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INTRODUCAO A

TOXICOLOGIA FORENSE
E CONTEXTO HISTORICO

Carolina Dizioli Rodrigues de Oliveira
Cinthia de Carvalho Mantovani
Gabriela de Oliveira Silveira

Mauricio Yonamine

[1.1]INTRODUCAO

A toxicologia forense é definida como a apli-
cacao da toxicologia para os propoésitos da lei.
Essa definicdo é, de fato, bastante ampla, e a apli-
cacdo mais comum da toxicologia forense € a
identificacdo de substancias que poderiam estar
envolvidas em morte ou prejuizos a saude de indi-
viduos ou ser a causa de danos a propriedade e ao
ambiente. Embora a histéria da utilizacdo de ve-
nenos pelo homem remonte a tempos antigos, até
o Renascimento era muito dificil, se ndo impossi-
vel, comprovar um envenenamento por evidéncias
cientificas. Somente no século XIX a toxicologia
forense emergiria como ciéncia. Nessa época, dois
ilustres cientistas se destacaram em sua consoli-
dacgdo: Mathieu J. B. Orfila e Jean Servais Stas. As
autépsias se tornaram mais populares, bem como
os varios métodos de deteccio de agentes toxicos
em amostras biol6gicas. Em 1814, Orfila, conside-
rado o pai da toxicologia moderna, publicou o li-
vro Traité des poisons, a primeira abordagem
sistematica do estudo de substancias quimicas e
seus efeitos nocivos. Stas, por sua vez, foi o pri-
meiro a identificar e a isolar nicotina de tecidos de

uma vitima de um caso de envenenamento ocorri-
do em 1850, conferindo aspectos de quimica ana-
litica a toxicologia forense. Desde entao, muito se
evoluiu do ponto de vista tecnolégico, o que tem
possibilitado aos toxicologistas utilizar modernas
técnicas analiticas para a identificacdo de subs-
tancias em casos forenses. Atualmente, os acha-
dos toxicolégicos sdo utilizados em processos cri-
minais como forma de auxiliar o sistema judicia-
rio. Neste capitulo, serdo abordados os aspectos
histéricos da toxicologia forense, bem como os
principais conceitos e as dreas de atuacgao.

[1.2] CONTEXTO HISTORICO

Com base na exploracdo do ambiente e na pro-
cura por alimentos, o homem observou a cura ou 0s
efeitos nocivos advindos de minerais, plantas, insetos
e animais, percebendo, por exemplo, que a picada de
certos insetos e répteis promovia doencas ou levava a
morte. Dessas constatacdes, foi uma progressao na-
tural o uso de venenos para a caca, contra inimigos
numa guerra ou para promover homicidios [1].

O primeiro uso de venenos em flechas prova-
velmente ocorreu durante a Idade Mesolitica. As
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evidéncias arqueoldgicas nao sao conclusivas, mas €
possivel que os cacadores de Masai, que viviam na
regido do atual Quénia em 18000 a.C., usassem ve-
nenos em suas flechas [2].

Na Idade Antiga, a medicina egipcia era forte-
mente fundamentada no trabalho de “deuses” e na
presenca de “maus espiritos” em casos de doenca.
Uma parte da medicina egipcia, porém, era baseada
na experimentacdo e na observacao, incluindo o
efeito de venenos. A primeira lista de venenos e an-
tidotos de que se tem conhecimento foi escrita entre
3500 e 3000 a.C. por Menés, faraé egipcio, que estu-
dou os efeitos de alguns venenos e plantas medici-
nais. Do Antigo Egito também foi descoberto o papi-
ro de Ebers, um dos mais antigos tratados médicos
da histéria da humanidade (datado de 1500 a.C.).
Nele estdo contidas informacoes sobre costumes,
praticas e tradicoes daquele povo, além de uma lista
de medicamentos e cerca de oitocentas receitas, al-
gumas das quais apresentam informacdes sobre ve-
nenos, como cicuta, acénito e épio, e alguns metais
pesados [1,2]. Os egipcios também usavam compos-
tos quimicos na aplicacao da justica. Na “penalidade
do péssego”, os acusados ingeriam um destilado de
carocos esmagados de péssego (que, sabe-se agora,
sao ricos em acido prussico ou cianidrico). Se o acu-
sado morresse, presumia-se a culpa; se sobrevives-
se, era inocentado. Esse uso de compostos quimicos
na aplicacdo da justica continuou em outras culturas
ao longo dos anos (entre gregos e romanos, por
exemplo), chegando até os dias de hoje [1,3,4].

Na China, em meados de 2735 a.C., o imperador
Shen Nung, considerado pai da medicina e da agricul-
tura chinesas, publicou um trabalho de quarenta vo-
lumes que continha plantas medicinais e téxicas, com
seus efeitos e possiveis antidotos. Substancias com
propriedades terapéuticas e téxicas eram apresenta-
das em conjunto, prenunciando o conceito de que a
dose diferenciava veneno de remédio [1,5].

Dos gregos, herdamos a palavra toxicon. Toxi-
cologia, toxico e intoxicacdo sdo palavras da lingua
portuguesa originadas a partir desse radical e usadas
para referir-se a venenos [1]. Os gregos marcaram for-
temente a historia da medicina e da toxicologia. Eles
tinham listas de venenos e antidotos, com amplo co-
nhecimento de plantas e metais téxicos. Contribui-
ram significativamente para o avanco dessa discipli-
na, tendo feito descricdes detalhadas sobre os efeitos
de diversas substancias no organismo humano, seus
antidotos e principios de conduta em casos de enve-
nenamento. Muitas figuras miticas e histéricas tam-

bém protagonizaram eventos envolvendo toxicologia
na Grécia Antiga. Na mitologia, por exemplo, a mortal
Medeia era uma feiticeira, ligada a deusa da bruxaria,
Hécate. Ela usou a planta acafrao-do-prado (Col-
chium autumnale), conhecida como colchicina, na
tentativa de envenenar seu enteado Teseu [3,5].
Olimpia, mae de Alexandre, o Grande (356-323 a.C.),
e esposa de Filipe II da Macedonia, foi considerada a
envenenadora mais famosa da Grécia. Os gregos tam-
bém executavam condenados utilizando venenos,
sendo Soécrates (c. 470-399 a.C.) uma das vitimas
mais famosas. O filésofo foi considerado culpado dos
crimes de nao aceitar os deuses reconhecidos pelo
Estado e de introduzir divindades novas, além de cor-
romper a juventude. Morreu no cumprimento de sua
sentenca, bebendo calmamente uma taca contendo
cicuta. Ja Pitagoras de Samos (c. 570-c. 496 a.C.) foi
o primeiro grego a ter influéncia na toxicologia como
ciéncia. Embora seja mais conhecido como o mate-
matico que desenvolveu a teoria dos nimeros e fun-
dador da aritmética, ele também realizou estudos so-
bre efeitos de metais (chumbo, cobre, estanho, ferro,
mercurio, prata, ouro) no corpo humano [1,3,5]. Hi-
pocrates (460-377 a.C.) forneceu contribui¢oes que
foram bastante relevantes para o avanco da medicina.
Direcionou os conhecimentos em salde para o cami-
nho cientifico, rejeitando a supersticao e as préaticas
magicas. Desenvolveu uma lista de substancias toxi-
cas e de principios de toxicologia clinica relacionados
a biodisponibilidade e a superdosagem. Aristoteles
(384-322 a.C.), conhecido fil6sofo grego, aluno de
Platdo e professor de Alexandre, o Grande, descre-
veu a preparacdo de flechas com veneno pelos citas,
antigo povo iraniano, usando um fluido com a combi-
nacado de sangue em decomposi¢ao e um liquido de
putrefacdo de cobras. Teofrasto (c. 372-c. 287 a.C.),
aluno de Aristételes, incluiu inumeros trabalhos so-
bre venenos de plantas (De Historia Plantarum),
bem como o reconhecimento de alimentos adultera-
dos [1,3,5].

Ainda na Idade Antiga, Mitridates (c. 132-63
a.C.), rei do Ponto (atual Turquia), tinha a reputa-
¢ao de conhecer mais sobre venenos e antidotos que
qualquer outra pessoa de sua época. Por temer a
possibilidade de ser assassinado por envenenamen-
to, ele experimentava venenos e antidotos em si
proprio e também em prisioneiros. Como medida de
protecdo, tomava venenos diariamente; iniciou com
pequenas doses e aumentou gradativamente a quan-
tidade, com o intuito de adquirir tolerancia poliva-
lente. O methridatum, seu “antidoto universal”, era
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ingerido diariamente apdés o café da manha para pre-
vencdo de um possivel envenenamento. Apos ser
derrotado pelo romano Pompeu, tentou suicidar-se
com um veneno, mas fracassou devido a suposta re-
sisténcia adquirida. Forcou, entdo, um de seus sol-
dados a mata-lo com uma espada [1,4,6].

O povo romano também tinha um intenso inte-
resse em venenos. Registros de cerca de 400 a.C.
indicam que envenenamentos eram comuns, tanto
em casos de suicidio quanto em assassinatos. A pri-
meira lei contra envenenamentos, Lex Cornelia de
sicariis et veneficts (Lei Cornélia sobre apunhala-
dores e envenenadores), foi proposta pelo ditador
Cornélio Sula e promulgada em 82 a.C., estabelecen-
do pena de morte aos infratores. O médico Aurelius
Cornelius Celsus (c. 25 a.C.-c. 50 d.C.), autor do pri-
meiro tratado médico romano (De Medicina), des-
creveu os classicos sinais de inflamacao (dor, calor,
tumor e rubor) e deixou, como contribuicdo para a
toxicologia, uma lista de venenos, antidotos e proce-
dimentos nos casos de envenenamento [1,4,7]. A
primeira classificacdo de agentes toxicos segundo
sua origem (animal, mineral ou vegetal) foi feita por
Dioscoérides (40-90 d.C.), médico farmacologista
grego que desenvolveu seus trabalhos em Roma, na
época do imperador Nero. Outra importante figura
da antiguidade romana, Galeno (129-216 d.C.), se-
gundo médico mais importante para o desenvolvi-
mento da medicina apés Hipdcrates, foi pioneiro na
pratica de experimentacao nas ciéncias da saude.
Entre outras atividades, mencionou a férmula the-
riac (palavra grega para “antidoto”), uma mistura
de mais de cem plantas, sais e mingau de aveia, usa-
da no tratamento de picada de aranhas, escorpioes e
serpentes. Elaborou uma lista de formulacdes vege-
tais, conhecidas como férmulas galénicas, compos-
tas de mel e vinho. Introduziu a alopatia e os primei-
ros conceitos de vigilancia sanitaria, advertindo so-
bre adulteracdes de ervas e especiarias [1].

Com o declinio e a queda do Império Romano,
em 476 d.C., tem inicio a Idade Média; nesse mo-
mento, a Europa perdeu contato com grande parte
de sua heranca médica. A Igreja tornou-se o centro
intelectual do continente, e a doenca passou a ser
vista como uma condicdo causada por forcas sobre-
naturais ou punicdo divina, de modo que a cura seria
realizada somente por homens santos [1,4,7].

Ao mesmo tempo em que a Europa se afastava
da medicina, uma nova civilizacao surgia a leste. In-
fluenciado por ensinamentos gregos, o povo arabe
destacava-se por descobertas na quimica. Foram os

inventores dos processos de destilacdo, sublimacao
e cristalizacdo. Gerber (705-769), pai da alquimia
arabe, descobriu o mercurio, produziu sulfeto de ar-
sénico e escreveu o primeiro tratado farmacolégico
em arabe. Avicena (980-1037), nascido em Afshana,
uma cidade de Bukhara (sul da Russia atual), foi co-
nhecido como o “principe dos médicos” e escreveu a
obra O cdnone da medicina. Sua contribui¢do para
a toxicologia abrange a descricdo de mecanismos de
acdo de venenos, incluindo a neurotoxicidade e os
efeitos no metabolismo. Entre outras receitas, ele
indicava a pedra de bezoar (secrecoes biliares de
bode) como antidoto para envenenamentos e para
prevencdo de doencas. Seu Cdnone foi traduzido
para o latim no século XIII, influenciando intensa-
mente os trabalhos farmacéuticos de toda a Europa
até o século XVII [1,3].

O frade dominicano Alberto Magno (c¢. 1200-
1280) escreveu extensamente sobre a compatibilida-
de da religido e da ciéncia e também isolou o arsénico
em 1250. Em 1275, o quimico espanhol Raimundo
Lilius descobriu o éter, chamando-o de vitriol doce.
César Borgia (1475-1507), junto com seu pai, Rodri-
go Boérgia, promoveu envenenamentos de diversas
pessoas na Itdlia para obter ganhos politicos e finan-
ceiros. Eles usavam uma coccao de arsénico conheci-
da como la cantarella. Na mesma época, Leonardo
da Vinci (1452-1519) realizou diversos estudos de
bioacumulacao de venenos em animais [1,3,5,8,9].

Uma figura importante na histéria da ciéncia e
da medicina no final da Idade Média foi o renascen-
tista Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus
von Hohenheim (1493-1541), conhecido como Para-
celsus, nascido em Einsiedeln, Suica. Foi médico,
alquimista, quimico e astrélogo, tendo sido essencial
para o desenvolvimento da ciéncia nos séculos XVII
e XVIII. Paracelsus estabeleceu alguns estudos com
principios que permanecem até hoje na estrutura da
toxicologia, da farmacologia e da terapéutica. Deter-
minou o agente téxico primario como uma entidade
quimica e afirmou que: (1) a experimentacdo € es-
sencial no exame das respostas aos produtos quimi-
cos; (2) deve-se fazer distin¢do entre as proprieda-
des terapéuticas e téxicas de produtos quimicos; (3)
essas propriedades nem sempre sao distinguiveis,
exceto pela dose; (4) pode-se verificar um grau de
especificidade de produtos quimicos e os seus efei-
tos terapéuticos ou toxicos. Estes principios leva-
ram Paracelsus a articular a relacdo dose-resposta
como baluarte da toxicologia. Embora Ulrich Ellen-
bog (1435-1499) ja tivesse escrito, em 1480, sobre a
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toxicidade do merctrio e chumbo em minas de ex-
tracdo de metais, o trabalho de Paracelsus, On the
miners’ sickness and other diseases of the miners
(1567), foi 0 estudo mais completo até entao realiza-
do sobre toxicologia ocupacional, relatando sinto-
mas e tratamento, bem como prevencao de doencas
[1,5,6,10].

Baseados nos conceitos de Paracelsus, outros
pesquisadores também desenvolveram importantes
experimentos, como é o caso de Bernardino Rama-
zzini (1633-1714), que descreveu, de forma compre-
ensiva, sistematica e detalhada, problemas de satde
do trabalhador em seu Discourse on the disease of
workers; e de Felice Fontana (1730-1805) que estu-
dou a agao fisiologica de venenos, principalmente de
cobras, discorrendo sobre conceitos de toxicidade
em 6rgaos-alvo e toxicidade secundaria [1,5,6,10].

A toxicologia forense, a aplicacdo de técnicas
analiticas para a detec¢ao de compostos toxicos e as
autopsias tiveram inicio com o austriaco Joseph Ja-
cob Plenck (1735-1807), que, em seu texto Elemen-
ta medicinae et chirurgiae forensis, expde que a
unica prova de intoxicagdo se da pela identificacdo
do agente toxico em érgaos do individuo exposto.
Embora esse seja o principio basico de toxicologia
forense, s6 foi aceito apds o trabalho do espanhol
Mathieu Joseph Bonaventura Orfila (1787-1853).
Orfila, pai da toxicologia moderna, estudou medici-
na em Paris e era professor particular de quimica.
Com apenas 26 anos, em 1814, publicou o famoso
livro Traité des poisons, uma combinacio de toxi-
cologia forense, toxicologia clinica e quimica analiti-
ca. Sua revoluciondria obra descreve observacoes de
sintomas de diversos tipos de envenenamentos,
apresentando efeitos dos venenos no organismo,
seus mecanismos de agdo e as formas de detecta-
-los. Apresentava propriedades quimicas, fisicas, fi-
siologicas e toxicas de cada composto estudado,
além dos métodos de tratamento e sua identificacao.
Orfila identificou arsénico em uma variedade de es-
pécimes post mortem e afirmou que os venenos pre-
cisam ser absorvidos para manifestar seus efeitos
téxicos. Seus achados foram precursores das mo-
dernas toxicocinética e toxicodinamica
[1,5,6,8,10,11]. Em 1851, Jean Servais Stas (1813-
1891), um quimico belga, desenvolveu o primeiro
método para extracdo de alcaloides de espécimes
biologicos. Com esse método, foi capaz de detectar
nicotina de varias amostras post mortem de um fa-
moso caso no qual a vitima, Gustave Fougnies, havia
sido envenenada por seu cunhado. Em 1856, o pro-

cedimento de Stas foi modificado pelo farmacéutico
alemao Friedrich J. Otto. Esse procedimento modifi-
cado, conhecido como método Stas-Otto, é conside-
rado a base para a extracdo atual de alcaloides de
matrizes biolégicas [11,12].

De fato, avancos em toxicologia forense sur-
gem em paralelo com avancos em quimica analitica.
Porém, poucos progressos sobre a compreensao dos
mecanismos de acdo dos agentes t6xicos ocorreram
no mesmo periodo. A chamada “Era da Toxicologia
Mecanistica” iniciou-se com estudos de Francois
Magendie (1783-1855) e de seu aluno Claude Ber-
nard (1813-1878). Magendie descreveu os mecanis-
mos de acdo da estricnina e da emetina, incluindo a
dinamica do movimento através de membranas.
Bernard introduziu o conceito de toxicidade de
compostos em orgaos-alvo, demonstrando que o
principio basico de toxicologia e farmacologia sdo
idénticos, e mostrou que farmacos e outros compos-
tos quimicos podem modificar a funcao e a estrutura
dos tecidos. Os estudos mecanicistas foram enrique-
cidos com os trabalhos do alemdo Paul Ehrlich
(1854-1915), que prop6s o conceito de receptor
como local especifico de interagdes quimico-biol6gi-
cas [1,5,10].

A toxicologia evoluiu rapidamente durante o
século XX. As controvérsias sobre patentes médicas
e venda de produtos de seguranca questionavel fo-
ram seguidas pelos rapidos avancos nos métodos de
quimica analitica que fomentaram os avanc¢os na to-
xicologia forense (Quadro 1.1) [3]. Em 1915, a Guer-
ra Quimica era uma realidade. O alemao Fritz Haber
(1868-1934) desenvolveu os gases cloro e cianeto.
Na Primeira Guerra Mundial, houve uso continuo de
fumacas e gases irritantes. Em 1925, foi assinado o
Protocolo de Genebra, acordo que proibia o uso de
armas quimicas. Ele foi atualizado em 1993, com a
Convencao de Armas Quimicas, que também proibiu
o desenvolvimento, producao, armazenagem e utili-
zacdo de armas quimicas, bem como determinou sua
destruicao [1,6,7].

O crescimento exponencial desta ciéncia pode
ser atribuido a época da Segunda Guerra Mundial,
quando se aumentou a producido de drogas, pragui-
cidas, armamentos, fibras sintéticas e substancias
quimicas de uso industrial [3]. Nesse periodo, as au-
toridades nazistas usaram cianeto e mondéxido de
carbono para matar milhoes de judeus e outros gru-
pos. Entre 1942 e 1945, chegaram a produzir 12 mil
toneladas de tabun (etil-N-dimetil-fosforamidocia-
nidato), inseticida organofosforado, neurotéxico ini-
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bidor da acetilcolinesterase, que, felizmente, nao
chegaram a ser utilizadas [1,5].

Durante a guerra entre Ird e Iraque (1980-
1988), ataques quimicos de destruicdo em massa
foram realizados pelos iraquianos, que usaram gran-

de quantidade de gas mostarda e tabun, assassinan-
do cerca de 7 mil iranianos; os sobreviventes perma-
neceram com problemas de saiide muito tempo de-
pois do ataque [1,5].

Breve histérico da evolugdo das técnicas analiticas para deteccdo de compostos quimicos de

Quadro 1.1
interesse na toxicologia
ANO TECNICA ANALITICA
D Testes colorimétricos e de microcristais
Microscopia térmica, pontos de fusdo, cromatografia em papel
Espectrofotometria UV-Vis
1960 | Espectrometria de infravermelho
Espectrometria de ressonancia magnética nuclear
Cromatografia em camada delgada
1970 | Cromatografia gasosa
Cromatografia liquida de alta performance
Imunoensaios
1980 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
Eletroforese capilar
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas no modo tandem
2000 | Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo
Cromatografia liquida acoplada ao detector de nitrogénio por quimioluminescéncia
2005 Cole_ta da fracdo corrida em LC/MS-MS e subsequente reanalise com infusdo por chip em varios tipos de
analisadores de massas

Fonte: extraido de [62].

O enorme e ainda crescente ntimero de subs-
tancias quimicas produzidas pelo homem no am-
biente ao qual estamos potencialmente expostos
impulsionou muito a toxicologia. Isso também de-
mandou estudos organizados das substancias toxi-
cas pelas industrias que as produzem, bem como
impds a necessidade de legislacdo que as controle, o
que, por sua vez, resultou no estabelecimento de
agéncias regulatérias governamentais para imple-
mentacao da legislacao resultante [13]. Ainda nesse
contexto, estudos de avaliacido de risco, além de es-
tudos de carcinogenicidade, mutagenicidade e tera-
togenicidade de substancias quimicas, foram condu-
zidos em todo o mundo. Em 1963, foi fundada em
Londres The International Association of Forensic
Toxicologists (TIAFT) e, em 1970, foi fundada por
um grupo de toxicologistas forenses a Society of Fo-
rensic Toxicologists (SOFT) [1,7-9].

Contudo, até o século XX, a toxicologia foren-
se limitava-se a estabelecer a origem toxica de um
determinado crime; o “toxicologista” atuava direta-
mente no cadaver, com a mera intencao de pesqui-
sa e identificacdo do agente. Atualmente, o campo
de acdo dessa ciéncia é mais vasto, estendendo-se
de pericias no vivo e no cadaver até circunstancias
de satde publica, tais como aspectos da investiga-
cao relacionados a eventual falsificacdo ou adulte-
ragdo de medicamentos e de acidentes quimicos de
massa [14].

No século XXI, o sequenciamento do geno-
ma humano e do genoma de varios outros orga-
nismos afetou marcadamente todas as ciéncias
biol6gicas — e a toxicologia ndo é excecdo [3]. A
analise farmacogenética em contextos forenses e,
especialmente, em toxicologia post mortem pode
revelar novos aspectos na rotina forense. Portan-
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to, uma abordagem de analise molecular, incluin-
do a genotipagem de DNA, juntamente com anali-
ses forenses e toxicolégicas, deve ser vista como
um progresso [15]. Na Figura 1.1, mostra-se a li-
nha do tempo com os principais nomes e aconte-
cimentos histéricos que influenciaram a toxicolo-

A toxicologia, portanto, tornou-se uma ciéncia
que reune muitas disciplinas, entre as quais algumas
que pareciam tao diferentes em outro momento his-
térico, como € o caso de quimica analitica, bioquimi-
ca e genética. Ela é, certamente, um campo em
constante evolucdo; serd interessante ver o que o

gia forense.

futuro ira trazer [10].

® - e Gerber ® o Fritz Haber ® . Sequenciamento
¢ P'Ta§1°’as e Avicena e Claude Bernard do genoma
¢ Hlpoclrates ¢ Alberto Magno e Paul Ehrlich humano
* Aristoteles « Raimundo
* Teofrasto Lilius
* Leonardo
da Vinci
e Paracelsus
e Bernardino
Ramazzini
> ) . Século XXI até
3500.C.a1500a.C | 570aC a268aC. | 131aC a476dC | 70501714
* Menés * Mitriades ¢ Felice Fontana * Primeira Guerra
¢ Papiro de Ebers e Lei Cornélia ¢ Joseph Plenck Mundial
¢ Shen Nung e Cornelius Celsius ¢ Mathieu Orfila ¢ Protocolo de
¢ Dioscorides * Jean Servais Stas Genebra
¢ Galeno e Friedrich J. Otto e Segunda Guerra
¢ Quedado ¢ Francois Magendie Mundial
Império Romano e Guerra entre
Ird e Iraque
e Criacdo do TIAFT
e Criacdo da SOFT
L) ° ° °
Figura 1.1  Linha do tempo resumida com as principais figuras e os fatos historicos que influenciaram a

toxicologia forense.

1.3/ CONCEITOS

Toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos
nocivos de substancias quimicas em organismos vi-
vos, apresentando, portanto, ampla aplicacdo. Entre
essas aplicacdes, a toxicologia forense € o ramo que
se utiliza dos principios fundamentais da toxicologia
com o objetivo de auxiliar no esclarecimento de fa-
tos que apresentem interesse médico-legal [16].

Nesse sentido, o escopo do toxicologista foren-
se engloba a deteccdo, a identificacio e a quantifica-
cdo de xenobidticos possivelmente envolvidos, de
forma parcial ou total, nas circunstancias que leva-
ram a instauracdo de um inquérito. Para isso, sdo
utilizadas matrizes biolégicas ou nao bioldgicas, as
quais passam por processos de extracao e sdo poste-
riormente submetidas a procedimentos analiticos
que irdo fornecer resultados acerca da presenca ou
da auséncia de determinada substancia, bem como
de sua quantidade em alguns casos especificos.

Cabe também ao toxicologista a interpretacdo
dos resultados obtidos, correlacionando-os com da-
dos cientificos e fornecendo, assim, respaldo para os
achados laboratoriais que serao utilizados como pro-
vas juridicas [17].

Para melhor compreensdo dos diferentes as-
pectos relacionados a pratica do toxicologista foren-
se, 0s conceitos aqui abordados serao divididos di-
daticamente em terminologia, aspectos gerais das
analises forenses e areas de aplicacao.

[1.4| TERMINOLOGIA

Antes da discussdo acerca das aplicacdes da to-
xicologia forense, € importante definir e contextua-
lizar os termos utilizados para designar os tipos de
substancias pertinentes as analises forenses. Adian-
te, seguem os mais relevantes:

a) Agente toéxico: é utilizado para definir qual-
quer composto de origem animal, mineral,
vegetal ou sintética, capaz de provocar pre-
juizo a um organismo vivo, que pode resul-
tar em alteragdes funcionais ou morte.

b) Veneno: termo utilizado popularmente para
designar compostos quimicos — ou a mistura
deles — que, mesmo quando administrados em
baixas doses, causam intoxicacao ou morte.

c¢) Farmaco: substancia de estrutura quimica
definida, utilizada com o objetivo de obter
efeitos benéficos ao organismo, devido a sua
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capacidade de modificar o sistema fisiol6gi-
co ou o estado patolégico.

d) Droga: popularmente, também se refere a
medicamentos, assim como o termo farma-
co; mas, diferente deste, cientificamente,
esse termo nao traz nenhum significado
quanto a qualidade do efeito. Para a melhor
compreensao da diferenca entre os termos
“farmaco” e “droga”’, pode-se tomar como
exemplo a diferenca entre 6pio e morfina. O
6pio é uma droga de abuso obtida pela seca-
gem e a pulverizacdo do exsudato leitoso
das sementes da papoula, contendo quanti-
dade consideravel de alcaloides, entre os
quais a morfina; esta, por sua vez, é um
composto quimico de estrutura definida que
apresenta aplicabilidade terapéutica no
combate a dor visceral e a dor intensa, sen-
do designada, portanto, como farmaco.

e) Xenobidtico: refere-se aos compostos qui-
micos qualitativa ou quantitativamente es-
tranhos ao organismo. Inseticidas, como os
organofosforados e os carbamatos, sdo com-
postos que nao apresentam papel fisiol6gico
para o ser humano, sendo qualitativamente
estranhos a seu organismo. Por outro lado,
metais como ferro e manganés sio essen-
ciais em diversos processos fisiol6gicos, mas
a exposicao a concentragoes elevadas des-
ses elementos pode causar intoxicacdo com
danos irreversiveis ao organismo, o que 0s
caracteriza como xenobidticos no aspecto
quantitativo da exposicao [18].

No que se refere aos métodos analiticos empre-
gados em andlises toxicoldgicas, € necessario dife-
renciar e definir os termos “deteccdo”, “identifica-
¢do” e “quantificacdo”.

a) Deteccdo: é realizada por técnicas de tria-
gem e nao fornece resultados conclusivos
sobre a presenca ou a auséncia do agente
quimico e seus produtos de biotransforma-
¢ao na amostra.

b) Identificacdo: diferentemente da deteccao,
a identificacdo gera resultados especificos,
com a utilizacdo de métodos fisico-quimicos
que permitem a elaboracdo de um laudo
conclusivo.

¢) Quantificacado: processo pelo qual a quanti-
dade de uma determinada substancia é me-
dida de forma precisa.

A interpretacdo conjunta dos resultados obti-
dos na identificacdo e na quantifica¢do, em concor-
dancia com dados cientificos, ira auxiliar na respos-
ta as perguntas levantadas no inquérito judicial [19].

[1.5| ASPECTOS GERAIS DAS ANALISES

TOXICOLOGICAS FORENSES

A exposi¢do a xenobidticos pode levar a altera-
¢Oes bioquimicas que, em determinadas doses e sob
determinadas condi¢des de exposicdo, promovem
desequilibrio fisiologico, denominado intoxicacao.
Na maioria dos casos de intoxicagao, os sintomas e
as lesdes teciduais decorrentes da exposicdo sdo
inespecificos, impossibilitando a identificacao direta
do agente téxico envolvido. Nesses casos, a presen-
¢a de compostos toxicos em diferentes tecidos so
pode ser determinada por meio de métodos analiti-
cos que possibilitem o isolamento, a identificacao e
a quantificacdo do agente [20].

Para a determinacdo dos agentes envolvidos
em intoxicagdes, sdo utilizadas matrizes bioldgicas
que consistem em por¢oes de tecidos ou fluidos bio-
l6gicos coletados sob condicoes padronizadas [21].
E importante ressaltar que, além das andlises em
matrizes bioldgicas, a toxicologia forense também
abrange situacdes nas quais, devido ao interesse ju-
dicial, sdo analisadas amostras nao biolégicas. Pode-
-se citar como exemplo analises de solo e dgua, nos
casos de contaminagdes ambientais; analise de com-
primidos, em casos de suicidio ou de adulteragao de
medicamentos; e a deteccdo de vestigios de drogas
ilicitas em objetos presentes na cena do crime.

A escolha da matriz biolégica a ser utilizada em
analises forenses deve levar em conta a disponibili-
dade da amostra e o tipo de exposicdo. Nos casos de
exposicao aguda, como a dopagem no esporte, a
tentativa de suicidio ou o monitoramento da farma-
codependéncia, sangue, urina e saliva podem ser as
matrizes mais adequadas para as analises. Ainda
com relagdo a exposicao aguda, o ar exalado é uma
amostra bastante utilizada para comprovar a inges-
tdo de bebidas alcodlicas por parte dos condutores
de veiculos automotores. Diferentemente, para ava-
liacdo da exposicdo cronica a agentes téxicos, como
em alguns casos de envenenamento por arsénico,
cabelos e unhas sdo matrizes consideradas mais
adequadas, por fornecerem informagoes de periodo
mais longo de exposi¢cdo. Além das amostras ante-
riormente citadas, meconio e cordao umbilical sdo
matrizes que permitem acessar informacoes acerca
da exposicado cronica in utero a agentes toxicos.
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Outro importante aspecto a ser considerado
nas analises forenses é a biotransformacao. Os xeno-
bidticos sdo quimicamente modificados no organis-
mo de modo continuo, na tentativa de tornar o com-
posto mais hidrossolivel e possibilitar sua maior
eliminacdo [18]. Esse processo é denominado bio-
transformacao, sendo que o periodo decorrido entre
a administracdo ou a ingestdo da substancia e a co-
leta das amostras determina quais analitos poderao
ser identificados, ja que, em alguns casos, o produto
de biotransformacao é o tinico indicio da exposicao
a determinado agente toxico [12]. Dessa maneira, é
essencial que o toxicologista tenha conhecimento
das diferentes vias de biotransformacdo, possibili-
tando a conducao correta das andlises, assim como a
interpretacdo adequada dos resultados [20].

A aplicacdo de métodos analiticos em diferen-
tes tipos de amostras requer, inicialmente, que a co-
leta, o acondicionamento, o transporte e o armaze-
namento sejam realizados de forma adequada, ga-
rantindo assim estabilidade e preservacdo de suas
caracteristicas e evitando possiveis contaminacoes
[21]. Além disso, todo o histérico da amostra deve
ser documentado, permitindo a rastreabilidade da
matriz, assim como de sua manipulacao. Esse pro-
cesso € denominado cadeia de custddia e € essencial
para confiabilidade dos resultados apresentados em
um tribunal [22].

A identifica¢ao de um agente toxico desconhe-
cido em uma matriz biolégica € tarefa desafiadora
para o toxicologista, devido, em parte, a necessida-
de de métodos que possibilitem a deteccao, a identi-
ficaco e a quantificacao simultaneas de diferentes
classes de substancias [23,24]. Além disso, as matri-
zes biologicas utilizadas em andlises toxicol6gicas
geralmente sdo complexas, e a concentracdo das
substancias em tais amostras € relativamente baixa.
Por esses motivos, o toxicologista deve receber da-
dos detalhados do caso em questao, possibilitando o
planejamento da investigacdo a ser conduzida. Ca-
racteristicas do individuo, como sexo, idade, peso,
histérico medicamentoso e de satde, ocupacao, as-
sim como o detalhamento dos achados da autopsia e
das circunstancias que levaram a suspeita do envol-
vimento de um agente toxico, sdo algumas das infor-
macoes relevantes que devem ser fornecidas ao res-
ponsavel pelas analises [24].

Geralmente, ensaios de triagem para diferentes
substancias toxicas sao utilizados no inicio da inves-
tigacdo. Esses ensaios sao testes qualitativos que
possibilitam determinar a presenca ou a auséncia de

algum agente toxico na amostra biolégica. Ou seja,
permitem a deteccdo do agente sem, entretanto,
identifica-lo conclusivamente [24]. Na maioria das
vezes, dispensam etapas de purificacdo da matriz,
apresentando vantagens como rapidez, simplicidade
e baixo custo em relacdo a outras técnicas analiti-
cas, como os métodos cromatograficos [12]. A sensi-
bilidade desses procedimentos deve ser adequada
aos seus propositos, sendo sua aplicacdo validada
para a matriz bioldgica utilizada nas andlises e apre-
sentando limite de deteccdo que contemple as con-
centragoes geralmente encontradas na amostra [25].
Entretanto, devido a sua baixa especificidade, apre-
sentam limitacoes, ndo podendo ser utilizados como
unico teste na liberacdo de um laudo criminal.

Os testes de triagem mais utilizados em analises
toxicologicas sao os imunoensaios. Alguns foram de-
senvolvidos para deteccdo de um unico composto,
mas geralmente identificam, simultaneamente, dife-
rentes grupos de substancias, como anfetaminas, opi-
aceos, barbituricos, benzodiazepinicos etc. [16]. Os
imunoensaios baseiam-se no principio de competicao
entre antigenos pelo sitio de ligacdo de um anticorpo
especifico. Os testes comerciais apresentam, em sua
composicdo, o anticorpo e um antigeno marcado,
sendo este ultimo constituido pela droga de abuso
conjugada a uma enzima, radioisétopo ou grupo emis-
sor de fluorescéncia. Quando se adiciona a amostra
ao imunoensaio, o antigeno marcado e o antigeno
presente na amostra competem pelo sitio de ligacdo
do anticorpo, fornecendo, assim, uma resposta espe-
cifica. Baseando-se no sinal obtido mediante a analise
por comparacdo com uma amostra de concentracdo
conhecida e padronizada, € possivel determinar se a
amostra em questdo € positiva ou negativa [26].

Uma das primeiras ferramentas utilizadas por
toxicologistas na identificacdo de agentes toxicos fo-
ram os testes colorimétricos. Atualmente, sao apli-
cados principalmente nos casos de analises de pos e
comprimidos, mas também podem ser utilizados na
identificacdo de compostos presentes em algumas
matrizes biologicas, como urina e conteiido estoma-
cal. Os testes colorimétricos possibilitam a deteccao
de compostos toxicos por meio da interacdo com
grupos funcionais presentes na estrutura quimica
dos compostos, resultando numa cor caracteristica
que possibilita a interpretacao dos resultados. Ana-
logos aos imunoensaios, eles tém como vantagens a
facilidade de execucéo e o baixo custo, assim como
o uso reduzido de reagentes. Sao empregados na
identificacdo de grupos de xenobidticos, como me-
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tais, alcoois, canabinoides, opiaceos, cocaina, ben-
zodiazepinicos, barbitdricos, anfetaminas etc. [27].

Além dos imunoensaios e dos testes colorimétri-
cos, existem outros métodos aplicados na triagem de
xenobidticos. A cromatografia gasosa (gas chromato-
graphy, GC), acoplada a diferentes tipos de detecto-
res, também é uma técnica amplamente utilizada nos
laboratérios de toxicologia. O detector nitrogénio-fés-
foro (nitrogen-phosphorus detector, NPD), por
exemplo, apresenta compatibilidade com grande parte
dos agentes téxicos analisados em toxicologia forense,
ja que muitas das substancias de interesse forense
contém atomos de nitrogénio em sua estrutura, impor-
tante requisito para aplicacdo dessa técnica [28]. Esse
tipo de detector € particularmente 1til em anélises de
praguicidas que apresentam atomos de fésforo, assim
como para triagem de farmacos de carater basico que
apresentam grupamentos amina [28,29].

Além do NPD, o detector por ioniza¢cdo em cha-
ma (flame ionization detector, FID) também € bas-
tante empregado, associado a cromatografia gasosa,
na triagem de compostos toxicos volateis em amos-
tras biolégicas. O FID permite a deteccao de diversas
classes de compostos por meio da oxidacdo dos
efluentes da coluna cromatografica e, apesar de apre-
sentar seletividade e sensibilidade inferiores ao NPD,
é bastante utilizado em analises de alcoois e outros
compostos volateis, em associacdo com extracao por
headspace, como sera explicado adiante [29].

Apesar de os resultados dos testes de triagem
serem reportados no relatério final das andlises, sua
aplicacao esta limitada a nortear as técnicas empre-
gadas subsequentemente nas analises confirmato-
rias. Os procedimentos analiticos confirmatorios
possibilitam a identificacdo dos xenobiéticos envol-
vidos na intoxicacao, fornecendo resultados inequi-
vocos que poderdo ser utilizados como provas no
inquérito judicial. De acordo com o Guia para labo-
ratorios forenses, elaborado pela SOFT e pela
American Academy of Forensic Sciences (AAFS),
sempre que possivel, o teste confirmatério deve
apresentar maior especificidade que aquele utiliza-
do na triagem. Além disso, € indicado que a analise
confirmatoria seja realizada utilizando-se técnica de
principios fisico-quimicos diferentes daqueles do
exame de triagem [25]. Para isso, utilizam-se detec-
tores ou até mesmo colunas cromatograficas distin-
tas, sendo que, no ultimo caso, o tempo de retencao
das substancias deve apresentar diferenca significa-
tiva entre os testes de triagem e a metodologia con-
firmatoéria [12].

Diversos procedimentos analiticos podem ser
utilizados nas andlises toxicoldgicas confirmatorias.
Geralmente, utiliza-se uma combinacao de métodos
cromatograficos, empregados para separacdo dos
compostos presentes na amostra, e espectroscopi-
cos, para deteccao e identificacdo dos compostos
separados anteriormente. Entre as técnicas croma-
tograficas mais empregadas, pode-se citar a croma-
tografia em camada delgada (thin layer chromato-
graphy, TLC), a eletroforese capilar (capillary
electrophoresis, CE), a cromatografia gasosa e a
cromatografia liquida (lzquid chromatography,
LC). No que se refere aos métodos espectroscépi-
cos, detectores por absor¢do molecular no ultravio-
leta, visivel e infravermelho, bem como a espectro-
metria de massas, sdo os mais utilizados [31].

Atualmente, a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (gas chromatography-
-mass spectrometry, GC-MS) e a cromatografia liqui-
da acoplada a espectrometria de massas (liquid
chromatography-mass spectrometry, LC-MS) sao
as técnicas mais recomendadas para analises confir-
matorias. Isso se deve a alta especificidade das técni-
cas, atendendo, assim, aos requisitos das analises to-
xicolégicas confirmatérias no ambito forense [19].
Abaixo, serdo abordados, sucintamente, os principios
pertinentes as cromatografias gasosa e liquida, assim
como os principios da espectrometria de massas.

A cromatografia, como citado anteriormente, é
um método de separagdo de substancias quimicas
presentes em uma amostra. Isso ocorre em uma colu-
na, que pode conter uma fase estacionaria liquida ou
sélida, através da qual um eluente flui continuamen-
te, podendo este ser um gas inerte, no caso da GC, ou
um solvente liquido, no caso da LC. Quando uma mis-
tura de substancias € injetada na coluna, seus compo-
nentes sofrem particdo entre a fase estacionaria e a
fase moével, sendo arrastados para o detector. O tem-
PO necessario para que compostos com caracteristi-
cas quimicas diferentes, mas sob um mesmo fluxo,
alcancem o detector é dependente da afinidade espe-
cifica de cada uma delas pela fase estacionaria. Molé-
culas que apresentam maior afinidade pela fase esta-
cionaria exibem maior tempo de retencio, sendo o
oposto também verdadeiro. Ao alcangar o detector,
um sinal proporcional a quantidade de substancia
presente € produzido (Figura 1.2-A) [30].

Existem diferentes tipos de detectores por es-
pectrometria de massas, mas, de maneira geral, o prin-
cipio de funcionamento € similar. O detector € mantido
sob vacuo e, no caso da ionizacado por elétrons (técnica
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mais comumente utilizada), o efluente da coluna é
bombardeado por elétrons. As substancias presentes
absorvem energia, o que causa ionizacao e subsequen-
te fragmentacdo destas. Os fons formados sdo filtrados
de acordo com sua massa (de maneira decrescente), e
o detector fornece a abundancia relativa de cada frag-
mento. Esse processo ocorre diversas vezes por segun-
do e o espectro (padrao de fragmentacio) formado é
unico para cada substancia (Figura 1.2-B) [31]. Sendo
assim, de acordo com o tempo de reten¢do da substan-
cia (resultado da separacdo cromatografica) e com o
espectro fornecido, € possivel identificar o analito pre-
sente na amostra.

No que se refere aos métodos analiticos geral-
mente empregados em andlises toxicologicas no am-

bito forense, é importante ressaltar que a maioria de-
les requer etapas de purificacio e concentracio ante-
riormente as etapas de deteccdo, identificacdo e
quantificacdo. Para isso, sdo utilizadas técnicas de
separacdo que permitem isolar da matriz biol6gica o
analito de interesse. Um dos métodos de extracdo
mais utilizados nos laboratérios consiste na extracao
liquido-liquido (lzquid-liquid extraction, LLE), pela
qual os compostos presentes em amostras liquidas
sao seletivamente transferidos para outra fase liquida
(fase aceptora) [32]. Essa transferéncia ocorre uma
vez que os componentes da amostra apresentam dife-
rentes solubilidades na fase aceptora, o que permite a
separacao dos agentes toxicos de outros componen-
tes da amostra que poderiam interferir nas analises.
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Figura 1.2 A) Representacdo do cromatograma obtido por GC de uma amostra de urina contendo acido
11-nor-A9-tetraidrocanabinol carboxilico (THC-COOH) e 11-nor-A9-tetraidrocanabinol carboxili-
co deuterado (THC-COOH-d3) em urina. B) Representacéo do espectro de massas do THC-COOH

e THC-COOH-d3 (padrao interno).

Fonte: retirado de Eller, 2014 [63].
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Além da LLE, a extracdo em fase sélida (solid
phase extraction, SPE) é uma técnica bastante em-
pregada em andlises forenses. A extracdo dos compos-
tos de interesse ocorre por meio da absorcao destes a
fase solida e posterior elui¢do pela utilizagdo de um
solvente adequado. A SPE apresenta aplicacido cada
vez mais disseminada, pois os diferentes tipos de fase
sélida permitem a extragdo de ampla gama de compos-
tos, além de ser uma técnica de alta eficiéncia [32].

A técnica de extragdo por headspace, muito
utilizada nas andlises de alcoois e outros compostos
volateis, baseia-se no principio de que as substan-
cias volateis de uma amostra, condicionadas em um
frasco hermeticamente fechado e sob temperatura
constante, estabelecem um ponto de equilibrio en-
tre a amostra e a fase gasosa acima dela, sendo esta
ultima o denominado headspace. Utilizando-se uma
seringa apropriada, um determinado volume de fase
gasosa coletado e injetado no cromatoégrafo gasoso
[21]. Esse método apresenta a vantagem de ser sim-
ples, barato e facilmente automatizado, o que justifi-
ca sua ampla aplicacdo na triagem de compostos.

Outras técnicas de extragdo, como microextra-
cdo em fase solida (solid phase microextraction,
SPME), microextracao em fase liquida (lzquid phase
macroextraction, LPME), extracao por fluido super-
critico (supercritical fluid extraction, SFE) e extra-
¢do acelerada por solvente (accelerated solvent ex-
traction, ASE), também apresentam aplicacoes na
toxicologia forense. Em associacdo com os métodos
analiticos de detecc¢do/identificacdo, fornecem resul-
tados que devem ser interpretados pelo toxicologista
forense com base em dados cientificos. Cabe a ele,
assim, a complexa tarefa de predizer os efeitos fisio-
l6gicos e comportamentais por meio da interpretagdo
dos resultados qualitativos e quantitativos das anali-
ses [12]. Tendo em mente que o toxicologista forense
atua em diversas areas, devido a necessidade de com-
provacao cientifica dos fatos relevantes ao inquérito
judicial, pode-se concluir que tanto a abordagem me-
todolégica como a interpretacdo dos resultados de-
pendem das peculiaridades de cada caso, devendo
ser conduzidas de acordo com essas caracteristicas.

[1.6| AREAS DE APLICACAO

1.6.1 Toxicologia post mortem

A toxicologia post mortem é, historicamente, o
ramo mais antigo da toxicologia forense. As analises
post mortem sao aplicadas em investigacoes de cri-
mes envolvendo vitimas fatais nas quais ha suspeita

de que substancias toxicas podem ter contribuido
ou causado a morte do individuo [28]. Além dos ca-
sos em que ha indicios do envolvimento de substan-
cias téxicas, a pesquisa por drogas de abuso e medi-
camentos em vitimas de homicidio e mortes aciden-
tais é importante, pois, em diversos casos, pode
existir correlacdo entre o uso de tais drogas e as
circunstancias relativas a causa mortis [11]. De for-
ma andloga, mortes aparentemente acidentais po-
dem, na verdade, ser resultantes de acoes crimino-
sas. Um exemplo classico desse tipo de ocorréncia
consiste na determinacdo da causa mortis em casos
de incéndios supostamente acidentais. A saturacao
sanguinea de monoéxido de carbono pode indicar se
a vitima faleceu em decorréncia da intoxicacao re-
sultante do incéndio ou se a morte ocorreu anterior-
mente ao inicio do incéndio, o que mudaria comple-
tamente a interpretacdo dos fatos [12].

As analises post mortem apresentam aspectos
peculiares que sdo essenciais no encaminhamento
das investigacdes. Um deles refere-se a escolha das
matrizes bioldgicas a serem utilizadas nas analises.
A disponibilidade de amostras para analise toxicol6-
gica de casos post mortem pode ser numerosa ou
limitada, dependendo do histérico do caso e do in-
tervalo de tempo entre a morte e a coleta das amos-
tras [33]. Teoricamente, qualquer amostra biol6gica
pode ser utilizada na determinacao de xenobiéticos.
Entretanto, a interpretagdo dos resultados é depen-
dente da existéncia de dados cientificos apropria-
dos; por isso, sangue, figado, conteudo gastrico e
humor vitreo sdo preferencialmente coletados. Nos
casos de corpos de vitimas que se encontram em es-
tagio avancado de decomposi¢do, as matrizes ante-
riormente citadas podem nao estar disponiveis, ha-
vendo a necessidade de se utilizar amostras alterna-
tivas, como musculo, cabelo, cérebro e ossos [28].

Outro aspecto relevante a ser considerado nas
analises post mortem é o fendmeno da redistribui-
¢ao. Esse termo € utilizado para designar processos
que afetam a concentracdo das substancias presen-
tes nos tecidos e fluidos corporais ap6s a morte [28].
E um fenémeno complexo, relacionado a mecanis-
mos diversos que podem ocorrer em diferentes ex-
tensodes. Entre eles, podem-se citar a distribuicdo
incompleta da substancia no momento da morte, o
rompimento das ligagoes de proteinas plasmaticas e
a difusao passiva da substancia contida em uma ca-
vidade corporal, como estdbmago e pulmao, para o
sangue presente em 6rgaos adjacentes [34]. A falta de
conhecimento sobre a redistribuicdo post mortem
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pode levar a interpretacado errénea dos achados labo-
ratoriais; portanto, uma analise cuidadosa deve ser
conduzida, buscando embasamento cientifico e evi-
tando, com isso, conclusoes inadequadas.

1.6.2 Toxicologia ante mortem

Apesar de a evolugdo da toxicologia forense es-
tar muitas vezes relacionada a estudos de casos post
mortem, nas Ultimas décadas se observa o envolvi-
mento crescente do toxicologista forense em anali-
ses de matrizes biolégicas provenientes de individu-
0s vivos, ja que, em muitos casos, a utilizacdo de
substancias toxicas culmina em fatos de interesse
médico-legal, sem que haja necessariamente a mor-
te da vitima [12].

Ha muito se reconhece a associagao entre o uso
de substancias psicoativas e violéncia [35]. A utiliza-
cdo de drogas com o objetivo de facilitar o cometi-
mento de um crime, por exemplo, é pratica realiza-
da ha séculos [36]. A Biblia, numa passagem do livro
Génesis (19: 30-38), narra a histoéria das filhas de Jo,
que, com o objetivo de terem relagdes sexuais com o
pai, o embriagaram. Outro relato famoso data do fi-
nal do século XVII, no qual Mickey Finn adicionou
hidrato de cloral, potente hipnético e sedativo, a be-
bida alcodlica de seus patrdoes com a intencio de
rouba-los enquanto estavam intoxicados [37]. Nas
ultimas décadas, observou-se aumento consideravel
no nimero de casos envolvendo a administracdo de
drogas com o objetivo de incapacitar um individuo,
facilitando, assim, a ocorréncia de um crime.

O termo “droga facilitadora de crime” (DFC)
designa uma série de substancias psicoativas que,
quando administradas sem o consentimento da viti-
ma, resultam na incapacitacdo do individuo durante
um periodo de tempo, o que possibilita acoes crimi-
nosas sem que haja qualquer reacdo contra o agres-
sor [37]. A utilizacdo de DFC esta correlacionada a
crimes como roubo, homicidio, sequestro e estupro.
O ultimo deles €, de maneira geral, o mais prevalen-
te; envolve principalmente vitimas do sexo femini-
no, que sao sujeitadas a contato sexual nao autoriza-
do com o agressor devido a um estado de inconsci-
éncia ou incapacitacio [36].

Geralmente, as DF'C sdo substancias que cau-
sam amnésia anterégrada, sedacdo profunda com
perda da consciéncia, sonoléncia e alucinacdes [38].
Esses sintomas, muitas vezes, fazem com que a viti-
ma se sinta confusa em relacao aos fatos, postergan-
do a realizacdo da dentincia para as autoridades res-

ponsaveis. Isso dificulta consideravelmente as inves-
tigacoes, uma vez que alguns farmacos, como o aci-
do gama-hidroxibutirico (GHB), apresentam tempo
de meia-vida curto, sendo eliminados rapidamente
do organismo [39]. Portanto, quanto maior o interva-
lo entre a exposicdo e a coleta das amostras, mais
dificil sera detectar, identificar e quantificar as subs-
tancias envolvidas no crime. Essa, entretanto, € so-
mente uma das dificuldades enfrentadas nas anali-
ses de DFC.

Diferentemente da atencao dispensada as DFC,
a exposicdo infantil intencional a agentes téxicos,
apesar do interesse forense, apresenta limitada
abordagem cientifica. Entre as criangas, a incidéncia
de morte decorrente desse tipo de intoxicacao € re-
lativamente baixa se comparada ao nimero total de
homicidios [40]. Os fatores que levam a administra-
¢ao de agentes téxicos em criancas pelos seus cui-
dadores sdo diversos, abrangendo desde impacién-
cia no tratamento das criancas até desordens psiqui-
atricas [41]. Desse modo, € necessario que haja aten-
¢ao especial dos profissionais da drea da saude, a fim
de analisar de forma critica a plausibilidade do hist6-
rico da intoxicacdo, tomando as medidas cabiveis
em casos de envenenamento intencional por parte
dos cuidadores.

No Brasil, a interrupc¢do voluntaria da gestagdo
sO é permitida quando a gravidez é decorrente de
estupro, quando é comprovado que o feto é anencé-
falo ou quando a gestacio coloca em risco a vida da
mulher [42]. Devido as restricdes impostas pelo c6-
digo criminal brasileiro, muitas mulheres realizam
abortos ilegais, mesmo tendo consciéncia dos riscos
inerentes a essa pratica [43]. Entre os métodos abor-
tivos ilegalmente utilizados, a administracao de me-
dicamentos € a pratica mais prevalente no Brasil —
em pesquisa realizada no pais, verificou-se que, en-
tre as mulheres que realizaram aborto, 48% utiliza-
ram medicamentos para interrup¢do da gestacdo
[44]. Dados estatisticos que permitam a identifica-
¢do dos medicamentos mais comumente utilizados
em abortos sdo escassos, entretanto, acredita-se
que o misoprostol, um analogo sintético da prosta-
glandina E1, seja um dos mais utilizados, mesmo
com as restricdes na venda desse medicamento ins-
tituidas pelo Ministério da Saude [45].

1.6.3 Dopagem no esporte

No que se refere a autoadministracao, o escopo
da toxicologia forense se estende as areas de moni-
toramento do uso de drogas de abuso e medicamen-
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tos responsaveis por alteracdo no desempenho hu-
mano. Em alguns casos, farmacos utilizados sem
objetivos terapéuticos e drogas de abuso sdo admi-
nistrados a fim de se obter melhora no desempenho.
Um exemplo dessa aplicacdo é a dopagem no espor-
te. Essa é uma pratica antiga na humanidade, haven-
do relatos desde os Jogos Olimpicos realizados na
Grécia, no final do século III a.C., mas sé recente-
mente, na década de 60 do século XX, autoridades
governamentais e esportivas instituiram leis que re-
gulamentam o controle da dopagem no esporte [46].

A World Anti-Doping Agency (Wada), agén-
cia internacional atualmente responsavel pela pre-
vencao e pelo controle da dopagem no esporte, defi-
niu de forma simplificada, no Cédigo Antidopagem
do Movimento Olimpico, o conceito de dopagem: “o
uso de um expediente (substancia ou método) que
é potencialmente danoso a satide do atleta e/ou ca-
paz de melhorar sua performance, ou [...] A presen-
ca no corpo do atleta de substancia proibida ou evi-
déncia de seu uso, ou evidéncia do uso de um méto-
do proibido” [47].

A Wada vem realizando alteracdes na definicao
de dopagem, visando minimizar o uso nao terapéuti-
co de métodos e substancias potencialmente dano-
sas ao atleta. O Codigo Mundial Antidopagem de
2015 define dopagem como “a ocorréncia de uma ou
mais violacdes das regras antidopagem constantes
nos Artigos 2.1 a 2.10 do Cédigo”. Além da presenca
de marcadores, da substancia inalterada ou de seus
produtos de biotransformacédo nas amostras biol6gi-
cas, sdo incluidos como formas de violacdo das re-
gras antidopagem a recusa em fornecer amostras
para os testes de controle; a adulteragdo das amos-
tras fornecidas; a posse ou o trafico de substancias
e/ou métodos proibidos; e a administracdo ou a ten-
tativa de administrar substancias ou métodos proibi-
dos aos outros atletas. Também é dada total respon-
sabilidade ao atleta no que se refere a administracao
de substancias ou métodos. Desse modo, cabe a ele
garantir a nao ocorréncia de violacdo do codigo,
mesmo que a administracdo seja realizada por ter-
ceiros [48].

Tendo em vista a amplitude do conceito de do-
pagem, faz-se necessario estabelecer quais substan-
cias e métodos sao considerados formas desta. Para
isso, a Wada divulga anualmente uma lista relacio-
nando as classes de substancias e os métodos proibi-
dos, entre os quais podem ser citados, como exem-
plo, os agentes anabdlicos, os estimulantes, os nar-
coticos, os diuréticos e a dopagem sanguinea ou ge-

nética [49]. As substancias e os métodos constantes
na lista, de acordo com os critérios de inclusdo da
Wada, podem: melhorar o desempenho do atleta; e/
ou ser potencialmente danosos a sua saude, sendo
este um dado comprovado cientificamente; e/ou vio-
lar o espirito esportivo da competicao [48].

O controle da dopagem no esporte € um aspecto
de interesse forense, ja que a deteccao de substancia
ou método proibido resulta em sancoes legais que po-
dem até mesmo banir o atleta da pratica esportiva. Por
isso, todo o processo envolvido nas andlises de amos-
tras biol6gicas para o controle da dopagem no esporte
deve ser conduzido de modo rigoroso, seguindo as re-
gulamentacdes determinadas pela Wada [48].

1.6.4 Uso de drogas no ambiente
de trabalho e no transito

No que se refere a autoadministracao de medi-
camentos e drogas de abuso, existe crescente preo-
cupacao quanto aos efeitos negativos na satide dos
individuos expostos, assim como aos reflexos obser-
vados na sociedade, em casos que vao além do uso
de tais substancias na pratica esportiva. Nesse con-
texto, ha especial interesse nas consequéncias do
uso abusivo de medicamentos e substancias ilicitas
no ambiente de trabalho. Estudos mostram que a
farmacodependéncia entre trabalhadores gera maio-
res gastos para os empregadores, devido a reducao
na produtividade e ao aumento no absenteismo e no
numero de acidentes durante a jornada de trabalho
[50]. Por isso, observa-se aumento constante no nu-
mero de empregadores que recorrem as analises to-
xicoldgicas com o objetivo de monitorar a farmaco-
dependéncia de seus funcionarios e, associadas a
programas de reabilitacao, reduzir os impactos ne-
gativos decorrentes do uso de tais substancias.

A aplicacdo das andlises toxicoldgicas nesse
contexto iniciou-se ha cerca de quatro décadas nos
Estados Unidos [51]. Para essa aplicacdo, os méto-
dos analiticos empregados, assim como a obtencao
das amostras e a cadeia de custédia a elas relaciona-
da, devem seguir critérios rigorosos, visando garan-
tir maxima confiabilidade aos resultados. Orgaos in-
ternacionais, como a Substance Abuse and Men-
thal Health Services Admanistration (SAMHSA),
dos Estados Unidos, e a Furopean Workplace Drug
Testing Society (EWDTS), da Unido Europeia,
apresentam diretrizes que estabelecem as drogas a
serem monitoradas, assim como valores de referén-
cia, denominados cut-offs dos testes de triagem e
confirmatorios.
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Além das aplicacoes ja citadas, uma das areas
de maior atuacao da toxicologia do desempenho hu-
mano € a relacionada a dire¢ao de veiculos automo-
tores sob influéncia de drogas de abuso ou medica-
mentos. O niimero elevado de acidentes envolvendo
vitimas sob influéncia de tais substancias levou a
instituicdo de leis especificas acerca do monitora-
mento de condutores em diversos paises. Entre os
agentes utilizados, o alcool €, sem duvida, o princi-
pal nos casos de direcédo sob influéncia de substan-
cias que alteram o desempenho humano [52]. Estu-
dos epidemiol6gicos mostram que de 40% a 60% das
vitimas fatais de acidentes de transito apresentam
concentracdo sanguinea de alcool significativa, o
que corrobora a necessidade de regulamentacdes e
monitoramento dos condutores [53].

Nas ultimas décadas, houve crescente preocu-
pacdo quanto a direcao sob influéncia de drogas ilici-
tas e medicamentos. Percebeu-se que, entre os con-
dutores envolvidos em acidentes fatais, a prevaléncia
dessas substancias em amostras biolégicas é conside-
ravel e que, portanto, outras drogas além do alcool
devem ser monitoradas nos condutores [12]. Entre-
tanto, existem alguns aspectos que dificultam a atua-
cdo do toxicologista nessa area, ja que diferentes
substancias podem estar envolvidas e a correlacao
entre a concentracdo da amostra com os efeitos fisio-
légicos pode ser complexa, uma vez que, mMesmo
quando expostos a mesma concentracao, individuos
diferentes podem apresentar respostas fisioldgicas
distintas, dificultando a interpretacido dos resultados.

1.6.5 Toxicogenémica

Tendo em vista as diferencas interindividuais
no que diz respeito a resposta observada para dife-
rentes agentes toxicos, atualmente a toxicologia fo-
rense busca individualizar a interpretacao dos resul-
tados pela utilizacdo da genotipagem. Essa aplica-
cdo resultou no surgimento da toxicogenomica, area
responsavel por avaliar diferencas farmacocinéticas
e farmacodinamicas decorrentes do perfil genético
dos individuos [54].

Fatores diversos, como idade, sexo, comorbi-
dades, alimentacdo e habito de fumar ou consumir
bebidas alcodlicas, apresentam influéncia sob os
processos farmacocinéticos e farmacodinamicos dos
xenobiodticos. Estima-se, ademais, que de 156% a
30% das diferencas interindividuais observadas na
biotransformacao e na resposta aos xenobioticos se-
jam decorrentes de fatores genéticos, sendo que
para algumas drogas especificas essa taxa pode che-

gar a 95% [b5]. Dessa maneira, em casos nos quais
os resultados analiticos nao sao suficientes para es-
tabelecer a causa mortis, a toxicogenética pode ser
ferramenta complementar, mostrando que caracte-
risticas individuais justificam, por exemplo, uma hi-
pétese de overdose [56].

1.6.6 Armas quimicas

A toxicologia forense, de maneira geral, ndo so-
mente apresenta aplicacao em areas relacionadas a
analises de matrizes biol6gicas, como também € res-
ponsavel por auxiliar investigagdes sobre o uso de
armas quimicas. Historicamente, as armas quimicas
foram artificios muito utilizados em guerras; entre-
tanto, nas ultimas décadas, observa-se mudanca
nessa finalidade, sendo empregadas em atentados a
civis [66]. De acordo com a Chemical Weapons
Convention (CWC), arma quimica consiste em
qualquer composto quimico téxico, ou precursor,
que cause morte, dano, incapacidade temporaria ou
irritacdo nos sistemas sensoriais por meio de acao
quimica. Além disso, municoes (ou qualquer outro
sistema) que permitam a disseminacdo de armas
quimicas também sdo assim classificadas [57].

Diversos compostos apresentam aplicacdes
como armas quimicas e seus efeitos sobre o organis-
mo podem causar desde irritacoes, convulsoes e pa-
ralisias até asfixia e morte. Assim, a rapida identifi-
cacao do agente € essencial para minimizar os danos
por ele causados, mediante tratamento adequado
das vitimas. Além disso, a detecc¢do e a identificacao
dos agentes em amostras biolégicas, como sangue e
urina, podem ser utilizadas como provas juridicas
nos casos de acusagoes de crimes militares e terro-
ristas [58].

A deteccdo e a identificacdo de armas quimicas
em matrizes biol6gicas é tarefa dificil para o toxico-
logista. Geralmente, esses compostos apresentam
caracteristicas eletrofilicas, o que lhes confere alta
reatividade, resultando na rapida biotransformacao
da maior parte da dose absorvida. Por isso, grande
parte dos métodos analiticos disponiveis para avalia-
¢ao da exposicdo humana as armas quimicas visa a
deteccdo de produtos de biotransformacédo ou adu-
tos — designados biomarcadores de exposicao [58].
Entretanto, a atencao dispensada as técnicas de bio-
monitoramento de armas quimicas € recente, sendo
limitados os métodos disponiveis e a literatura cien-
tifica. Para alguns compostos, ainda nao existem
métodos validados em humanos, enquanto outros
requerem técnicas de alto custo e de dificil operacao,
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0 que mostra a necessidade de avangos cientificos
na area.

Diferentemente do biomonitoramento de ar-
mas quimicas, métodos para deteccdo e identifica-
¢do desses compostos, assim como de seus produtos
de degradacdo, foram amplamente desenvolvidos
nas ultimas trés décadas [569]. Em parte, isso se deve
a instituicao, em 1993, da CWC, que determinou a
destruicao de diversos tipos de armas de destruicao
em massa, entre as quais as armas quimicas. Para o
cumprimento das determinacdes da CWC, foram ne-
cessarios avancos nas técnicas de deteccao e identi-
ficacdo de armas quimicas, culminando na obtencao
de métodos analiticos sensiveis e confiaveis [60].

1.6.7 Toxicologia ambiental

A ultima grande area a ser aqui abordada é a
toxicologia ambiental forense. Existe interesse cres-
cente em correlacionar, de forma cientificamente
comprovada, contaminacoes ambientais a seus res-
pectivos responsaveis. Esse €, portanto, um campo
de atuacdo do toxicologista forense, que buscara
identificar a origem da contaminac¢do, demonstran-
do os mecanismos pelos quais tais materiais chega-
ram ao local atingido. A complexidade da toxicolo-
gia ambiental forense resulta da variedade de cir-
cunstancias envolvidas. Em alguns casos, existem
multiplas fontes de contaminacao possiveis, em ou-

QUESTOES PARA ESTUDO

W b=

légicas.

Respostas

tros, os compostos naturais ou historicamente pre-
sentes no ambiente podem ser os responsaveis, e
ainda ha aqueles nos quais a origem do material é
desconhecida. A identificacdo da origem da conta-
minac¢ao pode ser realizada, por exemplo, por méto-
dos que determinem o gradiente de concentracao
do composto, levando ao seu sitio de origem. Além
disso, a mistura envolvida pode apresentar padrao
especifico de proporcionalidade dos componentes, o
que poderia auxiliar na identificagdo da fonte res-
ponsavel. Isso também pode ser realizado por anali-
ses isotopicas da mistura, técnica empregada roti-
neiramente nas analises forenses ambientais [61].
Observa-se evolucdo nas técnicas de identificacao
de substancias toxicas presentes no ambiente, exis-
tindo cobranca cada vez maior de comprovacgoes
cientificas da responsabilidade de tais contamina-
coes.

1.7/ CONCLUSOES

A toxicologia forense tem se desenvolvido de
modo substancial nas ultimas décadas, juntamente
com o0s avancos observados no aprimoramento de
técnicas analiticas de identificacdo dos mais varia-
dos tipos de compostos quimicos. Entretanto, a di-
versidade de situacoes forenses com os quais toxi-
cologista pode se deparar faz dessa ciéncia um desa-
fio constante.

Defina toxicologia forense e discorra sobre o escopo basico de atuagdo dos profissionais da area.
Diferencie e defina os termos agente toxico, farmaco, droga e xenobiético.

Quais aspectos sdo importantes na determinacao de agentes toxicos envolvidos em intoxicacdes?
Explique os procedimentos utilizados na determinacio de substancias quimicas em matrizes bio-

5. Quais sdo as principais dreas de aplicagdo da toxicologia forense?

-

1. A toxicologia forense é o ramo que se utiliza dos principios fundamentais da toxicologia com o objetivo de auxiliar o
esclarecimento de fatos que apresentam interesse médico-legal. Para tanto, baseia-se na deteccdo, na identificacdo e
na quantificacdo de substancias quimicas em matrizes biologicas e ndo bioldgicas com o objetivo de fornecer resulta-
dos acerca da presenca ou da auséncia destas no espécime analisado.

2. Agente toéxico é o termo utilizado para referir-se a qualquer composto de origem animal, mineral, vegetal ou sintética
capaz de causar prejuizo a um organismo vivo. Diferentemente, farmaco é uma substancia de estrutura quimica defi-
nida, utilizada para obtencao de efeitos benéficos sobre o organismo. O termo droga, por sua vez, se refere as subs-
tancias capazes de causar modificacdes no organismo, sejam elas benéficas ou ndo. Xenobiético é o termo utilizado
para designar qualquer substancia quimica qualitativa ou quantitativamente estranha ao organismo.

3. A determinacdo de agentes toxicos envolvidos em intoxicacSes baseia-se, de maneira geral, nas analises de amostras
bioldgicas. A escolha do espécime deve levar em conta o tipo de exposicdo (cronica ou aguda) e a disponibilidade da
amostra, que deve ser coletada, transportada e armazenada de maneira adequada, a fim de garantir sua preservacao
e evitar contaminagdes. Além disso, ao planejar as analises, a biotransformacéao das substancias no organismo deve ser
considerada. O periodo transcorrido entre a exposicdo e a coleta, assim como o tipo de matriz empregada, pode defi- >
nir quais analitos poderdo ser utilizados para determinacdo do agente toxico.
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De maneira geral, inicialmente ensaios de triagem sdo utilizados nas analises. Estes permitem a deteccdo do agente,
sem que, entretanto, seja realizada sua identificagdo conclusiva. Suas vantagens sdo: rapidez das analises, simplicidade
e baixo custo. Os ensaios confirmatorios, em contrapartida, geralmente necessitam de etapas de purificacdo e concen-
tracdo dos analitos, sendo, portanto, mais custosos e trabalhosos, mas essenciais para confiabilidade dos resultados
positivos. Atualmente, a cromatografia gasosa, ou liquida, acoplada a espectrometria de massas é considerada a téc-
nica de escolha para analises confirmatorias. Isso se deve a alta especificidade dessas técnicas, atendendo aos requisi-
tos das andlises toxicoldgicas no ambito forense.

A toxicologia post mortem é uma das principais e mais antigas areas da toxicologia forense; destina-se a investigacao
de crimes envolvendo vitimas fatais, quando ha suspeita de que substancias toxicas podem ter contribuido ou causado
a morte do individuo. A administracdo de drogas também pode ser utilizada com o objetivo de incapacitar um indivi-
duo, facilitando assim a ocorréncia de um crime. Nesse sentido, tem-se a utilizacdo de uma série de substancias psico-
ativas (drogas facilitadoras de crimes) que, geralmente administradas sem o consentimento da vitima, resultam na sua
incapacitacao durante um periodo de tempo, possibilitando a¢des criminosas como roubo, homicidio, sequestro e es-
tupro.

A determinacdo da exposicao intencional a substancias quimicas também faz parte da atua¢do do toxicologista foren-
se. Como exemplos, podem ser citados a exposi¢do infantil a agentes toxicos, a interrup¢do voluntaria e ilegal da
gestagdo, o consumo de substancias para melhora do desempenho fisico em competicdes esportivas (dopagem no
esporte), o consumo de drogas de abuso no ambiente de trabalho e a conducéo de veiculos automotores sob influén-
cia de alcool ou outras drogas.

Além das aplica¢des relacionadas a determinac¢do de agentes toxicos em seres humanos, a toxicologia forense também
é utilizada na determinacdo de compostos em matrizes nao biolégicas. Como exemplos, temos a identificacdo de ar-
mas quimicas e de contamina¢des ambientais, quando a determinacdo do composto envolvido, assim como de sua
origem, pode fornecer importantes informacdes para a identificacdo dos responsaveis legais.

LISTA DE ABREVIATURAS

AAFS
CE
cwc
DFC
FID
GC
GC-MS

GHB
LC
LC-MS

LLE
LPME
NPD

SPE
SPME
SOFT
TIAFT

American Academy of Forensic Sciences

Eletroforese capilar (do inglés capillary electrophoresis)

Chemical Weapons Convention

Droga facilitadora de crime

Detector de ionizacdo de chama (do inglés flame ionization detector)
Cromatografia a gas (do inglés gas chromatography)

Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (do inglés gas chromatography coupled to
mass spectrometry)

Gama-hidroxibutirato
Cromatografia liquida (do inglés liquid chromatography)

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (do inglés liquid chromatography coupled
to mass spectrometry)

Extracdo liquido-liquido (do inglés liquid liquid extraction)
Microextracdo em fase liquida (do inglés liquid phase microextraction)

Detector de nitrogénio e fésforo (do inglés nitrogen phosphorous detector)

SAMHSA Substance Abuse and Mental Health Services Administration

Extracdo em fase sélida (do inglés solid phase extraction)
Microextragdo em fase sélida (do inglés solid phase microextraction)
Society of Forensic Toxicologists

The International Association of Forensic Toxicologists
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TLC

WADA World Anti-Doping Agency

Cromatografia em camada delgada (do inglés thin layer chromatography)

LISTA DE PALAVRAS
Agente téxico
Armas quimicas

Farmaco

Espectrometria de massas

Imunoensaio

Cromatografia Jean Servais Stas
Dopagem Mathieu J. B. Orfila
Droga Paracelsus

Toxicologia post mortem

Veneno
Xenobiodtico
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