes médico-legais”. Por outras palavras, a TF envolve o estudo e a aplicagao da
toxicologia na lei, uma vez que abrange a andlise de uma panoplia de amostras biologicas

provenientes do ser vivo ou do cadaver em fungio de pardmetros legais'> '°.

Efetivamente, um dos maiores propositos desta area consiste na aplicagao de
interpelagoes de Quimica Analitica, Toxicologia e Farmacologia, e outras vertentes cientificas
e tecnoldgicas, tendo em vista a investigagao de compostos, novos e/ou comuns, de interesse
forense'’. Assim, a TF pode ser dividida em duas componentes: a toxicologia forense post-
mortem (PM) e a ante-mortem (AM). Na toxicologia forense PM, o toxicologista auxilia na
compreensao da cause de morte, através da analise de amostras, podendo ser fluidos e/ou
tecidos obtidos na autépsia médico-legal'®. Na toxicologia forense AM, o profissional tem a
responsabilidade de avaliar e entender as alteragoes do comportamento humano despoletadas
por xenobidticos, englobando os crimes de condugao sob o efeito de drogas e/ou alcool, o

uso de doping no desporto, a monitorizagio do uso de drogas no trabalho, entre outras' '°.

Nesta ciéncia multidisciplinar, os toxicologistas forenses tém de ser altamente
capacitados em quimica analitica e em conhecimentos relativos aos possiveis contactos e
consequentes efeitos toxicos que as substancias podem exercer ao nivel do corpo humano.
Assim, em adigao a boa pratica profissional, todos os métodos analiticos usados nos processos

de detegao, confirmagao e quantificagio devem ser os mais exatos, precisos e especificos
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possiveis, uma vez que s6 assim se podem obter resultados fidedignos que, apds serem

analisados pelo toxicologista forense, tém preponderancia médico-legal'.

4. Imunoensaios em Toxicologia Forense

4.]. Amostras

A TF, como descrito anteriormente, pode atuar em duas componentes, em situagoes
de PM e AM sendo que para cada area, o tipo de amostra depende do objetivo a alcangar, da
sua possibilidade e disponibilidade de colheita, e da tecnologia a utilizar. Para a analise por
imunoensaios, nao sé podemos usar matrizes convencionais, sangue e urina, como matrizes
alternativas, humor vitreo e bilis. Nas autopsias médico-legais, efetuadas na Unidade de
Patologia Forense (UPF) do Servico de Patologia e Clinica Forenses de cada Delegagao e nos
Gabinetes Médico-Legais e Forenses (GMLF) do Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses, I.P. (INMLCF, I.P.), sao normalmente colhidas varias amostras destinadas
as analises toxicologicas. As amostras AM sao na sua maioria amostras de sangue associadas a
fiscalizagdo rodoviaria, sendo colhidas nos varios Hospitais e Centros de Saude autorizados

para o efeito.

A responsabilidade do Servico de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF) do INMLCEF,
I.P. relativamente a cada amostra, inicia-se aquando da entrada das mesmas no Servi¢o, nao
sendo responsavel pela colheita, acondicionamento e transporte adequados. O SQTF é
responsavel pelo fornecimento dos kits, destinados a colheita de amostras no decorrer das
autopsias realizadas pelo INMLCF, I.P. e dos kits destinados as colheitas no ambito da clinica
forense. Os kits sao constituidos por tubos com capacidade de 10 mL e de 30 mL, com fluoreto
de sodio (conservante e anticoagulante do sangue), para que sejam colhidas as amostras
necessarias e/ou possiveis. Por outro lado, relativamente as amostras do ambito do cédigo da
estrada, ha responsabilidades partilhadas: incumbe a Autoridade Nacional de Seguranga
Rodoviaria (ANSR) o fornecimento dos sacos dos kits para que o SQTF os prepare, associando
um tubo de 6 mL com anticoagulante (EDTA) e envie os kits para os Comandos da Policia de
Seguranga Publica (PSP) e GNR (Guarda Nacional Republicana), onde estas Instituicoes ficam
responsaveis pela sua distribui¢io por todo o territorio nacional, de forma a serem usados

nas colheitas hospitalares.

4.1.1. Percurso dentro do SQTF

De acordo com o artigo 6.° da Portaria n.° 19/2013 de 21 de janeiro, referente aos

estatutos do INMLCF, I.P.,, ao SQTF compete assegurar, a nivel nacional, a realizagao de
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pericias e exames laboratoriais quimicos e toxicoldgicos, no ambito das atividades das
Delegagoes e dos GMLF, bem como a solicitagao das autoridades e entidades para o efeito

competentes, ou do presidente do conselho diretivo".

4.1.1.1.  Aceitacao e Rececao das Amostras

Independentemente da proveniéncia, quando as amostras ingressam no SQTF passam
a ser responsabilidade do mesmo. Inicialmente, as amostras recém-chegadas ao SQTF, passam
por uma fase de aceitagao, na qual é preenchido o documento do Auto de Entrada de
Amostras (Anexo 2), que contém informagao da origem, do nimero da bolsa, do transporte,
do portador e do recetor, e respetivas assinaturas. Apos a aceitagao das amostras, segue-se a
rece¢ao das amostras, onde também se verificam os documentos associados (cadeia de
custodia e requisicio de analises). As requisicoes provenientes da patologia, ou seja,
provenientes de autopsias, sao submetidas numa plataforma tendo-se acesso eletronico; as
que sao do ambito da fiscalizagao rodoviaria, encontram-se dentro do proprio kit das amostras.
Nesta mesma etapa, também é conferido e editado o documento do Auto da Cadeia de
Custoddia (Anexo 3), que acompanha as amostras no transporte dos GMLF para o SQTF. Por
fim, na plataforma interna do INMLCF, |.P, o responsavel pela recegao, realiza o
preenchimento de diversos parametros relacionados com as amostras presentes nos Kkits,
como o tipo e a quantidade de amostra(s), e a verificagdo do numero de processo, do nome,
idade, entre outros indicadores necessarios ao processo. Consequentemente, para cada tubo
de amostra rececionado, é gerada uma determinada posicao num suporte, auxiliando na

organizagao interna de amostras do SQTF.

4.1.1.2. Cadeia de Custodia

Todo o tipo de amostras que se inserem no circuito do SQTF, tém de estar
documentadas quanto ao seu percurso até a entrada no Servi¢o, sendo este documento
designado por cadeia de custddia. Depois, ja no SQTF, a sua localizagao e manuseamento sao
sempre registados aquando da realizagao das analises, com o propdsito de nao comprometer
a sua integridade. Esta documentagao é necessaria, na medida em que previne a adulteragao e
vulnerabilidade da amostra em causa. Assim sendo, a cadeia de custodia insere-se em dois
parametros essenciais, o externo e interno ao INMLCF, I.P.. No parametro externo, a cadeia
de custddia consiste na documentagao de responsabilidades por parte de entidades externas
ao INMLCEF, I.P., desde GMLF, Hospitais a transportadoras. Ou seja, estas sao responsaveis
pelas amostras e, até ao ingresso das mesmas no SQTF, essas entidades tém de garantir a

manutengao do seu valor médico-legal. Quanto ao parametro interno, a amostra, assim que é
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recebida no INMLCEF, I.P., passa a ser da total responsabilidade do SQTF, na medida em que,
sempre que um profissional manuseia uma amostra, este processo tem de estar documentado,
assegurando a protegao da mesma. A cadeia de custodia tem a capacidade de responder a
questoes tais como, quem manuseou a amostra, quando foi utilizada, que ciclos de
descongelamento teve e onde é que se encontra. Esta documentagao é importante, uma vez
que o seu procedimento assegura a confidencialidade e ética, onde poderao estar envolvidas
atividades ilicitas’, promovendo um circuito de amostra seguro e, por conseguinte, um bom

funcionamento do servico.

4.1.1.3.  Acondicionamento e Conservacao das Amostras

Aquando da recolha das amostras em contexto de autopsia, estas sao armazenadas em
tubos especificos, consoante o tipo de amostra a transportar. Utilizam-se tubos de colheita
de 10 mL para o sangue periférico, tubos de colheita de 30 mL para sangue cardiaco, urina,
conteudo gastrico, bilis e tecidos. Os médicos legistas tém também ao seu dispor seringas com
capacidade de 2 mL, para colher e armazenar sangue periférico, com o propésito de pesquisa
de produtos muito voléteis, e humor vitreo*?. Por fim, quanto as amostras relativas ao cédigo
da estrada, estas sao colhidas e acondicionadas no interior de tubos de 6 mL. Na Figura 4,
ilustram-se os diferentes tubos e seringa de colheita, e respetivos contentores, pertencentes

ao INMLCEF, I.P., a fim da recolha das amostras pretendidas.

A B C D

Figura 4. Tubos e seringas de colheita, e respetivos contentores usados no INMLCEF, I.P.: (A) Tubo
de colheita de 10 mL e respetivo contentor. (B) Tubo de colheita de 30 mL e respetivo contentor. (C)
Seringa de 2 mL e tubo de colheita. (D) Tubo de colheita de 6 mL.

O servigo é responsavel pela preparagao de trés tipos de kits: o kit A, que apresenta 2
tubos de 30 mL e | de 10 mL; o kit B, com | tubo de 10 mL e 4 de 30 mL, ambos destinados
a patologia forense; e o kit C, direcionado para a clinica forense, com | tubo de 10 mL e outro
de 30 mL. Os kits para colheita AM do cédigo da estrada, tém apenas | tubo de 6 mL em cada.
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De notar que, apos a colheita das amostras necessarias, todos os tubos tém de ser etiquetados,
com informagoes basicas como o niumero do processo, o nome, o tipo de amostra, data e
responsavel pela colheita* . Estas etiquetas devem ser inseridas nos tubos de colheita e nio

nos respetivos contento r‘eszo.

Paralelamente, no que concerne a conservagao das amostras, estas devem dar entrada
no laboratério no minimo intervalo de tempo possivel. Caso nao seja possivel a sua entrega
num espago temporal de 48 horas, as mesmas devem ser congeladas®. Para a conservagao a
curto prazo, as amostras bioldgicas tém de estar refrigeradas entre 2 e 8°C e, a longo prazo,
a -20°C ou, preferencialmente, a -80°C* 2° Excecionalmente, existem amostras,

nomeadamente o cabelo e unhas, que permanecem estaveis a temperatura ambiente®.

4.1.2. Matrizes Convencionais
4.1.2.1.  Sangue

De todas as amostras possiveis, o sangue é a amostra preferencial no que toca a recolha
AM e PM de matrizes para andlises toxicolégicas. Num contexto PM, normalmente é colhido
sangue da cavidade cardiaca e periférico, contudo na sua impossibilidade, pode-se colher
sangue de outra parte do cadaver. Os tubos destinados as amostras de sangue sao previamente
preparados, no SQTF, com uma pequena quantidade de anticoagulante para a obtengao de
uma concentragao final de 1-2% m/v. O anticoagulante atualmente mais utilizado no SQTF é o
fluoreto de sédio e tem o intuito de reduzir a conversao de glucose em etanol, por parte de
microrganismos, da cocaina em éster metilico da ecgonina em situagoes de PM, e reduz
também a perda de alguns ésteres como a 6-acetilmorfina, despoletando assim a nao

adulteracio dos resultados das analises®.

4.1.2.1.1. Sangue da Cavidade Cardiaca

A amostra de sangue cardiaco deve ser aspirada da cavidade direita do coragao, através
de uma seringa com tamanho adequado, apos abertura do saco pericardico e remogao do
pericardio. Contudo, tendo em conta a Redistribuigao Post-mortem (RPM), esta matriz deve
ser utilizada para andlises qualitativas de xenobioticas, evitando as quantitativas, uma vez que
pode haver contaminagao da amostra de sangue cardiaco com conteudo gastrico e/ou com
pequenos pedagos de tecido(s). Por outro lado, o sangue proveniente do coragao é,
geralmente, mais abundante em relagao ao periférico, e os niveis de xenobidticos tendem a
encontrar-se em maiores concentragoes, quando comparado com o sangue nao cardiaco.
Assim, o sangue cardiaco € possivelmente uma das amostras mais heterogéneas que se pode

colher do cadaver, uma vez que pode conter sangue de uma ou mais cavidades cardiacas e
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sangue que é drenado da artéria e veia pulmonar, da veia cava inferior, da artéria aorta e das

veias subclavias* 2.

4.1.2.1.2. Sangue Periférico

O sangue periférico pode ser obtido através da inser¢ao de uma agulha hipodérmica,
e posterior aspiragao, a partir da veia femoral ou subclavia. Este tipo de amostra é
preferencialmente destinado a determinagao de substancias volateis e para a confirmagao e
quantificagao de drogas e substdncias medicamentosas de cariz médico-legal. Ao nivel PM, é
recomendado que a amostra de sangue periférico seja colhida aquando do comego da autopsia,
na medida em que, assim, consegue-se prevenir possiveis contaminagoes, mesmo esta sendo
menos propensa & RPM*. Nas anélises AM utiliza-se uma seringa, de forma a colher 6 mL de
sangue, para preencher totalmente o tubo de amostra, contribuindo para a diminuigao da

perda de compostos volateis, nos ciclos de descongelagao e aquando da abertura do mesmo

no SQTF®.
4.1.2.2. Urina

A urina representa uma das maiores fontes de eliminagdo de xenobioticos, sendo
utilizada tanto em situacées de AM, como de PM®. Durante a autopsia, a amostra de urina
deve ser retirada através de uma agulha hipodérmica limpa, diretamente na bexiga*?*. Quando
disponivel, permite a andlise qualitativa de substancias de interesse médico-legal, dado que a
maior parte dos xenobidticos e dos seus metabolitos se encontram em altas concentragoes
devido a sua acumula¢io na urina, auxiliando assim a sua detecio®. Na auséncia desta amostra
PM, pode-se optar pela lavagem da bexiga com um pequeno volume de 4gua destilada ou soro,
indicando sempre o volume final utilizado®. Por outro lado, a facilidade de anilise da urina
também se deve a auséncia de proteinas séricas, lipidos e outras moléculas de grande peso
molecular, devido ao processo de filtragao glomerular que ocorre nos rins. Porém, num 6bito
rapido devido a uma exposi¢ao a um determinado xenobidtico, este, presumivelmente, nao se
encontrara disponivel na urina, pois nao foi metabolizado para tal, pelo que a janela de detecao
pode variar desde 24 horas até | més. Neste tipo de amostra nao se realizam andlises
quantitativas, uma vez que diversos fatores podem afetar a concentragao da substincia a
analisar, tais como a ingestao de fluidos, o metabolismo, a clearance renal, o pH (bases fracas
como anfetaminas, sao excretadas mais eficientemente na urina acida, enquanto que os acidos
fracos como barbituricos, sao excretados mais eficientemente na urina basica) e o numero de
miccdes em relacio a toma’. Portanto, a identificacio de determinada substincia na urina

apenas confirma o uso da mesma, nao permitindo saber a quantidade ingerida, data da toma
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ou a influéncia no corpo humano, pelo que a amostra de urina ¢ indicada para os métodos

imunoenziméticos devido a sua composicio de 98% de agua®.

4.1.3. Matrizes Alternativas
4.1.3.1. Humor Vitreo

O humor vitreo é uma amostra bioldgica alternativa, apenas disponivel nos casos PM,
que se introduziu nas analises forenses na década de 60'". Usualmente, apenas é de interesse
médico-legal quando as matrizes tradicionais nao estao disponiveis em diversos casos, como
por exemplo, em cadaveres queimados, embalsamados ou em fase avangada de
decomposigio®. O humor vitreo é um hidrogel viscoelastico homogéneo que se localiza no
interior do globo ocular, entre a lente cristalina e a retina, e que preenche o nucleo do olho,

conferindo a manutengao da sua forma (Fig. 5)%".

Sclera
Cornea

Pupil A
Vitreous Humor e leme

Aqueous Humor

Iris Retina

Ciliary body Choroid

Figura 5. Anatomia ocular?!.

A

E composto por cerca de 98% de agua, contendo também fibras de colagénio (proteina
estrutural mais abundante), glicoproteinas, eletrdlitos, lipidos, glicosaminoglicanos
(predominantemente o acido hialurénico), entre outras substincias® ' 2" 2, A amostra de
humor vitreo é obtida através da insergao de uma seringa de 5/10 mL, no canto exterior entre
a palpebra superior e inferior, até a ponta se posicionar centrada no globo ocular e posterior
aspiracio delicada*. O humor vitreo constitui 80% do olho e com uma execucio adequada da
técnica, num adulto é possivel extrair 2 a 3 mL de cada globo ocular e cerca de | mL num
, .14 20 . ~ .
recém-nascido” ©. Tendo em conta a sua localizagao, o humor vitreo tem uma menor
probabilidade de contaminagao, uma vez que apresenta um numero reduzido de células e a
supressao de vasos sanguineos, ainda que as bactérias presentes nos diversos microbiomas,
. . . , 4 .
internos e externos ao corpo humano, infetem os tecidos e fluidos em redor®. Este facto foi
comprovado no estudo de Harper em que nao se encontraram quantidades significativas de

bactérias ou fungos em 5| amostras de humor vitreo, mas, em contrapartida, revelou-se uma
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alta variedade de microorganismos em 32 amostras de sangue PM?. Por outro lado, o humor

vitreo apresenta uma reduzida atividade enzimatica e é desprovido de esterases que degradam

substancias como a cocaina, heroina e 6-acetilmorfina, contribuindo para a estabilidade dos
24 , . ~ . ~ ..

seus compostos”. Porém, esta matriz nao € ideal para a dete¢ao de canabindides, uma vez

que, de acordo com o estudo de Saenz e seus colaboradores, o tetrahidrocanabinol (THC) e

o hidroxi-tetrahidrocanabinol (THCOOH), foram detetados no sangue e/ou na urina e nao

no humor vitreo, devido a sua grande afinidade proteica®.

4.1.3.2.  Bilis

A bilis é um fluido amarelo-esverdeado complexo, que inicia o seu percurso nos
hepatocitos. Este fluido, denominado de bilis hepatica, abandona os hepatocitos, células do
figado, para os canaliculos biliares, que sao drenados em ductos, pelo que esta arvore biliar se
congrega no ducto hepatico comum. Por sua vez, este ducto divide-se no ducto biliar comum
e no ducto cistico, que transporta bilis para o duodeno e que abastece a vesicula biliar,
respetivamente. A bilis é constituida maioritariamente por agua (cerca de 95%), encontrando-
se alguns compostos em solugao ou suspensao, tais como sais e pigmentos biliares, eletrdlitos,
fosfolipidos, colesterol e proteinas®. Fisiologicamente, esta matriz, ligeiramente alcalina,”’ é
libertada da vesicula biliar devido a estimulos neuronais e hormonais (pela colecistocinina)
aquando da ingestao alimentar, deslocando-se, através de contragoes musculares, para o
intestino, facilitando a absorcio de lipidos e de substincias lipofilicas®. Por outro lado, fora
dos momentos prandiais, a bilis permanece armazenada na vesicula biliar, sofrendo
modificagoes devido a reabsorgao de agua, eletrolitos e outros componentes, pelo que a sua
concentragio é 5 a 20 vezes superior relativamente a bilis hepatica® *®. Esta matriz alternativa
corresponde a um reservatorio e arquivo de diversos xenobioticos e seus metabolitos, que
sao submetidos a excregao biliar e a circulagao entero-hepatica. A bilis vai da vesicula biliar
para o intestino e, neste orgao, os xenobidticos podem sofrer reabsorgao e entrar,
novamente, na circulagao sistémica através da veia hepatica ou entao podem também regressar
a bilis (circulagao entero-hepatica), exponenciando a concentragao e o tempo de detegao dos
mesmos”’. Paralelamente, a bilis pode ser classificada como uma amostra alternativa valida, na
medida em que a colheita € um processo simples e obtém-se na maioria dos casos um volume
consideravel. Apresenta uma ampla janela de detecao comparativamente com o sangue e altas
concentragdes de xenobidticos e respetivos metabolitos®. Assim sendo, o ricio de
concentragoes, bilis-sangue, de drogas e medicamentos, permite depreender que as
concentragoes na bilis e no sangue nao estao correlacionadas, devendo-se a fatores fisiologicos

e farmacologicos, como a variabilidade da composigao da bilis, as propriedades fisico-quimicas
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dos xenobidticos e a circulagao entero-hepatica; e a fatores patoldgicos, como o intervalo PM,
a RPM e as mudancas PM da bilis e do sangue®”. Contudo, devido as concentragdes de
xenobioticos usualmente mais altas, relativamente ao sangue, a amostra de bilis, aquando da
A . . , . ope . . . 4,29 . .
auséncia de urina, é preferencialmente utilizada em ensaios qualitativos™“". Por fim, a colheita
da bilis deve ser feita diretamente na vesicula biliar através de uma seringa hipodérmica ou de
um corte na mesma e posterior compressao para o recipiente de armazenamento, no caso de

se encontrar num estado mais viscoso® 2%,

4.1.4. Outras Amostras

Relativamente aos diferentes tipos de imunoensaios, desde a sua génese, tém sido
analisadas diferentes tipos de amostras, na medida em que por vezes as amostras disponiveis,
tanto AM como PM, podem ser limitadas, mas a resposta da TF deve ser sempre o mais
completa e racional possivel. Especificamente por ELISA, podem ser analisadas algumas
matrizes alternativas, tais como o soro, suor, meconio e c'>rgios3°. Através da técnica RIA, ja
se testou o fluido oral, suor, fluido menstrual, conteido gastrico, sémen, mecoénio, figado,
bago, cabelo e unhas. Ja com a técnica EMIT, conseguiu-se testar saliva, leite materno, meconio,
figado, rim e cérebro®. Para serem analisados, as visceras e o cabelo necessitam de ser
tratadas. Quanto as visceras procede-se a sua destruicao por ultrassons, adicionando agua
destilada ou um tampao adequado. Adiante, executa-se uma centrifugagao do extrato
resultante desse processo, utilizando-se o sobrenadante para a anilise. Por outro lado, o
cabelo necessita de sofrer um passo de descontaminagao, através da sua lavagem com champo
ou um fluido adequado, sendo posteriormente digerido com acidos e o liquido resultante é

utilizado para andlise.

4.2. Teécnicas Analiticas de Imunoensaios
4.2.1. Introducao e Contextualizacao Forense

Os imunoensaios sao ensaios bioanaliticos baseados na interagao entre antigénios e
anticorpos, na medida em que a verificagao da presenca do analito é baseada na reagao que se
sucede entre os antigénios e anticorpos®. Estes tipos de metodologias surgiram no inicio da
década de 70 e, a sua introdugao no ramo da toxicologia forense, despoletou um aumento da
rapidez e eficacia na identificagao de certas classes de drogas presentes em fluidos biologicos
ou outras matrizes. Nesses casos especificamente, os imunoensaios sao usados como métodos
de screening, ou seja, qualitativos, na medida em que apenas detetam a presenga de um

determinado grupo de drogas de abuso®"*2. Contudo, também podem ter a finalidade, através
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da analise semiquantitativa, de auxiliar na monitorizagao da terapéutica medicamentosa (TDM),
tendo-se tornado a sua técnica de eleicio® **. Assim sendo, os Imunoensaios podem ser
distinguidos em dois grupos, os homogéneos e os heterogéneos. Nos Imunoensaios
homogéneos nao é requerida a separagao do conjugado anticorpo-antigénio e do antigénio
livre, antes da medi¢do®™. E, para além desta propriedade, estes sio mais propensos a
automatizagao total e, consequentemente, apresentam com maior rapidez os resultados.
Nesta classe estao incluidos o Enzyme Immunoassay (EIA), que engloba a Enzyme Multiplied
Immunoassay Technique (EMIT) e o Cloned Enzyme Donor Immunoassay (CEDIA), o Fluorescent
Polarization Immunoassay (FPIA), e o Kinetic Interation of Microparticles in Solution (KIMS)*'. Por
outro lado, nos imunoensaios heterogéneos é necessaria a separagao dos antigénios ligados e
dos livres, antes da medicao do sinal, ou seja, requer pelo menos uma etapa de lavagem. Este
grupo de ensaios, considerados os mais especificos e sensiveis, nao é tao suscetivel a
interferéncias de matriz, havendo uma maior versatilidade na utilizacao de outras matrizes

31133 Assim sendo,

para a realizagao destes ensaios, em relagao a urina, que é a matriz base
fazem parte deste grupo o Radiolmmunoassay (RIA), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) e Biochip Array Technology (BAT)®'. Na tabela seguinte apresentam-se sistematizados

os Imunoensaios mais comuns na pratica analitica da TF.

Tabela 4. Imunoensaios mais usados na Toxicologia Forense.

IMUNOENSAIOS
Homogéneos Heterogéneos
> EIA > ELISA
EMIT > BAT
CEDIA > RIA
> FPIA
> KIMS

Por fim, os imunoensaios apresentam baixos limites de deteg¢ao de substincias,
obtendo-se rapidamente os resultados destinados as finalidades previamente estabelecidas e,
de uma forma geral, sem a necessidade de se proceder a etapa de extragio prévia®. Desta
forma, especificamente nas andlises de TF, consegue-se realizar o screening de um elevado
nimero de amostras a0 mesmo tempo para o mesmo grupo de substincias®'. Porém, devido
ao facto da sua baixa especificidade, os resultados obtidos podem ser, por vezes, questionaveis,
sendo necessaria a confirmagao dos resultados positivos através de métodos analiticos mais

especificos e sensiveis, como GC-MS e LC-MS>3"3,
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4.2.2. ELISA

O Enzyme-linked Immunosorbent Assay € um ensaio imunologico que, na atualidade, é
adotado por diversas ciéncias, estando a TF integrada nessa panoplia de aplicagoes. Este
método é o mais usado, comparativamente aos restantes imunoensaios, apresentando varias
vantagens, como ser semiautomatico (p.e. pipetagem e lavagem), reduzidas interferéncias de
matriz, boa sensibilidade e alcance, mas também algumas desvantagens, tais como maiores
custos, etapas mais prolongadas e momento da adigdo de alguns reagentes mais rigoroso’. A
técnica ELISA consiste na interagao antigénio-anticorpo, e utiliza como marcador uma enzima
acoplada ao antigénio especifico do anticorpo®. Existem diversos testes derivados deste
imunoensaio, tais como o ELISA direto, indireto, em sandwich e competitivo. Na toxicologia
forense, o mais utilizado é método competitivo, que consiste na competicao pela ligagao ao
anticorpo especifico, fixado nos pogos da placa, entre o antigénio do xenobidtico presente na
amostra e o conjugado, que consiste no antigénio, especifico da substancia a ser analisada,

acoplado a uma enzima’.

4.2.3. RIA

Para além do ELISA, a nivel mundial, sao utilizadas outras técnicas de imunoensaios,
como por exemplo o Radioimunoensaio (RIA), tendo sido o primeiro método a surgir’'. O
Radioimunoensaio consiste num método heterogéneo que envolve a competicao, para a
ligacao ao anticorpo fixado no tubo, entre um antigénio conjugado com um radioisétopo e o
antigénio correspondente do xenobiético presente na amostra (Fig. 6)’"*. O radioisétopo
desempenha um papel fundamental para obtencao dos resultados, pelo que o mais recorrente
para este ensaio é o lodo-125 ('*l), sendo necessario um contador de radiacio gama para
medir a reatividade presente em cada tubo. Assim, quanto menor for a radiagao medida, maior
€ a concentragao do xenobidtico presente na amostra. De notar que, € uma técnica que
requer um passo simples de lavagem, a fim da separagao da fragao livre da acoplada, e assim,
permitir a quantificagio desta ultima’. Contudo, o RIA apresenta algumas limitagdes maiores,
em comparagao com outros imunoensaios, tais como a utilizagao de material radioativo que,
por si sO, requer condi¢coes laboratoriais especiais, na medida em que é arduo o seu
manuseamento, armazenamento e disponibilidade®'. Acarreta também custos elevados, perigo
na sua utilizagao e o tempo de semivida do radioisotopo, que corresponde ao seu “tempo de

5 31

prateleira”, é curto, aproximando-se dos 60 dias™ °'. Assim sendo, devido as limitagoes

explanadas anteriormente, esta técnica nio é das mais utilizadas nos tempos que correm’.
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* = Radiolabeled antigen

* (. = Unlabeled antigen in sample
+ + [] =—= .

= Antibody bound to tube

AAAAA

Figura 6. llustracao do principio de Radioimunoensaio (Adaptado de?!).
42.4. EMIT

A EMIT foi o primeiro imunoensaio homogéneo a ser produzido e é bastante usado
laboratorialmente, tanto em contexto clinico, como em contexto forense, uma vez que é uma
técnica relativamente simples, precisa e especifica® *. Esta técnica baseia-se na competicio
entre o xenobiodtico, presente na amostra, € o xenobidtico conjugado com uma enzima,
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), para a ligagao aos anticorpos. Também é necessaria
a adicao de nicotinamida adenina dinucledsido fosfato (NADPH), uma vez que a G6PD
bacteriana usa, como coenzima, a nicotinamida adenina dinucleésido (NAD). Assim, com a
reagao enzimatica ha produgao de gluconolactona-6-fosfato, acompanhada pela reducao de
NAD" a NADH, podendo esta ser monitorizada a 340 nm. Consequentemente, se o
xenobiotico se ligar ao anticorpo, a atividade da enzima vai ser inibida e esta ira interagir com
o substrato (Fig. 7). Portanto, sendo a atividade da enzima equivalente a absorvancia, esta é
diretamente proporcional A concentragio de xenobiético presente na amostra testada’. O
EMIT, para além da propriedade qualitativa valiosa para identificagao de overdoses de diversas
drogas e medicamentos, pode providenciar um quadro quantitativo ou de monitorizagao na
parte da clinica, na medida em que é uma técnica ideal para os pacientes de terapia prolongada,
particularmente em situagoes de reajuste da dose de certas substancias medicamentosas. Por
ultimo, o EMIT é uma técnica segura de andlise que confere um rapido screening de drogas de

abuso e uma quantificagio de diversas drogas e medicamentos®.
NAD*

‘ ‘ NADH

N\ 2 ‘ > | X
N \(# + + +GI cose-6-phosphate ———p Q) 7 »
B u i S\ + + Gluconolactone-6-phosphate

. ¢
W N

Antibody Xenobiotic labeled with enzyme (bacterial ~ Xenobiotic
anti- xenobiotic glucose-6-phosphate dehydrogenase)

Figura 7. llustragao do principio da Técnica de Imunoensaio de Multiplicagao Enzimaticas.
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4.2.5. CEDIA

O CEDIA, foi descrito em 1986 como uma novidade relativamente aos imunoensaios
homogéneos e é baseado numa tecnologia de DNA recombinante®. Esta técnica assenta no
principio da complementaridade entre dois fragmentos inativos da enzima [-galactosidade,
provenientes da Escherichia coli, geneticamente modificados®. Sio eles, o dador de enzima
(ED), que é o fragmento com menores dimensdes que esta conjugado com o xenobidtico
especifico para o anticorpo fixado, e o aceitador de enzima (EA), que, aproximadamente,
representa 95% da totalidade da enzima. Assim, apos a introdugao da amostra a analisar, havera
competigao com o ED para os mesmos locais de ligagdo do anticorpo’. Portanto, quanto maior
for a quantidade de xenobidtico presente na amostra, menor vai ser a quantidade de conjugado
que se acopla ao anticorpo, despoletando uma uniao entre os fragmentos ED e EA, ou seja,
uma maior atividade enzimatica, podendo esta ser monitorizada a 570 nm por
espetrofotometria® *. Subsequentemente, com a adicio do substrato, a enzima produz o
clorofenol B-D-galactopiranosideo vermelho, que posteriormente, é hidrolisado, também pela

5; 31

enzima, a clorofenol vermelho (Fig. 8)°". Assim, a taxa de formagao desse produto é tanto

maior, quanto maior for a taxa de xenobidtico e, por isso, a absorvancia do produto final é

diretamente proporcional a quantidade de xenobidtico presente na amostra®*"*,

oo Y - + Substrate .

eet y * “ LA . ?v*' + Product
Free Ab  ED-Drug EA Drug-Ab Active

Drug Conjugate Conjugate Enzyme

Figura 8. llustragao do principio de Imunoensaio por Doagao de Enzima Clonada3®.

4.2.6. BAT

A técnica considerada mais emergente, atualmente, € a Biochip Array Technology (BAT),
que surgiu em 1992, pela RANDOX®, que investiu com a finalidade de revolucionar as anlises
laboratoriais, providenciando informagao analitica mais abrangente e eficientemente. Esta
tecnologia abrange multiplas areas, uma vez que pode atuar ao nivel de laboratoérios clinicos,
hospitalares, veterinarios, de investigagao, e de toxicologia clinica e forense. A BAT consiste
num método de testagem multi-analitica, que permite a detegao qualitativa e quantitativa de
uma grande abrangéncia de analitos presentes em apenas uma amostra. E composta por
biochips de 9x9 mm (Anexo 4), que representam a fase solida e que, por outras palavras, sao

os locais onde ocorre a reagao. Em cada biochip esta presente uma amostra a analisar, sendo
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que o equipamento consegue analisar 49 simultaneamente’’. Os mesmos sio introduzidos

numa placa, com o intuito de serem conduzidos por uma rota, esta que abrange a adigao das

amostras e reagentes, incubacio, lavagem, detecio de sinal e captura de imagem®®. Ou seja, o

passo de detegao do BAT assenta num sinal de quimiluminescéncia, que apenas emite luz,

resultante da reacio ocorrida em cada biochip®. Posteriormente, na detecio e quantificacio

deste sinal é usado um dispositivo de carga acoplada (CCD), que grava a luz que é emitida

(Anexo 5)* *. Paralelamente, entre todos os ensaios disponiveis neste equipamento,

destacam-se os imunoensaios, como o ELISA competitivo e em sandwich (Fig. 9)*’. Por fim, os

ensaios relativos a esta tecnologia sao totalmente automatizados, sendo necessaria uma

reduzida intervengao do operador, apenas na introducao das instrugoes no equipamento, das

amostras e reagentes, e das placas™.

Enzyme labelled —_—
antibody (conjugate)

Discrete
test regions

‘ . 44— Analytein

5. Servico de Quimica e Toxicologia Forenses da Delegacao do

Antibody bound to
biochip surface

Biochip

Figura 9. llustragao do principio de ELISA em sandwich pelo BAT?7.

Centro do INMLCEF, I.P.

5.1.  Equipamento do SQTF

A técnica usada a nivel nacional para triagem de drogas de abuso (opiaceos, metabolitos

da cocaina, canabindides, anfetaminas e metanfetaminas) e medicamentos (benzodiazepinas),

no SQTF, é o ELISA competitivo, recorrendo ao EVOLIS™ TWIN PLUS SYSTEM (Anexo 6), um

analisador automatico com capacidade de realizar as pipetagens das amostras e das solugoes

necessarias, a incubacao e a leitura otica.
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5.1.1. Kits analiticos

Ao equipamento sao associados os kits da OraSure Technologies, Inc. dos testes
indicados, que incluem as placas de poliestireno (Anexo 7), compostas por 96 pogos, que
correspondem aos locais onde ocorre a reagao imunologica. Em cada pogo estao fixados
anticorpos especificos para o grupo das substancias a ser testado. Isto é possivel, na medida
em que ¢é adicionada, a solugao de anticorpos purificados, uma solugao-tampao de bicarbonato,
de pH 9, seguida de uma incubagao, uma lavagem e, por fim, uma secagem, despoletando a

fixagio dos anticorpos ao pogo®.
5.1.1.1.  Opiaceos

Os opiaceos sao constituidos por analgésicos narcoticos naturais, que derivam do latex
presente na planta Papaver somniferum e, através da obtengdo do exsudato do mesmo,
conseguem-se obter diversos alcaldides, como a codeina, morfina, papaverina e noscapina, que
se incluem na sua composi¢ao. A morfina é o principal alcaldide do 6pio e a partir desta,
sintetizou-se a heroina, através de uma dupla acetilagao, que, inicialmente esteve disponivel no
mercado para fins terapéuticos, mas que rapidamente foi retirada devido a dependéncia que
induzia. Através de processos metabdlicos alguns opiaceos podem-se transformar em morfina,
como € o caso da heroina (diacetilmorfina) que, quando é desacetilada, é convertida a 6-
monoacetilmorfina, metabolito este que pode ser detetado e inferido para o uso de heroina.
Outro opiaceo, bastante usado, é a codeina que € um componente natural do opio, mas
também pode ser sintetizado através de morfina. A codeina, devido a processos de
metabolizagao, € transformada em morfina e norcodeina, pelo que, trés dias apos o consumo,
apenas a morfina pode ser detetada. Isto pode constituir implicagoes ao nivel da triagem, uma
vez que, através da detecao isolada de morfina, pode-se depreender a utilizagao de heroina.
Assim, na auséncia do metabolito, 6-monoacetilmorfina, a presenca de morfina e codeina,
tanto pode ser considerada como uso terapéutico de codeina, como consumo ilicito de

heroina. Os opiaceos e seus metabolitos, acima referidos, estio ilustrados no anexo 8%.

Efetivamente, para se proceder ao ensaio ELISA de triagem de opiiceos usa-se a
morfina, como substancia de preparagao de controlos e calibradores. A concentragao cut-off,
é de 50 ng/mL, sendo esta a concentragio fixada a partir da qual os resultados sio positivos™.
Por outro lado, os anticorpos fixados nos pocos sao também especificos da morfina, pelo que
apresentam reatividade cruzada com substancias de estrutura semelhante, como a 6-
acetilcodeina, codeina, dihidrocodeina, hidrocodona, entre outras®“. Assim sendo, devido a

reatividade cruzada, todos os resultados positivos devem, obrigatoriamente, ser confirmados
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por um método mais especifico e capaz de apresentar informagoes a cerca da estrutura

molecular da substincia em causa, como a GC-MS e a LC-MS®.

5.1.1.2. Cocaina

A cocaina é um alcaléide proveniente da extragao de uma espécie vegetal, Erythroxylon
coca, sendo uma droga psicotropica utilizada ha mais de 2000 anos e, atualmente, apresenta-
se limitada a anestésico local, por exemplo, em oftalmologia. Quimicamente, a
metilbenzoilecgonina (cocaina) corresponde a um éster do acido benzdico e da metilecgonina,
pelo que é sintetizada a partir da ecgonina, na presenga de metanol e acido benzdico, apos
hidrélise dos ésteres presentes nos alcaléides extraidos da planta*'. A cocaina sofre uma rapida
metabolizagao através da hidrélise das suas ligagoes éster, dando origem a benzoilecgonina e

ao éster metilico da ecgonina® *.

A benzoilecgonina é o principal produto desta
biotransformagao, produzida através de uma hidrolise espontanea, a um pH fisioldgico, ou
através da acdao das carboxilesterases. Relativamente ao éster metilico da ecgonina, este
metabolito é formado pela hidrolise do grupo benzoato da metilbenzoilecgonina, esta
catalisada por carboxiesterases e pseudocolinesterases. Consequentemente, ambos os
metabolitos, a benzoilecgonina e o éster metilico da ecgonina, posteriormente originam a
ecgonina®. Apenas 5% da metilbenzoilecgonina sofre N-desmetilagio através das enzimas do
citocromo P-450 hepatico, dando origem ao metabolito, norcocaina, responsavel por

* 4 Por outro lado, a formagio de cocaetileno, resulta da ingestio

hepatotoxicidade
simultanea de cocaina e bebidas alcodlicas, sendo entao um marcador para esse tipo de
consumo®'. Assim sendo, entre 64 e 69% de cocaina pode ser eliminada na urina através de
filtracao simples, até trés dias apos a administragao, sendo esta a principal via de eliminagao
desta droga de abuso. Pode ser eliminada na sua forma inalterada (1-9%), em benzoilecgonina
(35-54%) e em éster metilico da ecgonina (32-49%)***'. No sangue é considerado um periodo
de detegao entre 4 a 12 horas, pelo que a sua conservagao a temperaturas baixas e na presenga

de fluoreto de sédio, consegue-se reduzir a velocidade de degradagio da cocaina®. No anexo

9 esta ilustrado o mecanismo da cocaina.

Efetivamente, para a realizagao da triagem relativamente a presenga de cocaina nas
amostras, no EVOLIS, usa-se a benzoilecgonina, como substancia de preparagao de controlos
e calibradores, com uma concentragao cut-off de 50 ng/mL*. Na microplaca, todos os pogos,
relativos a testagem de cocaina, contém fixados anticorpos especificos para a benzoilecgonina,
apresentando também reatividade cruzada com substancias estruturalmente semelhantes,
como por exemplo, a cocaina, cocaetileno, entre outras*’ “2. Por este motivo, todos os

resultados positivos tém de ser, obrigatoriamente, confirmados por CG-MS ou LC-MS*'.
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5.1.1.3. Canabindides

Os canabinoides sao drogas ilicitas, obtidas a partir da planta Cannabis sativa, sendo
consideradas as mais produzidas, traficadas e consumidas por todo o mundo®**. A Cannabis
€ constituida por cerca de 42| compostos quimicos, 61 dos quais correspondem a
canabinéides®. Efetivamente, o A-9-tetrahidrocanabinol (THC), é o principal canabindide que
exerce efeitos psicoativos, podendo este ser encontrado nas flores, folhas e resina da planta®.
Outro constituinte é o canabidiol (CBD), que é caracterizado por ser um canabindide, que
praticamente carece de propriedades psicoativas, devido ao facto de apresentarem baixa
afinidade para os recetores CB| e CB2. Estes recetores sao responsaveis pela interagao com
os canabinodides a fim de despoletarem o seu efeito. Assim, devido ao facto de se tratar de
uma substancia nao psicoativa, o CBD foi incluido em estudos clinicos com possiveis efeitos
terapéuticos e, por isso nao se inclui a sua detecio no screening de drogas de abuso®. O A-9-
THC é maioritariamente metabolizado no figado, primeiramente, por enzimas hepaticas do
citocromo P450, que originam um composto hidroxilado, o | |-hidro-A-9-tetrahidrocanabinol
(THC-OH), apresentando uma atividade farmacolodgica e poténcia semelhantes ao metabolito
inicial®* ®. Posteriormente, este metabolito, por oxidagio, origina o composto carboxilico
inativo, | |-nor-9-carboxi-A-9-tetrahidrocanabinol (THC-COOH), podendo ainda sofrer
conjugacao e produzir o seu glucorono-conjugado. Ao nivel da eliminagao dos canabinodides,
menos de 1% de A-9-THC inalterado é excretado na urina, e na forma de metabolitos em
cerca de 68% nas fezes e 13% na urina®*. Cerca de 70% do total de uma dose consegue ser
eliminado em 72 horas, sendo que entre 80 e 90% pode ser excretado em 5 dias, na forma de
metabolitos hidroxilados e carboxilados. Contudo, a vida média de metabolitos inativos

corresponde a 7 dias, tendo uma persisténcia de 30 dias no organismo®*.

Efetivamente, utiliza-se o metabolito carboxilado, o THC-COOH, como substancia de
preparacio de calibradores e controlos, com uma concentragio cut-off de 50 ng/mL®. Os
anticorpos fixados nos pocos sao especificos do THC, mas apresentam reatividade cruzada
com substancias de estrutura semelhante, como o THC-OH, THC-COOH, entre outros,
sendo entao necessaria a confirmagao, por GC-MS ou LC-MS, de todos os resultados

positivos* *,

5.1.1.4. Anfetaminas

Os derivados anfetaminicos integram o segundo grupo, de drogas de abuso mais
consumidas em contexto mundial. Entre todos os derivados podemos destacar a anfetamina,

a metanfetamina, a 3,4-metilenodiximetanfetamina (MDMA) e o metilfenidato, apresentando a
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estrutura base da molécula de feniletilamina (Anexo 10). As anfetaminas sao bases fracas que
se caracterizam por um elevado volume de distribuicao e uma reduzida ligagao as proteinas
plasmaticas. O tempo de semivida pode variar entre 6 e 12 horas, dado que a excregao renal
e hepatica, exponenciam a sua metabolizagao. De facto, as anfetaminas sao metabolizadas,
fundamentalmente, pela via hepatica através das enzimas do citocromo P450, dependendo
sempre do derivado anfetaminico em causa. Relativamente as vias metabdlicas da anfetamina,
esta pode ser transformada pela desaminagao por agao da CYP2C, por hidroxilagao aromatica
via CYP2D6, e também por uma hidroxilagao alifatica, sendo esta ultima a menos recorrente.
Sabe-se que, ao fim de 24 horas, entre 35 e 44% da anfetamina pode ser excretada na urina®.
Esta substancia encontra-se disponivel na forma de dois tipos de isomeros, D e L, sendo que
o isdomero D, comparativamente com o L, desempenha cerca de trés a quatro vezes uma
maior atividade no Sistema Nervoso Central (SNC). Por outro lado, a 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA) pode derivar da anfetamina, sendo também um composto

estimulante do SNC, podendo ser alucinogénio quando administrado em elevadas doses™.

Efetivamente, a fim de se realizar a triagem de anfetaminas, usa-se como substancia de
preparagao de controlos e calibradores, a D-Anfetamina, com uma concentragao cut-off de
100 ng/mL*. As microplacas, a inserir no EVOLIS, contém anticorpos especificos da anfetamina,
apresentando reatividade cruzada com substancias de estrutura semelhante, tais como, a
feniletilamina, a MDA e a parametoxianfetamina® *. Assim, todos os resultados positivos

devem ser, obrigatoriamente, confirmados por outro método mais especifico, como a GC-MS

ou a LC-MS*.

5.1.1.5. Metanfetaminas

A metanfetamina, tal como a anfetamina, € um derivado anfetaminico em que o seu
abuso provoca problemas a nivel comportamentais e, quando comparada a anfetamina, esta
apresenta uma agao mais duradoura, despoletando também uma maior toxicidade ao nivel do
SNC**, Este composto apresenta também dois isomeros, o D e o L, sendo ambos relevantes
na analise toxicolégica®. O isdémero D é preferencialmente utilizado, pois é responsavel pelos
efeitos pretendidos pelos seus consumidores, na medida em que os efeitos gerados pela L-
metanfetamina tém menor duragio® *®. Porém, a D-metanfetamina exibe um reduzido tempo
de semivida e uma metabolizacio mais extensa*®. Por outro lado, uma das substincias
derivadas da anfetamina, que apresenta maior utilizagdo para fins recreativos é a 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA)*. A semelhanca da anfetamina, a metabolizacio da

metanfetamina inicia-se devido a atividade do citocromo P450, especificamente da CYP2Dé6 e
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da CYP3A4, estimando-se que 50% seja excretado na forma inalterada pela urina, 15% sob 4-

hidroximetanfetamina e 10% como anfetamina®* *,

Efetivamente, é utilizado, como substancia para preparagio de controlos e
calibradores, a D-Metanfetamina, com uma concentragao cut-off de 100 ng/mL47. Os anticorpos
fixados na microplaca sao especificos para a metanfetamina, podendo ocorrer fenébmenos de
reatividade cruzada com substincias estruturalmente semelhantes, tais como MDMA,

47, 49

metildietanolamina (MDEA) e parametoximetanfetamina (PMMA) Sendo assim, ¢é

necessaria a confirmagio de todos os casos positivos por GC-MS ou LC-MSY,

5.1.1.6.  Benzodiazepinas

As benzodiazepinas consistem em substincias depressoras do SNC e incluem-se no
grupo farmacologico dos ansioliticos e hipnéticos, podendo também ser consideradas como
anestésicos e anticonvulsivantes®. Sio farmacos que, na generalidade, apresentam uma alta
lipossolubilidade e, devido a este motivo, atravessam as barreiras bioldgicas por difusao
simples, facilitando a redistribuigdo do firmaco e exponenciando a sua duragido de agio™.
Consequentemente, as benzodiazepinas podem provocar tolerancia e dependéncia, fisica e
psiquica, sendo as de menor duragio de agio as causadoras de maior dependéncia®. Estes
farmacos podem induzir sonoléncia e incoordenagao motora, entre outros efeitos, mas
raramente provocam perda de consciéncia, depressao respiratéria aguda e anestesia.
Contudo, a associagao de benzodiazepinas a outros depressores do SNC e dlcool, pode

3 30 Relativamente a

despoletar acontecimentos fatais devido a potenciacio de efeitos
metabolizagao das benzodiazepinas, pode-se inferir que a etapa final da biotransformagao
corresponde a reagoes de conjugagao por glucuronidagao, para a formagao de um metabolito
inativo®'. Algumas apenas necessitam desta Ultima etapa, tais como o oxazepam e o lorazepam,
mas por outro lado, a maior parte das benzodiazepinas sao hepaticamente metabolizadas
através de uma oxidagao ou desmetilagao, para formarem metabolitos intermédios, onde a

maioria sao ativos, e por fim sofrerem conjugagio por glucoronidagao®®*'.

Efetivamente, com o intuito de se realizar a triagem de benzodiazepinas, utiliza-se o
nordiazepam como substincia para preparagio de controlos e calibradores com uma
concentragao cut-off de 10 ng/mL5°. As microplacas devem conter, fixados nos pogos,
anticorpos especificos do nordiazepam, ocorrendo reatividade cruzada com substancias de
estrutura semelhante, tais como alprazolam, diazepam, estazolam, prazepam, entre outras®® %2,

Assim sendo, é obrigatorio a confirmagao, por GC-MS ou LC-MS, dos resultados positivos

provenientes deste screening™.
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5.1.2. Preparagao de amostras e solugoes

Antecedendo a andlise instrumental de todas as amostras, € necessaria a preparagao
das mesmas, do controlo baixo e alto, dos calibradores cut-off, do calibrador negativo, das
amostras brancas e do branco de reagentes. A excecio das amostras, as solucdes sio
preparadas em sangue branco, cedido ao INMLCEF, I.P., pelo Instituto Portugués do Sangue e
Transplantagao (IPST), tendo sido testadas e obtidos resultados negativos para opiaceos,
cocaina, canabinodides, anfetaminas, metanfetaminas e benzodiazepinas. Assim sendo, o
controlo baixo consiste numa amostra de sangue branco fortificado com as solugdes de
referéncia de cada grupo de substancias a testar, a uma concentragao mais reduzida, enquanto
que o controlo alto é preparado a uma concentragao superior. Os calibradores cut-off, de cada
grupo de substancias a testar, equivalem a sangue branco fortificado com a solugao de
referéncia especifica para cada analito, a uma determinada concentragao, e a sua utilidade
reflete-se no estabelecimento da absorvancia de referéncia para determinar a positividade de
cada amostra. O calibrador negativo e as duas amostras brancas constam apenas de sangue
branco, servindo para avaliar o efeito matriz, ou seja, a influéncia que a matriz pode exercer
sobre a obtencao de resultados. Relativamente as amostras a serem analisadas, estas sao
diluidas, numa proporgao de |:4, com um diluente forense, tendo o propdsito de se tornarem
mais liquidas. O branco de reagentes é composto apenas por diluente forense e tem a
finalidade de confirmar que nao interfere com os componentes presentes nas amostras. Assim,
o diluente forense confere a diluicao de todas as amostras acima descritas, a excecao do
branco de reagentes, tentando minimizar possiveis interferéncias no equipamento e

contribuindo para o seu bom funcionamento.

5.1.3. Procedimento experimental

Posteriormente a preparagao das amostras, executam-se Os seguintes passos, de

seguida explanados, relativos ao procedimento analitico do EVOLIS:

I. Adicao de 25 pL de amostra a cada pogo;

Adicao 100 pL de Conjugado;

Incubagao a temperatura ambiente por 30 minutos;
Lavagem;

Adicao de 100 pL de substrato cromogénico;
Incubagao a temperatura ambiente por 30 minutos;

Adicao de 100 pL de reagente Stop;

© N o U A~ W D

Leitura otica de cada pogo.
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Primeiramente, sao pipetados, automaticamente para os pogos, 25 pL das amostras (Fig. 10),
ja diluidas, tal como descrito em cima, pelo que o equipamento utiliza uma ponta diferente
para cada amostra, evitando contaminagoes. O segundo passo consiste na adigao de 100 pL

'ﬁ\ —
\\{/ — Anticorpo anti-xenobidtico fixado

. — Xenobiotico presente na amostra

Figura 10. Adicao da amostra ao poco revestido por anticorpos.

de conjugado e, posterior, incubagao por 30 minutos numa estufa a temperatura ambiente. O
Conjugado consiste numa solugao tampao que contém um antigénio, especifico do
xenobiotico a ser testado, conjugado com uma enzima, a peroxidase. Este antigénio vai
competir, pela ligagao ao anticorpo fixado nos pocos, com a substancia presente na amostra,

tal como ilustrado na figura seguinte (Fig. 11).

\Y/4 . . .
— Anticorpo anti-xenobidtico fixado
. — Xenobidtico presente na amostra

. — Xenobiético conjugado com a
enzima

Figura 1 1. Adicao do Conjugado e consequente competicao com o analito da amostra.

Adiante, prossegue-se com o passo da lavagem, através de um tampao adequado, sendo que
neste procedimento é utilizada agua, destilada e desionizada, com a finalidade de separar os
imunocomplexos, que se formam, dos reagentes nao Iigados”. De seguida, sao adicionados
00 pL de substrato cromogénico, também especifico para o xenobidtico a testar, que reage
com a enzima peroxidase, adicionada no segundo passo, despoletando a formagao de um
produto corado azul. A microplaca vai novamente a incubar, também por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, é adicionado o reagente Stop, uma solugao de acido
sulfarico a 2N, com intuito de estagnar a reagao imunoenzimatica, desenvolvendo-se uma
coloragdo amarela (Anexo |1 1)*%*. Por fim, o equipamento procede a leitura ética de cada um

dos pogos a um comprimento de onda de 450 nm’.
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5.1.4. Resultados Analiticos

Aquando do término da sequéncia de procedimento experimental, anteriormente
explanada, o EVOLIS apresenta os resultados qualitativos em fungao da comparagao das
absorvancias de cada amostra, das amostras brancas e dos controlos alto e baixo, com as
absorvancias dos calibradores negativos, tendo em conta a absorvancia do respetivo valor de
cut-off estabelecido para o grupo de substincias a ser testado (Anexo 12). Tendo
conhecimento de que o valor da absorvancia obtida é inversamente proporcional a
concentragao do analito, quando o valor da absorvancia da amostra ¢ inferior ao valor da
absorvancia do calibrador cut-off do analito, considera-se um resultado positivo (Fig. 12A). Por
outro lado, considera-se um resultado negativo, quando a absorvancia da amostra é superior

ao valor da absorvancia do calibrador cut-off do analito (Fig. 12B).

‘,v P \‘/ A ‘ ’ TMB‘ *:[;
Microplate well coated } u
by immgbilized_amibody
anti-xenobiotic L ‘ ‘/ ’ ‘ ’ ‘ ‘ ‘ 4
‘ QWP %\‘ ®» N ‘% ’ QU W\ N\ QP QOF NP SufuicQP QP %“‘
Xenobiotic I A + l} | ‘ m ‘ a& W
¢ VB g TMBgyTMEMY o I3 ¥ e ¥
Xenobiotic labeled with B U (\ I
enzyme (horseradish U U j U K/
peroxidase or phosphatase)
g Blue dye QP 6 P & ¥ P o <-;’z~’ \Y 2 &l‘ﬂ %’”f Sulfuric “\"\\‘y? &’f Q‘/
71 Yellow dye ‘ + Kaalg™ | Wash | L acid I

Figura |2. Principio do método ELISA competitivo: A — resultado positivo; B — resultado negativo

(Adaptado ded).

Contudo, todos os valores de absorvancia das amostras correspondentes que sejam
superiores a 15% do valor da absorvancia da amostra cut-off sao também considerados
positivos. Por fim, como referido anteriormente, todos os resultados positivos obtidos nesta
etapa de triagem tém de ser confirmados e eventualmente quantificados através de técnicas
mais especificas, tais como a GC-MS e a LC-MS. De notar que, como em todos os restantes
procedimentos de ensaio executados no SQTF, existem normas proprias para a aceitagao dos
resultados. O coeficiente de variagao dos calibradores tem de ser inferior a 20% e é avaliado
o desvio percentual que equivale a diferenga entre os valores de absorvancia dos calibradores

cut-off, de cada grupo a ser testado e o calibrador negativo®” #': 43 45:47: %0,
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5.1.5. Interferéncias Analiticas

Todo o procedimento analitico associado a triagem de drogas de abuso e
benzodiazepinas apresenta uma certa vulnerabilidade, na medida em que podem ocorrer
interferéncias. Estas interferéncias devem-se fundamentalmente a questoes relacionadas com
as matrizes utilizadas para se proceder a andlise por imunoensaio. Primeiramente, tanto o
tempo decorrido entre a colheita e a analise toxicoldgica da amostra, como a conservagao da
mesma, sao fatores preponderantes para o surgimento de interferéncias, uma vez que pode
ocorrer degradagao da matriz o que despoleta por um lado, o aparecimento de novas
moléculas que contaminam a amostra e por outro, o desaparecimento de outras devido a
instabilidade intrinseca das mesmas. Assim, o estado fisico da matriz também pode ser
comprometido, afetando por isso a analise semiautomatica realizada pelo EVOLIS, na medida
em que se a amostra apresentar coagulos ou bolhas de ar, o equipamento nao consegue
realizar a sua pipetagem de forma correta, nao sendo analisada. Por fim, outra das
interferéncias que pode ocorrer trata-se da reatividade cruzada, ou seja, a habilidade que os
anticorpos, fixados nos pogos da microplaca, apresentam, ao interagirem com outro antigénio

para além do seu especifico, podendo entao surgir falsos-positivos.

6. Conclusao

A Toxicologia Forense é uma ciéncia multidisciplinar, que envolve a andlise de todo o tipo
de amostras, sejam elas biologicas ou nao biologicas, a fim de confirmar a presenga ou auséncia
de xenobioticos e de determinar a sua concentragao e dos respetivos metabolitos,
interpretando os resultados obtidos, estes com um impacto legal. Este ramo da toxicologia,
pode atuar em duas vertentes, AM, abrangendo incidentes rodoviarios, abuso de drogas para
fins criminais, TDM, entre outras, e PM, para perceber se o cadaver foi sujeito a xenobioticos
antes do oObito e se as suas concentragoes sao preponderantes para estabelecer a causa de

morte ou uma causa de influéncia de morte.

Os imunoensaios, sao técnicas imunologicas que consistem na reagao entre antigénios e
anticorpos, e apresentam resultados qualitativos, na medida em que verificam a presenga ou
auséncia da substancia na amostra. Existem diversos tipos de imunoensaios, pelo que, em
contexto nacional, no SQTF do INMLCEF, I.P., utiliza-se o método de ELISA competitivo. Esta
técnica exprime os resultados em fungao da absorvancia, sendo que esta é inversamente
proporcional a concentragao do analito na amostra analisada. Por outras palavras, quanto

maior for o valor da absorvancia de um pogo da microplaca, menor é o valor da concentragao
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do xenobiotico da amostra, presente naquele pogo. Por conseguinte, todos os resultados
positivos sao confirmados, e se necessario quantificados, por técnicas mais sensiveis e

especificas, como a GC-MS e a LC-MS.

Na verdade, os imunoensaios siao relevantes e importantes na toxicologia forense, na
medida em que sao métodos rapidos e eficientes na determinagao da presenca de
determinadas classes de compostos em amostras. Sao também técnicas que apresentam uma
boa sensibilidade e que podem realizar um screening rapido de um nimero elevado de amostras
ao mesmo tempo, sendo consideradas uma mais-valia em toxicologia forense. Adicionalmente,
as amostras nao necessitam de passar por um método de extragao para serem analisadas por
imunoensaio, tais como as que sao analisadas por GC-MS e LC-MS, enfrentando apenas um
passo de diluicao para tornar a amostra mais liquida. Assim, o imunoensaio consegue, de certa
forma, reduzir os gastos de recursos e de tempo, sendo fidvel nos resultados que apresenta.
Contudo, apresentam certas limitagoes, tais como a reatividade cruzada, que pode despoletar
falsos-positivos, e interferéncias da matriz, uma vez que o estado da amostra pode interferir

com a automaticidade do equipamento.

Em suma, na toxicologia forense em Portugal, os imunoensaios sao métodos fundamentais
que proporcionam uma triagem rapida e fidedigna de drogas de abuso e benzodiazepinas, na
medida em que reduzem muito o niUmero de amostras a serem analisadas por GC-MS e LC-
MS, proporcionando maior eficiéncia no trabalho desenvolvido e poupando recursos, dentro

do SQTF.
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ANEXOS

Anexo |- Traite des poisons ou Toxicologie Generale'.
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DES POISONS
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DES REGNES MINERAL, VEGETAL ET ANIMAL,

ovu

TOXICOLOGIE GENERALE,

Considérée sous les rapports de la Physiologie, de la
Pathologie et de la Médecine légale;

Par M. P. ORFILA,

Naturaliste pensionnaire d'Espagne , Docteur en Médecine de
la Faculte de Paris, Professeur de Chimie et de Physique ;

Précédé da Rapport fait A Ja Classe des Sciences physigoes etmatbématiques
de I'lnstitat de France.
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Anexo 2 - Auto de Entrada de Amostras.
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& & SERVICO DE QUIMICA E TOXICOLOGIA FORENSES
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*Pouneh”

iy

AUTO DE ENTRADA DE AMOSTRAS

%%

1. identificacho da(s) amostra(s) recebida(s)

Origem :;:: Origem ':’;” Observagdes (apenas se aplicavel)

2. Proveniéncia da(s) amostra(s

(ou outr‘u) Indique qual

3. Modo de entrega da(s) amostra(s)

" Entregue em mao (. Por trans portadora
(5 Através de CTT Qoire: 000000 | e e

Embalagem Estado Acondicionamento

[™ Saco/caixa térmica [T Envelope [T Fechado(s)

I™ Bolsats) AR r
Caixa
I Bolsais) INMLCF [~ Aberto(s)

4. Identificacho do portador

Nome legivel

Funcso/Cargo

| Data e hora [Ti7ae7a 510

| J

5. Rececho no Servico de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF)

Funcso/Cargo | Escolha um item

l Data e hora I

Assinatura (responsivel pela rececio no SQTF)

NOD-SQTF €045 Rev00



Anexo 3 — Auto de Cadeia de Custodia.

N REFUBLICA
{ ‘;; P PORTUGUESA
.‘ -

-

AUTO DE CADEIA DE CUSTODIA
DAS AMOSTRAS PARA EXAMES COMPLEMENTARES DE TOXICOLOGIA

Vai(do) ser entregue(s) no Servigo de Toxicologia Forense da Delegagdo do Centro do
Instituto Nacional de Medicina Legal, |.P., remetido(s) pelo Gabinete Médico-legal de

_ , 0(s) saco(s) selado(s) com o(s) selo(s) n.°

! e n’ contendo amostras referentes ao(s) seguinte(s).

processo(s) destinadas a realizagdo de exames complementares toxicolégicos.

Proc. 20 !/ -/!-P-TF Proc. 20__/ / -P-TF

Proc.20 __/ /|__-P-TF Proc.20 ___/ /___-P-TF
Proc.20 __/ /|___-P-TF Proc. 20 ___/ /|___-P-TF
Proc.20 __/ /| ___-P-TF Proc. 20/ /| ____-P-TF
Proc.20 __/ /|___-P-TF Proc. 20 __J [___-P-TF
Proc.20 __/_ /|___-P-TF Proc. 20 ___/ /|___-P-TF
Proc.20__ /[ -P-TF Proc.20 __/ /|_-P-TF
Proc. 20 / /____-P-TF Proc. ‘ / / -P-TF

No GML, o saco devidam seblado. JOl entregue por (assinatura) @
receb r (assinatura) QUe O Jra transportar para a DCINML, |.P..
Data: /. /- Hora: | h - m

Na DCINML, P, o saco devidamente selado, foi colocado na ca@mara refrigeradora por

- . (assinatura).
Data: / / Hora: h m
No STF, o saco devidamente selado, foi entregue por __ ___{assinatura) e
recebido por (assinalura)
Data: / / Hora: h m
Irsh e Nacorg! de Fedone Legd o Cidngias Forwses 1P Quinta do Ao Tol («351) 275 333 453 WOP 775405
Gaberele Med 00- 033 ¢ Forease 02 Baiid nleno: Node L290-251 COVILHA Fac #5078 30 48
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Anexo 4 - Biochip de 9x9 mm?’.

Anexo 5 — CCD a captar a imagem de cada Biochip®’.
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Anexo 7 - Desenho de uma placa de poliestireno para a realizagio do ELISA”.
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Anexo 8 — Morfina e seus derivados®.
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Anexo 9 — Biotransformacio da cocaina®.
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Anexo || = Microplaca com resultados ja adquiridos.
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Anexo |2 - Resultados do EVOLIS.

BIO-RAD EVOLIS Oplacecs V.C. passed
Printed on Friday, July 07, 2023 2:47:57 PM

Piate ID: ] Time:  2:47:20 PM OVER limit: 3.500
Operator: admin Date: 11712023 Wavelengths: 450nm/620nm
Assay: C:\BioRad\2PS\Resources\Apf\1.Opiaceos.asy (9fcd)

WARNING! This plate has been stored in a heated incubator (37.01 C) after reading. Do not re-read!

Expected Kit Components:
1.0Oplaceos 6701799 240228

DEST. WATER

Qualitative Results

If 'Y>=1.15"CO’' Then Result:="'

If 'CO*0,85<=Y<CO*1,15' Then Result:="+/-'
If "'Y<CO*0.85' Then Result:='+"

Default result := *****

+ Indicates a reactive result
+/- Indicates an equivocal result
- Indicates a negative result

enee

Combined Report
Opilaceos
0.D. 0.D.
Patient |0 # _ Well Value Result Readermean __ Reader CV
NC1 NC1 A1 2.0940 N 2.1435 3.2659
B1 2.1930 N
0.D. 0.D.
Patient 1D 2 __Well Value Result Readermean  ReaderCV
CO1 co1 C1 0.6750 CO1 0.6855 2.1662
D1 0.6960 CcO1
0.D. 0.D.
Patient ID #__Well Value Result
Diluente ™ E1 1.8420 - 1.8420 —
T2 F1 2.155%0 - 2.155%0 e
T3 G1 0.5610 * 0.5610 i
T4 H1 2.1550 - 2.15% o
5 A2 1.7970 - 1.7970 e
T6 B2 0.8440 - 0.8440 S
T7 Cc2 0.1370 * 0.1370 s
T8 D2 0.4650 * 0.4650 i
9 E2 0.7890 - 0.7890 —
T10 F2 0.1550 * 0.1550 e
T11 G2 1.2910 - 1.2910 ki
T2 H2 1.5000 - 1.5000 i
T13 A3 1.1990 - 1.1990 Shpes
Ti4 B3 1.6970 - 1.6970 oo
Ti5 C3 0.9430 - 0.9430 s
Ti6 D3 20110 - 20110 b
T17 E3 1.5210 - 1.5210 -
T8 F3 2.0470 - 20470 sagint
T19 G3 1.2450 - 1.2450 e
T20 H3 1.9320 - 1.9320 e
T21 A4 1.1120 - 1.1120 i
T22 B4 1.8200 - 1.8200 e
T23 C4 0.6560 */- 0.6560 naete
T24 D4 0.4160 * 04160 e
2PS Version 3.0.4 ETP: 6220000999
20230707BL-A23070700.res Page 10of4
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