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Resumo. A toxicologia forense atua na investigacdo post mortem para identificacéo e
guantificacdo de substéncias exogenas, buscando correlaciona-las com a causa
mortis. Para tanto sdo realizados exames toxicoldgicos em diversos fluidos ou tecidos
biolégicos, denominados matrizes. Os exemplos mais comuns e amplamente
estudados de matrizes bioldgicas sdo sangue, plasma e urina, classificadas como
matrizes convencionais. Outros tipos de matrizes como humor vitreo e saliva tém
surgido como alternativa analitica e sua importancia tém aumentado nas Ultimas
décadas. O humor vitreo (HV) é uma substancia gelatinosa e incolor que se encontra
no segmento posterior dos olhos. Devido suas vantagens anatdmicas e analiticas, o
HV tem sido alvo de pesquisas para analise de concentracao de drogas de abuso em
casos post mortem. No entanto, mesmo sendo utilizado como matriz alternativa por
mais de 50 anos, a quantidade de literatura ainda é limitada, principalmente a respeito
da difusdo de xenobiéticos e sua correlacdo com as concentracfes plasmaticas. O
objetivo deste trabalho € realizar um levantamento bibliografico dos estudos
elaborados por pesquisadores brasileiros utilizando o humor vitreo como matriz

alternativa para deteccdo post mortem de drogas de abuso no periodo de 2010 a
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2020. Foram encontrados, no total, 187 artigos dos quais 07 foram estavam
relacionados a cientistas brasileiros, evidenciando a deficiéncia deste tema de
pesquisa na area de toxicologia forense em nosso pais.

Palavras-chave: Drogas ilicitas; Humor vitreo; Toxicologia forense; Matriz biol6gica.

Abstract. Forensic toxicology is a field in toxicology responsible for identification and
guantification of exogenous substances, both in postmortem and in vivo scenarios,
seeking to correlate to the cause of death or impairment. Therefore, toxicological
exams are performed in various biological fluids or tissues, called matrices. The most
common and widely studied examples of biological matrices are blood, plasma and
urine, classified as conventional matrix. Other types of matrices such as vitreous
humor and saliva have emerged as an analytical alternative and their importance has
been increasing in the last decade. Vitreous humor (VH) is a gelatinous and colorless
substance found in the posterior segment of the eyes. Due to its anatomical and
analytical advantages, HV has been an object of research for analysis of drugs of
abuse in postmortem cases. However, even though it is being used as an alternative
matrix for more than 50 years, the amount of literature is still limited, especially
regarding the diffusion of xenobiotics and its correlation with plasma concentration. The
aim of this work is to evaluate studies elaborated by Brazilian researchers using VH as
an alternative matrix through a survey of the literature from 2010 to 2020.187
references were found, but only 07 were developed by Brazilian scientists, which
shows a deficiency of this research topic in the area of forensic toxicology in our
country.

Keywords: lllicit drugs; Vitreous humor; Forensic toxicology; Biological matrices.

1. Introducéao
A toxicologia forense atua em aspectos médico-legais, a partir da aplicacdo de
procedimentos de quimica analitica e principios gerais da toxicologia para
auxiliar na deteccdo de substancias exdgenas ao organismo humano a fim de
elucidar questdes em processos judiciais’. Um dos principais objetivos da
toxicologia forense é na investigacdo post mortem, para estabelecer a causa
mortis, através da realizacdo de exames toxicolégicos em diversos fluidos ou
tecidos biol6gicos, denominadas matrizes.

Os exemplos mais comuns e amplamente estudados de matrizes

biolégicas sdo sangue, plasma e urina, conhecidas como matrizes
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convencionais. No entanto, essas matrizes possuem grande quantidade de
substancias interferentes, como lipideos e proteinas, que dificultam as
anélises'. Somadas aos fenémenos de redistribuicdo post mortem, que podem
alterar a concentracdo dos xenobidticos no momento da coleta resultando em
alteracbes quantitativas nas concentracdoes, essas matrizes se mostram
altamente complexas do ponto de vista analitico e interpretativo. Assim, outros
tipos de fluidos, como humor vitreo e saliva, tem surgido como alternativa
analitica e sua importancia tem aumentado nas Ultimas décadas™?.

O humor vitreo (HV) é uma substancia gelatinosa e incolor que se
encontra no segmento posterior dos olhos que tem como funcdo manter a
retina no lugar e a forma esférica do globo ocular. E composta de 98-99,7% de
agua e sua estrutura é gelatinosa devido a proteinas fibrilares como fibras de
coldgeno associadas com carboidratos glicosaminoglicanos, principalmente o
acido hialurénico. Além disso, possui eletrélitos como sddio, potassio, cloro, e
acidos lactico e ascorbico®.

O uso do HV como matriz biolégica no meio forense teve seu primeiro
relato em 1963, com experimentos utilizando eletrolitos, como o potassio, a fim
de determinar o intervalo post mortem®. Apés a morte era observado o
aumento da concentracdo de potassio provenientes das células circundantes
da retina para o fluido extracelular do humor vitreo e com isso avaliou-se ser
possivel, através de equaclOes de regressao linear, estimar o intervalo post
mortem®. Além disso, por se tratar de uma matriz estéril é possivel determinar
patologias anteriores e/ou relacionadas a morte analisando a presenca de
determinadas substancias, como por exemplo a glicose € indicativa de diabetes
ou hiperglicemia®.

Menor propenséo a redistribuicdo post mortem, facilidade de coleta,
boa estabilidade quimica dos analitos apdés a morte e possibilidade de
adaptacdo para métodos analiticos utilizados em matrizes mais complexas séo
vantagens Unicas que o HV apresenta como matriz biolégica alternativa®.
Alguns dos fatores limitantes de analises em matrizes convencionais em casos
post mortem sdo a putrefacdo, autdlise e invasao bacteriana®. Por se encontrar
em um ambiente significativamente estéril e protegido de traumas, o HV tem

uma grande estabilidade e resisténcia ao processo de putrefacdo’, tornando-se
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uma alternativa viavel em casos de corpos carbonizados, embalsamados, em
processo de decomposicéo ou em choques hemorragicos®.

Do ponto de vista analitico, essa matriz também apresenta algumas
desvantagens, como volume reduzido de amostra que pode ser obtida (2 a 2,5
mL em cada um dos olhos) e a quantidade limitada de pesquisas que permitam
correlacionar os niveis de xenobidticos encontrados no HV com os niveis
observados no sangue®. Além disso, as cérneas do corpo a ser periciado que
estejam comprometidas a doacao inviabilizam o uso do HV como matriz, pois a
retirada do HV prejudicaria o procedimento’.

Em 1969 um dos primeiros estudos sobre analise post-mortem de
drogas de abuso em HV foi publicado por Felby e Olsen®. Nele verificou-se que
as concentracdes de barbitdricos no HV de um determinado individuo eram
idénticas aos niveis em sangue ultrafiltrado, mas diferentes daquelas no
sangue total (aorta, cavidade cardiaca e femoral), mostrando que o0s
barbitiricos adentram o HV por difusdo passiva. Além disso, 0s autores
sugeriram que a relacdo da concentracdo entre ultrafitrado e HV indicava
morte antes da fase de equilibrio, ou seja, logo ap6és a ingestdo®.

Desde entdo, o HV tem sido alvo de estudos em varias familias de
drogas médicas e narcéticas. Por ser uma matriz livre de enzimas, em especial
as esterases, responsaveis pela quebra das ligacbes ésteres presentes em
alguns compostos como a cocaina, estas substancias permanecem
guimicamente estaveis no intervalo post mortem por um periodo maior que
outras matrizes biolégicas®. Pesquisas publicadas descrevem estudos sobre
deteccdo de opiodides, cocaina, anfetaminas e metabodlitos nesta matriz, em
alguns casos o HV mostra uma janela de deteccdo maior que a do sangue®,
como no caso de determinagdes de cocaina e de 6-monoacetilmorfina (6-AM),
0 HV fornece uma janela estendida de deteccéo em comparacado ao sangue®.

Por outro lado, a barreira sangue-retina garante a entrada apenas das
substancias necesséarias para a fungdo da retina e restringe a entrada de
possiveis patégenos, como por exemplo, enzimas e anafilatoxinas®. Assim
alguns xenobioticos, em funcdo do tamanho e estrutura molecular, como o0s
canabinoides e outros que possuem alta afinidade proteica ndo atravessam

essa barreira e, consequentemente ndo s&o encontrados no HV*.
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Embora o HV tenha sido utilizado como matriz alternativa por mais de
50 anos, a quantidade de literatura sobre essa matriz ainda é muito limitada,
principalmente a respeito da difusdo de xenobiodticos, havendo poucas
referéncias e dificultando a interpretacdo das concentracdes nessa matriz. A
implementacdo de metodologias validadas que permitam a deteccdo de
concentracbes cada vez menores de xenobibdticos nesta matriz utilizando
guantidades cada vez menores de amostras e aliadas a adequada
interpretacdo dos resultados fornecida pela correlacdo com concentracao
plasmatica sdo ferramentas essenciais para o aperfeicoamento da qualidade
das andlises forenses.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho é realizar um levantamento
bibliografico dos estudos elaborados por pesquisadores brasileiros utilizando
humor vitreo como matriz alternativa para deteccéo post mortem de drogas de

abuso.

2. Métodos
O levantamento dos dados foi realizado através de buscas nas bases de dados
SciElo, Portal de Periédicos CAPES, Biblioteca Virtual em Saude (BvS) e
PubMed, além das revistas forenses Brazilian Journal of Forensic Sciences
(BJFS), Revista Brasileira de Criminalistica (RBC), Revista Brasileira de
Ciéncias Policiais (RBCP), e Revista de Criminalistica e Medicina Legal
(RCML). Além de artigos cientificos, foram pesquisadas teses e dissertacfes
relacionadas ao tema através da plataforma Biblioteca Digital Brasileira de
Teses e Dissertacées (BDTD).

As buscas foram realizadas utilizando os descritores “drogas de abuso”
e “humor vitreo” separadas ou em combinacdo nos idiomas portugués e inglés
(vitreous humor and drugs of abuse). Os trabalhos publicados por autores
brasileiros no periodo de 2010 a 2020 que possuiam relagdo com o tema
toxicologia forense foram selecionados, sendo descartados aqueles que fugiam

desse escopo.
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3. Resultados e discussao

No conjunto de todas as plataformas pesquisadas 187 artigos cientificos se
enquadravam nos critérios de busca, mas somente 7 foram publicados ou
tiveram participacdo de cientistas brasileiros (Figura 1). As demais publicacdes
eram provenientes de uma variedade de paises, majoritariamente publicacbes
americanas (35) e europeias, como Reino Unido (23), Espanha (14) e Portugal

(10), aléem de 6 publicacfes argentinas, entre outras (Figura 2).

= Alemanha
- = Argentina
= Brasil
14 Espanha
= Estados Unidos

= Finlandia
= Franca

= |talia

= Portugal

= Reino Unido

Figura 1. Grafico comparativo da quantidade de trabalhos cientificos encontrados nas
bases de dados pesquisadas publicados entre os anos de 2010 e 2020 por
pesquisadores brasileiros e pesquisadores ao redor do mundo.

4\/_3

= Total encontrado nas
plataformas

= Exclusivamente no Brasil

= Autores brasileiros em
colaboragéo com
universidades estrangeiras

187

Figura 2. Paises onde mais foram publicados artigos cientificos entre os anos de 2010
e 2020 relacionados ao tema encontrados nas bases de dados pesquisadas.
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O detalhamento das buscas revelou que na plataforma SciELO apenas
1 artigo relacionado ao tema foi encontrado, no entanto, tal publicacdo era de
origem Argentina.

Na plataforma CAPES foram encontrados 92 resultados da area de
toxicologia forense, dos quais 3 eram de autores brasileiros. Todos eles
relacionados a validacdo de métodos analiticos. Pela plataforma PubMed
foram encontrados 48 trabalhos, sendo 2 de autores brasileiros relacionados a
validacdo de métodos analiticos, mas 1 deles ja havia aparecido na busca
efetuada na plataforma CAPES.

Além disso, ainda foram encontrados outros 2 artigos com autores
brasileiros em colaboracdo com universidades estrangeiras’®'*. Na Biblioteca
Virtual em Saude (BVS) foram encontrados 46 artigos, sendo 2 de autores
brasileiros, no entanto, ambos ja haviam sido encontrados na busca feita pelo
CAPES e Pubmed, e 1 com autores brasileiros em colaboracdo com
universidade estrangeira'? (Tabela 1).

Nas buscas realizadas na Revista Brasileira de Criminalistica, Brazilian
Journal of Forensic Sciences, Revista Brasileira de Ciéncias Policiais, e na
Revista Criminalistica e Medicina Legal ndo foi encontrado nenhum trabalho

relacionado ao tema em analise (Figura 3).
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Total na plataforma
Publicado por cientistas brasileiros

Autores brasileiros em colaboragado com Universidades estrangeiras

Figura 3. Quantidade de trabalhos cientificos encontrados nas bases de dados
pesquisadas publicados entre os anos de 2010 e 2020. * BVS: biblioteca Virtual em
Salde, RBC: Revista Brasileira de Criminalistica, BJFS: Brazilian Journal of Forensic
Science, RBCP: Revista Brasileira de Ciéncias Policiais, RCML: Revista Criminalistica
e Medicina Legal.
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O primeiro artigo encontrado na plataforma CAPES foi um estudo
publicado em 2012 por pesquisadores da Universidade de Sao Paulo (USP)
que descreve a aplicacdo de um projeto experimental e uma metodologia de
superficie de resposta para determinacdo de opioides em HV**. O segundo foi
um estudo de desenvolvimento de método analitico baseado em eletroforese
capilar com deteccédo por arranjo de diodos para andlise de drogas de abuso e
produtos de biotransformacdo em HV, publicado em 2014 por pesquisadores
do Instituto de Criminalistica de Sao Paulo, Instituto de Medicina Legal de Séo
Paulo, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e USP™. E o terceiro,
publicado em 2018 por pesquisadores da USP, foi um estudo para
desenvolvimento de um método analitico para quantificacdo de algumas
anfetaminas em HV de vitimas de acidentes de carro®®.

Na plataforma PubMed foi encontrado um artigo publicado em 2013,
por pesquisadores da USP que descreve o desenvolvimento de método de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para analise
simultanea de cocaina, anfetaminas, opioides, canabinoides e seus metabdlitos
em HV'". Além disso, foram encontrados dois artigos de autores brasileiros em
colaboracdo com universidades estrangeiras, sendo eles: um estudo para
analise da distribuicdo de drogas de abuso em varios tipos de matrizes,
incluindo o HV, publicado em 2013 pela Universidade de Bournemouth
(Inglaterra), em colaboracdo com a USP'® e um estudo comparativo de
concentracdo post-mortem de antidepressivos em diversas matrizes, incluindo
o HV, publicado em 2018 pela Universidade de Oslo (Noruega) com
colaboracéo do Laboratério de Toxicologia Forense do Espirito Santo™.

O artigo encontrado na BVS de autores brasileiros em colaboracéo
com universidades estrangeiras foi publicado em 2016 pela Universidade de
Lincoln (Inglaterra) em colaboragdo com a Universidade Federal de Lavras
(MG), € um estudo que aborda a importancia do HV como amostra na area de
bioquimica clinica e nas ciéncias forenses™.

Em relacéo a teses e dissertacdes, em pesquisa realizada na Biblioteca
Digital Brasileira de Teses e Dissertacdes (BDTD) foram encontradas 1 tese e
2 dissertagcfes sobre o tema, todas defendidas em universidades publicas. A

tese encontrada foi defendida na USP no ano de 2015, sendo este um estudo
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para verificar a viabilidade do uso do HV como amostra alternativa para
andlises toxicoldgicas forenses®.

A primeira dissertacdo, defendida em 2014 na Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp), visa o desenvolvimento de metodologias analiticas
para andlise de drogas de abuso presentes no HV, empregando o uso de
espectrometria de massas®’. A segunda dissertacdo, defendida em 2016 na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), descreve um levantamento
da ocorréncia e a validagdo de um método para identificacdo em HV de
cocaina e cocaetileno em mortes violentas utilizando cromatografia gasosa
acoplada & espectrometria de massas?’.

Avaliando a relevancia do tema e a quantidade de artigos publicados
no mundo (187 mundo versus 4 exclusivamente no Brasil), todos relacionados
ao desenvolvimento ou validacdo de métodos analiticos, € possivel perceber a
deficiéncia desse tema de pesquisa na area de toxicologia forense em nosso
pais. O fato de a academia ter produzido apenas 3 teses e dissertacfes nos
altimos 10 anos, corrobora a tese que este tema ainda tem muito a ser
explorado, mas para isso S80 necessarios investimentos tanto em recursos
humanos quanto tecnoldgicos.

Pesquisas relacionadas a deteccdo de substancias ndo somente em
matrizes biologicas, como também em outras matrizes, exigem a utilizacao de
equipamentos que possuem elevado custo de aquisicdo, operagcdo e
manutencdo, além de reagentes quimicos, padrdes analiticos e outros
materiais necessarios ao desenvolvimento de métodos analiticos. A gradual
queda no investimento em pesquisas e repasse de verbas as universidades®
dificulta o desenvolvimento de pesquisas nessa area. Além disso, a dificuldade
de obtencdo de amostras constitui um obstaculo ao desenvolvimento desses
estudos.

O incentivo das parcerias entre Policias Técnico-Cientificas e
Universidades poderia ser uma boa alternativa para aumentar as pesquisas
nas areas forenses em geral, visto que a policia dispbe de amostras e tem a
necessidade de estudos atualizados que possam ser aplicados em sua rotina,
mas ndo possuem a mao de obra disponivel, parque analitico e o tempo
necessario para desenvolvimento desses estudos, que podem pode ser

encontrados em universidades. Por isso, as parcerias ou até mesmo projetos
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de implantagdo de unidades da Policia Cientifica em universidades devem ser
estimulados, como no caso da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG), do Parana, onde sera implantada uma unidade da Policia Cientifica
no campus que trara os servicos de Medicina Legal e Criminalistica, tera
laboratérios de uso compartilhado, com espaco para ensino e pesquisa e para

a atividade de pericia criminal®?.

Tabela 1. Resumo das pesquisas encontradas nas bases de dados analisadas.

Tioo de Instituicéo
P ~ Ano Revista do autor Titulo Tema
Publicacéo L
principal
Development of a method for
the analysis of drugs of .
Journal of abuse in vitreous humor b Desenvolvimento
Artigo 2014  Chromatography USP . or by e validacdo de
B capillary electrophoresis with método
diode array detection (CE-
DAD)
Simultaneous quantification .
Journal of of cocaine. amphetamines Desenvolvimento
Artigo 2014 Analytical USP opiates anél car?nabinoids ih e validacdo de
Toxicology P . método
vitreous humor
Determination of Opiates in
Whole Blood and Vitreous
Journal of Humor: A Study of the Matrix ~ Desenvolvimento
Artigo 2012 Analytical UsP Effect and an Experimental e validacao de
Toxicology Design to Optimize método
Conditions for the Enzymatic
Hydrolysis of Glucuronides
A Gas Chromatography—
Mass Spectrometry Method .
Journal of for Toxicological Analysis of Desenvolvimento
Artigo 2018 Analytical usp MDA, MDEA and MDMA in e validagéo de
Toxicology - método
Vitreous Humor Samples
from Victims of Car Accidents
Journal of Comparative Study of
Arti ; Oslo Postmortem Concentrations Estudo
rtigo 2018 Analytical ) . X X .
- University of Antidepressants in Several comparativo
Toxicology ) A
Different Matrices
Analysis of skeletal muscle .
. . : . Desenvolvimento
. Forensic Science  Bournemout has potential value in the o
Artigo 2013 . ; . . e validacao de
International h University assessment of cocaine- .
método
related deaths
Acta Bioquimica University of Vitreous humour as a biofluid Levantamento
Artigo 2016 Clinica : Y of clinical importance in T
. . Lincoln . : bibliografico
Latinoamerica forensic sciences
Humor vitreo: uma alternativa Levantamento
Tese 2015 - USP para investigacao de drogas S e
bibliografico
de abuso postmortem
Novas técnicas analiticas Levantamento
Dissertagcdao 2014 - UNICAMP aplicadas a drogas de abuso P
. bibliografico
presentes em humor vitreo
Cocaina e cocaetileno em
mortes violentas:
levantamento da ocorrénciae  Desenvolvimento
Dissertagcdo 2016 - UFSC validacdo de metodologia e validacao de

para a identificagdo em
humor vitreo com SPME por
CG/EM

método
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Andlises de drogas de abuso a partir de amostras de sangue
apresentam grandes dificuldades, pois além de estarem sujeitas ao processo
de redistribuicdo post mortem no qual as concentracfes de xenobidticos no
sangue se alteram, podem sofrer alteracdes farmacocinéticas e acao de micro-
organismos. Por isso, as diversas vantagens apresentadas pelo humor vitreo
se mostram uma alternativa ideal para deteccdo de varios xenobidticos, no
entanto, estudos correlacionando os niveis dessas substancias no HV com os
niveis encontrados no sangue sao importantes para se consiga obter uma
adequada correlacdo entre com ingerida e o estabelecimento de um nexo
causal™.

4. Concluséo

O humor vitreo é uma matriz biolégica que tem vantagens Unicas na
identificacdo e quantificacdo de drogas de abuso, principalmente devido sua
matriz livre de enzimas e protecdo contra invasao por micro-organismos. No
entanto, observa-se que essa matriz € pouco explorada por pesquisadores
brasileiros refletindo em um baixo ndmero de publicacdes tanto nacionais
guanto internacionais.

A quantidade de literatura sobre a difusdo de xenobioticos no HV ainda é
muito limitada e a interpretacdo da concentracdo sem referéncias € um fator
complicador das analises. Com as diversas vantagens do HV como matriz
biolégica de interesse forense, o encorajamento dos pesquisadores brasileiros
ao desenvolvimento de estudos nessa éarea torna-se uma ferramenta

fundamental de auxilio ao desenvolvimento e evolucao das ciéncias forenses.
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