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Resumo

A toxicologia forense é uma ciéncia que estuda, analisa, classifica e determina os elementos ou substancias que foram encontradas
nas cenas dos crimes, ou que podem ter relagdo com o mesmo. O papel dos investigadores é o de desvendar os crimes e deste modo,
possibilitar que os culpados sejam punidos e os inocentes libertados. Diante disto, este trabalho teve como objetivo apresentar as
matrizes bioldgicas e as principais técnicas de extracdo e analises laboratoriais utilizadas na toxicologia forense. Para a elaboragéo da
pesquisa, foram realizadas buscas de dados eletronicamente disponiveis em érgéos oficiais, livros, artigos cientificos disponiveis nas
bases de dados Google académico® e PubMed, entre os anos de 2012 a 2023. A complexidade das matrizes de uso na toxicologia
forense e 0 aumento das substancias que podem ser utilizadas como meios de investiga¢do criminal tornam este campo da ciéncia de
grande importancia, devendo sempre levar em consideracdo a escolha correta da matriz que se deseja analisar e de acordo com o
objetivo que se pretende buscar na solugdo de um crime que envolve a toxicologia forense. Sendo assim, conclui-se que esta area tem
sido de muita importancia devido ao fato de haver diversas técnicas e procedimentos que possam possibilitar a resolucdo de crimes
como por exemplo, homicidios, suicidios e crimes facilitados pelo uso de drogas ilicitas. Neste sentido, mais estudos acerca do
assunto sao necessarios.

Palavras-chave: Toxicologia forense; Analise forense; Investigacéo; Andalise toxicologica; Ciéncia Forense; Toxicologia.

Abstract

Forensic toxicology is a science that studies, analyzes, classifies, and determines the elements or substances that have been found at,
or may have a bearing on, crime scenes. The role of investigators is to unravel crimes and thus enable the guilty to be punished and
the innocent to be set free. In view of this, this work aimed to present the biological matrices and the main extraction techniques and
laboratory analyses used in forensic toxicology. For the preparation of the research, searches were conducted for data electronically
available in official agencies, books, scientific articles available in Google academic® and PubMed databases, between the years
2012 to 2023. The complexity of the matrices used in forensic toxicology and the increase in substances that can be used as a means
of criminal investigation make this field of science of great importance, and it should always take into account the correct choice of
the matrix to be analyzed and according to the objective that is sought in the solution of a case. Thus, it is concluded that this area has
been of great importance due to the fact that there are several techniques and procedures that can make it possible to solve crimes
such as, for example, homicides, suicides, and crimes facilitated by the use of illicit drugs. In this sense, more studies on the subject
are needed.

Keywords: Forensic toxicology; Forensic analysis; Investigation; Analytical toxicology; Forensic Science; Toxicology.
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1. INTRODUCAO

A toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos das
substancias quimicas nos organismos vivos, tendo por
isso uma vasta aplicacdo [1-4]. O principal objetivo da
justica é resolver os crimes e, desta forma, punir os
culpados. O papel dos investigadores é o de desvendar os
crimes, permitindo assim, que os culpados sejam punidos
e os inocentes libertados [3,4]. Dentre essas aplicagdes, a
toxicologia forense é o ramo que utiliza os principios
fundamentais da toxicologia com o objetivo de auxiliar no
esclarecimento de fatos que apresentam interesse médico
legal [5].

Nesse sentido, o escopo do toxicologista forense
abrange a deteccdo, identificagdo e quantificacdo de
xenobidticos possivelmente envolvidos, parcial ou
totalmente, nas circunstancias que levaram a instauracéo
de um inquérito [5,6]. Para tal, sdo utilizadas matrizes
bioldgicas e/ou ndo bioldgicas, algumas das quais sdo
submetidas a processos de extracdo e, posteriormente, a
procedimentos analiticos que fornecerdo resultados sobre
a presencga ou a auséncia de uma determinada substancia,
bem como, a sua quantidade em alguns casos especificos
[5,7].

Nesse sentido, todo o processo utiliza matrizes
bioldgicas para essas analises. Existem varios tipos de
amostras que podem ser utilizadas em andlises forenses,
nas quais, as principais sdo separadas para pacientes post-
mortem, dentre elas, sangue periférico ou cardiaco, urina
(quando disponivel), cabelo, humor vitreo e outros tecidos
e Orgdos. Em analises forenses envolvendo pacientes
ante-mortem, ou seja, pacientes vivos, as opcles de
matrizes podem ser: urina, sangue, pelos/cabelo, entre
outros [8].

Quando se trata do uso de matrizes convencionais na
anélise forense de resolucdo de crimes em pacientes
vivos, por exemplo, o sangue e a urina tém se mostrado
eficazes, porém, atualmente, a amostra ndo convencional
na literatura, o cabelo, vem ganhando espaco, pois tem
sua investigagao de histérico de uso de xenobidticos [4].

As analises toxicolégicas sdo solicitadas com o
objetivo de detectar a presenca de substancias, bem como
a sua quantificacdo no organismo e, por fim, relaciona-las
com efeitos toxicos. Em geral, essas andlises sdo
realizadas em amostras coletadas, denominadas matrizes
bioldgicas [9]. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de
apresentar as matrizes biolégicas e as principais técnicas
de extracdo e andlises laboratoriais utilizadas na
toxicologia forense.

2. METODOS

Para este estudo, optou-se por uma pesquisa de
revisdo integrativa da literatura, que determina o

conhecimento atual sobre um tema especifico, uma vez
que é realizada com o intuito de identificar, analisar e
sintetizar resultados de estudos independentes sobre o
mesmo assunto. Assim, com base em referéncias
bibliograficas e cientificas, visando uma continua
atualizacdo da toxicologia forense, com énfase em suas
matrizes biolégicas, métodos de extracBes de amostras
bioldgicas e seus métodos analiticos.

Para a elaboracdo da pesquisa, foram realizadas
buscas de dados disponiveis eletronicamente em drgaos
oficiais (Ministério da Salde, resolucdes, leis, etc.), livros
e artigos cientificos disponiveis nas bases de dados
Google académico® e PubMed. As buscas foram
realizadas pelas palavras-chave: "toxicology”, "forensic
toxicology"”, "analytical toxicology", “ciéncia forense”,
“testes analiticos”, nos idiomas de inglés e portugués.

Como critério de inclusdo, foram analisadas todas as
bibliografias sobre o tema, sendo as mais atuais e
utilizadas. Como critério de exclusdo, utilizaram-se
artigos que estavam com assuntos muito sucintos ou
desatualizados em determinados itens.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A investigacdo dos locais de crime e dos seus
elementos de interesse forense deve ser documentada
através de fotografias, tal como foram encontrados pelos
peritos, ou através de desenhos sob a forma de esquemas
e plantas, aceites pelo Cddigo de Processo Penal [7,10].

Todo vestigio encontrado no local de um crime, seja
ele de qualquer natureza (instrumentos, pecas, produtos
quimicos, entre outros), deve passar por uma analise, ser
interpretado pelo profissional forense e relatado na forma
de um laudo que o descreva, denominado laudo técnico
pericial [11]. A reproducdo minuciosa realizada pelo
perito técnico no local onde ocorreu o crime, é entendida
como laudo pericial, sendo que todos os vestigios
coletados sdo importantes e interessam ao demonstrar se
possuem relacdo ou ndo com o fato ocorrido [7].

As principais evidéncias que podem ser encontradas
sdo manchas de sangue, impressGes digitais, pegadas,
marcas de pneus e, em geral, marcas de alguma
informagdo que seja considerada importante, armas de
fogo ou armas brancas como facas, cabelos, pelos,
venenos, pds, poeiras, cinzas, produtos quimicos, entre
outros [7]. Dentro das manchas podemos destacar as
matrizes mais utilizadas, como as matérias organicas,
sangue, sémen, vomito, fezes, urina, e as inorgénicas,
como a tinta, ferrugem, pélvora, lama, cera, entre outras
[7,12]. Por outro lado, é importante destacar que a
toxicologia forense atua em estreita cooperagdo com 0s
Institutos Médico-Legais (no Brasil) e, dessa forma,
raramente sdo coletadas amostras bioldgicas em locais de
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crimes para realizacdo de analises toxicologicas, frente a
outros vestigios.

3.1. Matrizes biolégicas na analise toxicolégica forense

Para a escolha de uma matriz ideal a ser utilizada em
toxicologia forense, deve-se sempre considerar a situacédo
em que o corpo se encontra, se 0 paciente em questdo esta
vivo ou morto, e o tipo de analise que se deseja fazer para
identificar possiveis metabdlitos. As matrizes de escolha
irdo variar em cada caso, podendo ser necessaria apenas
uma, no caso de uma matriz especifica, ou no caso do
paciente post-mortem, considera-se necessaria a utilizacao
de vérias matrizes [4,13]. Entre as matrizes bioldgicas
amplamente utilizadas estdo a urina, o sangue, o cabelo
ou pelos e o humor vitreo [4,14].

O sangue e a urina sdo as matrizes convencionais mais
prevalentes para a realizacdo de andlises toxicoldgicas.
No entanto, nas UGltimas décadas, matrizes bioldgicas
alternativas ou ndo convencionais tém apresentado
importancia relevante na toxicologia, principalmente
devido as suas vantagens, como por exemplo, a urina de
ser de facil coleta, componentes podendo ser identificados
entre 2-5 dias ou 0 sangue por apresentar metabdélitos em
até 24 horas aproximadamente, quando comparadas as
amostras convencionais [14].

3.1.1. Matrizes convencionais

Com o avanco da tecnologia na extracdo de analitos,
foi utilizada uma gama de amostras bioldgicas, neste
sentido, as extracBes tornaram-se mais acessiveis e
possiveis. As matrizes biolégicas sdo o sangue e a urina
[4,13]. Para que os resultados dos exames sejam
garantidos, € necessario que haja uma boa execugdo no
momento da coleta, devendo sempre atentar para as
questbes éticas e cuidados para que ndo ocorram
alteracGes nas matrizes coletadas [14].

Para a escolha de uma matriz ideal a ser utilizada em
toxicologia forense, deve-se sempre considerar a situagdo
em que o corpo se encontra, se 0 paciente em questdo estd
Vivo ou morto e o tipo de anélise que se deseja fazer a fim
de identificar possiveis metabdlitos. As matrizes de
eleicdo irdo variar em cada caso, podendo ser necesséria
apenas uma escolha especifica ou em casos, a utilizagdo
de varios tipos de amostras [4,13].

3.1.1.1. Urina

A utilizacdo da urina como matriz biol6gica é uma
escolha tradicional e a sua utilizagdo estd bem
estabelecida [3]. A principal via de eliminacdo de
substancias é através da urina, que é a matriz alvo para
investigagdes de metabdlitos [3,4]. E constituida em sua

maioria por agua e substancias quimicas organicas e
inorganicas dissolvidas. Geralmente, a urina &€ mais
utilizada para a investigagdo de metabolitos [14].

Autores [16] relatam que pode ser Util em casos de
agressao sexual, assédio, entre outros, porém nesta matriz
¢ possivel encontrar farmacos e metabdlitos em
concentracdes elevadas, sendo estas substancias
metabolizadas pelo figado (na etapa de metabolizacéo
e/ou  biotransformacdo da  farmacocinética) e,
posteriormente, eliminadas através da urina, pelo sistema
renal.

A excregdo de metabdlitos pela urina, ultima fase da
farmacocinética, € maior e mais rapida quando comparada
as drogas originais, assim como as concentracGes dos
metabdlitos também sdo mais altas quando comparadas as
drogas em sua fase inicial, ou seja, antes da
biotransformagdo [1,15,16]. A maioria das drogas s&o
encontradas na urina por um periodo de dois a cinco dias
ap6s o consumo, variando de acordo com a droga e a
quantidade utilizada pelo paciente, sendo detectado
apenas o seu uso recente [1,15,16].

3.1.1.2. Sangue

O sangue é uma matriz convencional amplamente
estudada na analise toxicoldgica forense, pois é o fluido
corporal mais comum encontrado nas cenas dos crimes,
fornece uma correlacdo adequada da concentragdo de
drogas no sangue. Por ser uma matriz com uma janela de
detecc¢do restrita, sabe-se que, dependendo do xenobidtico
a ser investigado, por exemplo, drogas de abuso, 0s seus
metabolitos podem ser rapidamente metabolizados e
subsequentemente  excretados em  poucas horas
(aproximadamente 24 horas). No entanto, em pacientes
post-mortem, considera-se necessario coletar sangue
periférico imediatamente, porque quando o0 sangue
cardiaco é colhido, pode envolver um maior risco de
contaminagé&o [14].

Trata-se de uma matriz complexa, sendo um fluido
constituido principalmente por &gua, mas que também
contém proteinas, gorduras, células suspensas, ions, gases
dissolvidos e produtos dos tecidos, como creatinina, ureia
e lactato, além de drogas e seus metabolitos [4]. Uma
limitagdo de uso desse tipo de matriz é que ela possui uma
janela de deteccdo restrita para as drogas de abuso, uma
vez que elas podem ser rapidamente metabolizadas, de
acordo com a meia vida de cada substancia [14]. Outra
desvantagem seria a dificuldade de amostragem em casos
ante-mortem, uma vez que se trata de um processo
invasivo, que exige material adequado e profissional
qualificado [4,15].

As amostras de sangue ndo sdo suficientes em
situagdes em que o corpo € encontrado em estado
avancado de putrefagdo, em exumacgdo ou morte por
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choque traumatico [1,15,16]. Assim, para estas
identificacGes sdo utilizadas matrizes ndo convencionais
como 6rgdos, tecidos, cabelos e humor vitreo [4].

3.1.2. Matrizes ndo convencionais

Nas Ultimas décadas, as matrizes bioldgicas
alternativas ou ndo-convencionais tém apresentado
relevante importancia em toxicologia, principalmente
devido as suas vantagens quando comparadas as amostras
convencionais, considerando que possuem caracteristicas
relevantes quanto a estabilidade dos analitos, com
métodos de coleta com maior deteccéo [17].

Os cabelos ou também chamados de pelos, sdo as
matrizes biolégicas mais utilizadas quando o assunto esta
relacionado a testes toxicoldgicos, pois é considerado um
tipo de matriz vantajosa, permitindo a determinagédo de
exposi¢do passada a farmacos, com uma janela de
deteccdo  estendida, com  semanas ou  até
aproximadamente 4-6 meses, porém ndo sendo possivel
seu uso recente, devido ao processo de incorporacdo na
queratina demorar alguns dias, dependendo do tipo de
substancia utilizada [4,7,14]. Entre as matrizes ndo
convencionais, podemos citar cabelos/pelos, fluido oral
(saliva), suor, unhas, humor vitreo, entre outros [4].

3.1.2.1. Cabelo

As matrizes ndo convencionais mais utilizadas séo o
cabelo e o pelo, no entanto, sdo classificadas como
matrizes bioldgicas usuais para testes toxicoldgicos
[18,19]. A utilizagdo deste tipo de matriz é bastante
vantajosa, pois possibilita a determinacdo da exposi¢do
passada de farmacos, com uma janela alargada na
deteccdo, sendo detectado o histérico do paciente, mas
ndo sendo possivel o seu uso recente, uma vez que 0
processo de incorporacdo das drogas a matriz é lento e
pode levar dias. O tempo de deteccdo varia entre 90 a 180
dias, dependendo do tipo de substancia utilizada [4,13].

A amostragem de cabelo é relativamente simples, ndo
invasiva, de féacil armazenamento e transporte.
Recomenda-se a raspagem rente ao couro cabeludo,
coletando cerca de 100 mg de cabelo [4]. Entretanto, uma
desvantagem desse tipo de matriz seria a baixa
concentracdo de analitos, o que requer métodos analiticos
de alta sensibilidade [14].

O uso de cosméticos capilares, como descoloracéo,
tinturas e permanentes, tende a reter a estabilidade das
drogas ficarem retidas no cabelo, sendo interferentes nas
identificacBes das amostras. As bases das formulagées dos
produtos para cabelo sdo fortes e ocasionam danos as
fibras capilares, processos estes que associados a
exposicdo em excesso a luz do sol, clima etc., podem

danificar a cuticula do cabelo, reduzindo as concentracGes
em até 80% das drogas [4,13].

3.1.2.2. Fluido oral ou saliva

Além do sangue e do sémen, o fluido oral ou também
chamado de saliva é outro fluido corporal comumente
encontrado em cenas de crime [18]. A saliva é muito
comum na monitoracdo de condutores no transito e para
se verificar 0 uso de drogas de abuso. As drogas passam
do sangue para a saliva através de infiltragdes ou difusdo
passiva, e podem ser detectadas nesta matriz em sua
forma metabolizada. A incorporagdo das drogas na saliva
é restringida para as moléculas de peso molecular alto,
como as drogas ionizadas ou ligadas a proteinas
plasmaticas [4,13]. Sua pesquisa se da em casos de uso
recente, dependendo da natureza as substancias podem ser
detectadas em até dois dias apds a exposi¢do, como no
caso da maconha e anfetamina [18,19].

A grande desvantagem é a quantidade de amostra
coletada, pois devido ao local e ao processo de
metabolizagdo, a quantidade do metabolito via saliva é
muito pequena, podendo também apresentar muitas
contaminagdes por outras drogas utilizadas por via oral,
possiveis interferéncias no momento da coleta, uso de
adulterantes, uso de agua ou outros liquidos minutos antes
da coleta, o ato de escovar os dentes antes da coleta, entre
outros [18,19].

3.1.2.3. Humor vitreo

O humor vitreo € um liquido gelatinoso, presente no
interior dos olhos [16]. Os farmacos chegam ao humor
vitreo através da passagem entre as barreiras sanguinea e
ocular, por transporte ativo. Nesta matriz ha presenca do
farmaco original em predominancia sobre os metabélitos
[16].

E uma das matrizes de maior interesse nas anélises
toxicoldgicas  post-mortem, pois possui  enorme
estabilidade frente a putrefacdo ou estados parciais de
carbonizagdo, o liquido encontra-se em ambientes estéreis
e sob a protecdo de traumas, com quantidades de
aproximadamente 2-2,5 mL. Essa matriz pode fornecer
informagdes sobre a causa da morte, bem como dosagens
de glicose no sangue do paciente no momento do Obito

[8].
3.1.2.4. Outros 6rgaos e tecidos em analises post-mortem

A coleta de 6rgéos e/ou tecidos (figado, rins, pulmdes,
visceras, bile, conteddo estomacal, rins, cérebro,
musculos, medula 6ssea, etc.), para analise em autopsia
post-mortem, pode ser Util na presenca de cadaveres em
estado avancado de putrefacdo, mortes por intoxicacGes
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letais de xenobidticos, sendo eles, drogas de abuso,
medicamentos em dosagens toxicas e letais, gases toxicos,
pesticidas, metais pesados, entre outros [4,11].

Os resultados quantitativos a partir de 6rgdos ndo sao
faceis de interpretar, mas podem ser (teis no
esclarecimento dos resultados do sangue periférico ou
cardiaco post-mortem. Recomenda-se que o0s 6rgaos
sejam colhidos apenas apds a evisceracdo [11]. As
amostras de tecido adiposo também podem ser utilizadas,
mesmo sendo com maior dificuldade de obtengio. E
necessario um cuidado especial durante a coleta,
manuseio e armazenamento desta matriz bioldgica, a fim
de evitar possiveis contaminag@es cruzadas [4,11].

Os o0ssos, Orgdos de menores vascularizagdes, sdo
colhidos a partir de restos esqueletizados, onde 0s 0ss0s
longos, por exemplo, o fémur é preferivel e
particularmente na forma de segmentos de anéis de fémur,
e, portanto, o grau de contato com as estruturas Gsseas
depende da sua localizagdo anatdmica e aporte sanguineo,
por serem o0ssos longos e supridos com maiores
quantidades de sangue [4,11].

Alguns fatores influenciam a deposicdo dos
xenobidticos nesta matriz, incluindo o tempo de
exposicao (aguda ou crénica), o local da colheita do 0sso,
tipo de 0sso, distribui¢do post-mortem e as caracteristicas
fisico-quimicas do xenobidtico [11,20].

As amostras coletadas devem ser identificadas e
encaminhadas ao laboratério para andlise, juntamente
com as informacgdes referentes de onde e amostra foi
encontrada, o local onde foi coletada, data, hora da coleta
a idade do individuo, a estimativa do horério em que
ocorreu 0 6bito do paciente, assim como o periodo do
tempo entre o falecimento e a realizagdo da necropsia
[14].

O figado é um dos principais 6rgdos a serem
coletados, frente a uma intoxicagdo medicamentosa ou
outra intoxicagdo por via oral. Dentre os 6rgdos de maior
vascularizagdo (figado, rins, coracdo, pulmdes, entre
outros 6rgdos e tecidos), ele é o primeiro a ser escolhido,
quando a pesquisa forense esta sendo realizada nos 6rgéos
[11,21]. A farmacocinética e a toxicocinética explicam
que é este 6rgdo o responsavel pelo efeito de primeira
passagem e pelo processo de metabolizacdo das
substéncias ingeridas por via oral [11].

Os rins acusam a presenga de algum agente tdxico que
possa ter causado algum dano nocivo devido a uma
possivel intoxicacdo. No que tange, a coleta nos pulmdes
serve para a identificagdo de uma possivel intoxicagdo
inalatéria/respiratoria [4,11].

3.2. Rastreio das matrizes bioldgicas da toxicologia
forense

As matrizes bioldgicas aplicadas nas analises de
toxicologia forense sdo, em sua maioria, muito complexas
e apresentam concentracbes muito grandes de
interferentes, quando comparadas a concentracdo do
analito de interesse [4]. Desta forma, antes da realizacdo
das andlises, as amostras devem passar por etapas de
tratamento prévio, que visam isolar os analitos de
interesse, diminuindo a concentracdo de interferentes,
além de possibilitar a concentracdo da amostra, obtendo
assim, uma amostra mais limpa [14].

Sendo assim, diversas técnicas podem ser empregadas,
dependendo das propriedades relacionadas a matriz, aos
analitos de interesse e seus metabdlitos e a técnica
instrumental aplicada. Primeiramente, as amostras passam
por processos de pré-tratamento para que posteriormente,
sejam submetidas as técnicas de extracdo. No pré-
tratamento das amostras, diversas técnicas podem ser
empregadas, tais com: lavagem e pulverizacdo (no caso
de amostras queratinizadas), centrifugacdo, separacdo de
compostos lipidicos, precipitacdo de proteinas, hidrdlise
de conjugados, digestdo enzimatica, entre outros [18,21].

Os procedimentos ocorrem de acordo com a
metodologia que foi empregada e de acordo com o0s
pardmetros internacionais de analises, onde se faz preciso
que ocorra a validagio da metodologia, assim, garantindo
com exatiddo e reprodutibilidade dos dados encontrados,
e desta forma evitar que erros e falsos positivos ocorram e
comprometam o doador da amostra analisada [4,13]. A
garantia de que ocorreu a extracdo de forma adequada das
substéncias de interesse da amostra, 0 uso de técnicas
especificas que as detectam, varia de acordo com o tipo
de amostra que se deseja analisar [8].

3.2.1. Métodos de extracdo para matrizes biologicas

O preparo de amostra é parte fundamental do
procedimento analitico, pois reduz os interferentes que
podem comprometer a seletividade e a sensibilidade ao
analito de interesse na matriz bioldgica [14]. As técnicas
de preparo de amostras exigem condi¢fes minimas para
serem aplicadas, dentre elas, a perda minima de amostra
com remocdo eficaz de interferentes, a alta recuperacao
do analito, baixo tempo de anélise e custo [14].

A técnica de centrifugacdo é relativamente simples e é
empregada na preparacdo de amostras como 0 sangue,
para separacdo de coagulos, e outras matrizes, como urina
e humor vitreo, para separacdo de particulas. Ja a técnica
de separagdo de lipidios é importante para evitar a
formacdo de emulsbes durante as etapas de extracdo. Uma
maneira de realizar essa separacdo seria 0 uso de
centrifugacdo refrigerada (4°C) [4,18].
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3.2.1.1. Precipitacao de proteinas

A precipitacdo de proteinas é uma técnica simples e
rapida de preparagdo de amostras. Consistem na
desnaturacdo das proteinas (perda da estrutura terciaria)
presentes na matriz através da adicdo de agentes
precipitantes (acido ou base forte, temperatura ou
solventes organicos, como acetonitrila e metanol). Apés a
adicdo do agente, a amostra é submetida a agitacdo e
centrifugagdo, permitindo assim, a separagdo do
precipitado proteico e do sobrenadante, utilizado para
analise toxicoldgica [14].

Em outras palavras, ela pode ocorrer por meio da
utilizacdo de diversos tipos de agentes precipitantes,
sejam eles sais inorganicos (por exemplo, sulfato de
zinco), solventes organicos misciveis em agua (metanol,
acetona, acetonitrila, etc.) éacidos  (perclérico,
tricloroacético e sulfossalicilico) ou temperatura [14]. Os
solventes organicos sdo mais indicados por minimizarem
a degradacdo de compostos termolébeis [4].

Apresentam vérias vantagens em relacdo a extracéo
liquido-liquido (ELL) convencional, tais como a
aplicabilidade a uma gama de analitos e melhores valores
de recuperacdo de analitos. Apesar das vantagens citadas,
¢ um processo efetuado manualmente, o que pode
aumentar o tempo de preparagdo de um grande nimero de
amostras [4,14].

3.2.1.2. Salting-out

A precipitac@o de proteinas utilizando sais inorgénicos
ocorre por meio de uma técnica conhecida como salting-
out [14]. E uma técnica muito utilizada para estudos
moleculares e forenses. Esta técnica caracteriza-se pela
adicdo de um sal inorganico a amostra aquosa e a um
solvente organico miscivel em 4&gua, formando um
sistema biféasico, com o objetivo de auxiliar na separagdo
do solvente organico miscivel em agua, além de melhorar
as extragcfes em solventes organicos apolares. Desta
forma, as particulas de 4gua da amostra passam a interagir
com os ions em solucéo, deixando de interagir com as
proteinas do meio. A interagdo entre as proteinas aumenta
0 que diminui sua solubilidade em meio aquoso, levando
a sua precipitacdo [14].

A eficacia deste procedimento depende das
caracteristicas  fisico-quimicas da substancia a ser
analisada e do tipo de sal utilizado. Apresenta varias
vantagens em relagdo a ELL convencional, tais como a
aplicabilidade a uma vasta gama de analitos, melhores
valores de recuperacdo dos analitos e uma grande
variedade de sais disponiveis (natureza quimica, peso
molecular e a volatilidade) [4,14].

Apoés tratamento prévio, as amostras podem seguir
para as etapas de extracdo, caso necessario. Varios

procedimentos podem ser empregados, sendo 0s mais
comuns a extragdo liquido-liquido (ELL) e a extragdo em
fase sélida (EFS) [14].

3.2.1.3. Extracao liquido-liquido (ELL)

A extracdo liquido-liquido (ELL) é um método de
preparo de amostras e tem como base a particdo das
amostras entre duas fases imisciveis, a organica e a
aquosa [18,19]. Para que a extragdo ocorra de forma
eficaz dependera da afinidade do analito a ser investigado
com o solvente de extracdo, a razdo das fases e dos
nimeros de amostras em que foram extraidas [8].

O processo de extracdo envolve a adi¢do de solvente
que vai extrair a substancia e seguida de uma agitacdo
mecanica que ird promover um contato maior entre as
fases organicas e a aquosa [18,19]. Apds, a mistura é
submetida a uma centrifugacdo que vai aperfeicoar a
separacdo entre as fases, e depois disto, é colhido a fase
de interesse para ser analisada (Figura 1) [4,22,23].
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Figura 1. Esquema ilustrativo do processo de extracdo liquido-liquido
(ELL). Fonte: os autores (2023).

Geralmente, a fase polar (aquosa) é constituida pela
matriz biolégica, como sangue e urina, j& a fase mais
apolar, é constituida por solventes organicos. As
caracteristicas  fisico-quimicas importantes para a
compreensdo dessa técnica sdo os valores de coeficiente
de particdo (log P) do analito de interesse no solvente
extrator, o coeficiente de ionizacdo do analito (pKa) e o
pH da solucdo aquosa. Quando o analito de interesse se
encontra na forma ndo ionizada, existe uma afinidade
maior pelo solvente apolar. Desta forma, conhecendo o
pKa do analito, é possivel ajustar o pH do meio, para que
o equilibrio se desloque para a forma ndo ionizada,
favorecendo a extracgdo [4,18,21].

Por ser um procedimento muito rapido, simples e com
grande nimero de solventes que fazem extragdes, a ELL é
0 método mais aplicado em analises toxicolégicas
[18,19]. O grande problema desta técnica analitica é a
geracdo de residuos de solventes, sendo que muitos deles
sdo toxicos, em muitos casos, até mais do que o prdprio
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analito de interesse, podendo afetar tanto o analisador, por
estar exposto, assim como o meio ambiente, por ser de
dificil descarte [8].

3.2.1.4. Extracdo em fase solida (EFS)

A Extracdo em fase sélida (EFS) baseia-se no
principio da separacdo por afinidade, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia gasosa (CG) e/ou a eletroforese capilar
(EC). No que se baseiam na CLAE, as etapas incluem a
retencdo e a eluicdo de analitos do fluido biolégico, a
remocdo de interferentes e a concentragdo da amostra [22-
24].

A EFS esta disponivel nos modos de fase normal, fase
reversa e permuta ibnica; no entanto, um dos formatos
mais utilizados é a fase reversa. Devido a varia¢do das
propriedades fisico-quimicas dos analitos de interesse,
estes formatos tradicionais nem sempre sdo adequados,
sendo necessaria a disponibilidade de diferentes fases
estacionérias e diferentes abordagens. Nesta técnica, 0s
analitos contidos numa matriz aquosa sdo extraidos,
juntamente com os compostos interferentes, depois de
passarem por um cartucho que contém um solvente sélido
[14,22-24].

Os principais objetivos da EFS sdo a remocdo da
interferéncia da matriz, a concentracéo e o isolamento dos
analitos [22-24]. Geralmente, é utilizado um solvente
organico seletivo para remover a interferéncia e, em
seguida, outro solvente é utilizado para remover 0s
analitos de interesse da fase. A EFS convencional oferece
vérias vantagens, destacando-se o consumo de menores
volumes de solvente em compara¢do com a ELL, o menor
tempo de operacdo da técnica, a elevada recuperacdo de
analitos e a possibilidade de automatizagéo [18,19,22]. No
entanto, também apresentam algumas limitagGes, como a
etapa de dessorcdo dos analitos que requer 0 uso de
solventes téxicos e a ocorréncia de efeitos de matriz
[14,23,24].

3.2.1.5. Extracao por Headspace (HS)

Para a determinagdo do etanol e de outros compostos
voléteis (tais como inalantes e gases venenosos) presentes
no sangue, fluidos e homogenatos de tecidos, esta é a
técnica mais conveniente a ser aplicada para a extragdo
dos xenobidticos. Nesta técnica, a amostra é inserida em
recipiente hermeticamente fechado e termostatizado, por
determinado tempo de incubacdo, permitindo adequado
equilibrio dindmico entre as fases liquida e gasosa da
amostra. Em seguida, uma aliquota da fase gasosa da
amostra é recolhida e analisada por CG (Figura 2).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da Extracdo por Headspace (HS). Fonte:
os autores (2023).

Trata-se de uma técnica que permite o isolamento dos
analitos volateis da matriz de modo simples, eficiente,
consideravelmente rapido e de baixo custo [14].

3.2.1.6. Extracdo com ponteiras descartaveis (DPX)

A extracdo em ponteiras descartaveis (DPX), recente
técnica de preparo de amostra, € baseada no equilibrio de
sor¢do do analito presente na amostra com 0 sorvente.
Esta técnica consiste em uma variante da extracdo em fase
solida (EFS) convencional. A DPX utiliza uma ponteira
convencional de pipeta (1 ou 5 mL), no qual o sorvente
esta contido livremente entre dois filtros. A amostra
aspirada pela ponteira é misturada dinamicamente com o
sorvente por meio da aspiracdo de ar. A extracdo ocorre
em fase solida dispersiva, assegurando adequada
superficie de contato (amostra/sorvente) e
consequentemente, eficiente extragdo [14].

A extracdo consiste no condicionamento da ponteira
com o solvente adequado, seguido de aspiracdo da
amostra e da promoc¢do do contato com a fase estacionaria
contida na pipeta. Ap6s o tempo de contato, a matriz é
descartada, seguindo-se as etapas de lavagem e elui¢do. O
uso desta técnica combina com a rapidez, uso minimo de
solventes com alta recuperacdo, alta eficiéncia de
extracdo, produtividade e rendimento, além da
possibilidade de automagdo [14].

A DPX é uma técnica de preparo de amostra rapida e
simples que utiliza reduzido volume de amostra e de
solvente organico [14]. Esta técnica minimiza
normalmente os passos de condicionamento necessarios,
acelerando assim o processo de preparagdo da amostra.
Trata-se de um método Unico em que o solvente contido
no interior de uma ponta € completamente misturado na
solucdo da amostra por meio da aspiragdo de ar. As
principais areas de aplicagdo, nas quais a extracdo DPX
foram reportadas por sua utilizacdo sdo nas analises
forenses, quando se trata de drogas de abuso e de
contaminantes alimentares, principalmente quando estes
estdo com a presenca de pesticidas [25].

3.2.1.7. Microextracao em fase sélida (MEFS)
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A microextragdo em fase solida (MEFS) consiste na
remocdo de compostos volateis e semivolateis em
amostras constituidas por 4&gua, ou seja, aquosas,
empregando uma seringa modificada contendo um
microtubo de aco inoxidavel com uma agulha interna. O
microtubo possui cerca de 1 cm de fibra de silica fundida
revestida com um polimero organico [14]. O método
consiste na captura dos analitos em uma fibra capilar de
silica fundida quimicamente modificada, coberta com
uma pelicula de material apropriado, com posterior
andlise direta por técnicas cromatograficas de alta
eficiéncia, como a CG e a cromatografia liquida (CL)
[14,22,23].

O procedimento de extragdo utilizando MEFS pode
ser realizado de duas formas. A primeira consiste na
imersdo direta da fibra na amostra, mantendo-a sob
agitacdo durante a extracdo do analito; a segunda consiste
na utilizacdo da técnica de HS, em que a amostra é
aquecida e os componentes volateis sdo adsorvidos na
fibra. E essencial que as condi¢Bes para a extragio na
fiora MEFS sejam otimizadas, tais como o pH, a
concentragdo de sal (para o efeito de salting-out), o
volume da amostra, o tempo e a velocidade de agitacdo da
amostra, a temperatura e o tempo de extragdo. O espago
livre no frasco de amostra pode influenciar a extragdo da
substancia [15,16,22].

A fibra MEFS ¢ introduzida no recipiente que contém
a amostra, o protetor da agulha da fibra é retraido e a fibra
de silica é exposta ao meio, onde ocorre a extra¢do dos
analitos. O revestimento polimérico da fibra atua
concentrando os analitos por processos de absorcdo ou
adsorcéo [14,23].

Apdbs o processo de extracdo, as substancias a serem
analisadas, e concentradas na fibra, sdo dissolvidas
termicamente através da introducdo da fibra no injetor
aquecido de um cromatografo de gas. A dessorcao
também pode ser efetuada por CL, utilizando o préprio
solvente da fase movel [15,16,22].

As principais vantagens da técnica sdo a elevada
sensibilidade, seletividade, precisdo, a possibilidade de
automatizacao e a eliminagdo da utilizacdo de solventes.
As desvantagens sdo o0s elevados custos associados a
técnica, a fragilidade das fibras e o elevado tempo de
extracgdo [15,16,22].

3.2.18.
(MELLD)

Microextragdo  liquido-liquido  dispersiva

Microextracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD)
baseia-se no equilibrio da distribuicdo da substancia a
analisar entre a amostra e 0 solvente de extracdo.
Caracteriza-se por um sistema de extragdo ternario, em
que o solvente extrator e o solvente dispersante sdo
rapidamente injetados na amostra aquosa com o auxilio de

uma seringa, formando uma solugdo turva no tubo
(amostra aquosa/solvente extrator/solvente dispersante)
que é submetida a centrifugacdo, onde as particulas do
solvente extrator sdo sedimentadas. Esta fase sedimentada
é recolhida e submetida a analise toxicoldgica [22,23,26].

As vantagens desta técnica incluem menor tempo de
extracdo, simplicidade de operacdo, rapidez, baixo custo,
alta recuperacdo do analito alto fator de enriquecimento,
utilizacdo de volumes reduzidos de solvente organico e
aplicacdo a uma vasta gama de analitos. No entanto, as
desvantagens sdo: utilizacdo de solventes tdxicos, todo o
processo de extracdo é realizado de forma manual e a
centrifugagdo limita o volume de amostra a ser utilizado,
é a etapa mais demorada do processo, dificuldade de
automatizacdo devido a necessidade de etapas de
separacéo de fases e de centrifugacéo [26].

3.3. Testes analiticos

A utilizaglo da toxicologia analitica vem crescendo e
se desenvolvendo dentro da toxicologia forense nos
altimos anos e é amplamente utilizada para auxiliar em
investigacBes de morte, em questdes civis e criminais
envolvendo uso de drogas, em testes de drogas de abuso
em ambientes correcionais e medicina prisional, em
seguranca rodoviaria e no local de trabalho, em questdes
envolvendo poluicdo ambiental, bem como em doping
esportivo [4,14].

As técnicas modernas dependem fortemente de
analises de triagem de imunoensaio e espectrometria de
massa (EM) e para anélises confirmatorias, usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e/ou
cromatografia gasosa (CG) como técnica de separacdo
[4,14,25].

3.3.1. Imunoensaio

Os imunoensaios sdo testes bioquimicos usados para
detectar ou quantificar uma substancia especifica, o
analito, em uma amostra biolégica, por meio do
reconhecimento de um antigeno por um anticorpo.
Caracterizam-se por serem testes simples e préaticos,
faceis para o preparo da amostra e apresentam resultados
em tempo consideravelmente curto, em poucos minutos, a
partir da leitura visual do dispositivo na presenca ou
auséncia de coloracéo [20].

Os imunoensaios sdo técnicas para a deteccdo ou
quantificacdo de antigenos ou anticorpos, podendo utilizar
reagentes marcados ou ndo marcados. Os ensaios com
reagentes ndo marcados possuem sensibilidade de
deteccdo menor, pois é necessario que se forme grande
quantidade de imunocomplexos para que se processe a
visualizagdo do fendbmeno [27].
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Ha varios kits de imunoensaios que sdo utilizados na
toxicologia forense. De forma simplificada, todos eles se
baseiam na competicdo da ligacdo entre anticorpos e
antigenos (farmacos, drogas etc.) [2].

Os testes de imunoensaios podem ser classificados em
testes de imunocromatografia ou automatizados.
Caracterizam-se por serem testes simples e praticos,
faceis para o preparo da amostra e apresentam resultados
em tempo consideravelmente curto. Podem ser aplicados
in loco, utilizando teste imunocromatograficos rapidos,
como por meio automatizado, como por exemplo, teste de
Elisa, o resultado mostra-se pronto em poucos minutos
(15-20 minutos) com presenca ou auséncia de cor [25].

3.3.1.1. Imunocromatografia

Os testes de Imunocromatografia sdo utilizados para
andlises qualitativas e também para monitorizaces em
ambientes ndo laboratoriais ou deficientes de recursos,
sem acesso a aparelhos mais sofisticados. Suas aplicacdes

incluem pesquisa de antigenos, anticorpos, drogas,
T T T ST e
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hormdnios e metabdlitos. Existem variagdes nos formatos
dos testes imunocromatograficos, podendo ser de fluxo,
lateral ou cervical (Figura 3) [25,28].

O teste imunocromatografico é um imunoensaio por
competicdo, onde a droga ou 0s seus metabolitos de uma
amostra de urina competem com a droga fixada na
membrana pelo anticorpo especifico conjugado. O
dispositivo contém uma tira de membrana, no qual é
fixado com a droga sobre a banda do teste (T). Um
anticorpo  monoclonal antidroga especifico conjugado
ouro coloidal esta fixada numa “almofadinha” por onde
passa a urina, logo apds a absorcdo. Apds mergulhar a
membrana na urina, o conjugado ouro coloidal move
cromatograficamente por acdo da capilaridade e o
anticorpo migra para a regido do teste. Se ndo ha
moléculas de droga na urina, 0 anticorpo conjugado ouro
coloidal se liga a droga fixada na regido do teste
formando uma linha visivel. Portanto, a formagdo de uma
linha visivel precipitante na zona de teste ocorre quando a
urina é negativa para a droga (Figura 4) [25,29,30].
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Figura 3. A: Cartuchos para testes imunocromatograficos contendo 10 pardmetros, com 5 parametros em cada lado. B: Cartuchos de testes
imunocromatogréficos contendo 10 pardmetros, com 5 pardmetros em cada lado. C: Cartuchos de testes imunocromatograficos contendo 12
parametros. Fonte: Imagem de aula pratica da disciplina de Toxicologia geral e clinica do curso de Medicina da Universidade Paranaense
(UNIPAR), com a professora responsavel Profa. Dra. Giuliana Zardeto (2022).
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Figura 4. Demonstracdo do teste negativo e do teste positivo. Fonte: os
autores (2023).

Quando a droga estd presente na urina, a droga/
metabdlito (antigeno) reage com conjugado antidroga
especifico e ndo reagindo com a droga fixada na regido do
teste. Quando a concentracdo suficiente da droga estd
presente, este preenchera a porcédo limitada do anticorpo.
Isto ndo permitira a ligagdo do anticorpo conjugado ouro
coloidal com a droga conjugada fixada na regido do teste.
Portanto, a auséncia da faixa colorida na regido do teste
indica um resultado positivo (Figura 4). Uma faixa
controle com uma reacdo antigeno/anticorpo é também
fixada imunocromatograficamente na membrana da tira
na regidao do controle (C) para indicar que o teste foi
executado apropriadamente. Esta linha de controle deve
sempre aparecer, independente da presenca da droga e dos
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seus metabolitos. Isto significa que urina negativa
produzira 2 faixas coloridas, e urina positiva somente uma
faixa colorida. A presenca dessa faixa colorida na regido
do controle, portanto, serve como: 1) verificacdo de que o
volume de urina foi suficiente, e 2) e que a absorcéo e o
fluxo foram corretos (Figura 4) [25,29,30].

O teste imunocromatografico na area forense s6 foi
possivel ap6s adaptacdo por parte dos investigadores,
provando que pode ser utilizado para identificar a
presenca de sangue ou urina humana em amostras de
interesse criminal, mesmo que estejam envelhecidas,
contaminadas ou em estado de putrefacdo, na andlise
forense podem ser utilizados trés procedimentos
diferentes, variando de acordo com o tipo de amostra
encontrada [25,31].

De acordo com estudos e pesquisas, ficou comprovado
que a imunocromatografia pode ser empregada para
detectar hemoglobina humana em amostras obtidas de
roupas, armas de fogo, armas brancas, pedagos de
madeira e outros objetos de interesse criminal e
superficies que fazem parte da cena do crime. A
confirmagéo da presenca de hemoglobina humana, auxilia
0 perito criminal a esclarecer uma investigacdo e permite
a identificacdo da vitima quando desconhecida e do
possivel suspeito através de técnicas de biologia
molecular [25,28].

3.3.1.2. Imunoensaio automatizado

O instrumento automatizado do sistema reagente foi
projetado especificamente para a selecdo preliminar de
farmacos de abuso em urina, analise qualitativa de varios
analitos em soro e a andlise quantitativa de alcool etilico
na urina, soro ou plasma. O analisador possui um painel
completo de acesso aleatério e um carrossel projetado
para analisar 16 amostras de urina [32].

Quando as moléculas do analito de interesse se ligam
aos anticorpos, os analitos marcados deslocam-se e
reagem com o substrato que foi adicionado no sistema,
gerando um sinal, podendo ser medido pela
espectroscopia [7].

3.2.2. Cromatografia

A cromatografia é o método analitico mais utilizado
pelos quimicos forenses. Nela constam diferentes tipos,
entre eles, a cromatografia gasosa (CG), com deteccéo de
ionizacdo de chama e o amostrador rarefeito (usado para
material bioldgico), a cromatografia liquida (CL) (usada
na identificacdo de anfetamina, efedrina e epinefrina) e a
cromatografia em camada delgada (CCD) [14]. Além
disso, a espectrometria, a microscopia, a calorimetria e
outros métodos também sdo utilizados. O uso depende do
objetivo da identificacdo, do método adequado e dos
recursos disponiveis no laboratério forense [14,33,34].

Dentre as metodologias de cromatografia, a
cromatografia em camada delgada é a mais simples.
Trata-se de uma técnica de separacdo, onde a amostra é
aplicada sobre uma placa, que pode ser de diferentes
materiais, como papel ou silica (fase estacionaria), e
depois é eluida por um solvente (fase maével). Depois
disso, a placa deve ser revelada, utilizando reacGes
colorimétricas. Essa técnica ndo é muito empregada
atualmente, uma vez que fornece pouca especificidade e
seletividade [34,35].

Outros métodos cromatograficos podem ser utilizados
para confirmar a identidade do sangue, por exemplo. A
cromatografia em papel (CP) foi a primeira técnica e
envolveu a separagdo da hemoglobina e seus derivados
[35]. Um reagente em spray alcodlico de benzidina em
conjunto com um spray de perdxido de hidrogénio foi
utilizado para detectar manchas e 0 componente
hematoporfirina foi visualizado devido a fluorescéncia
sem pulverizacdo [35].

A principal desvantagem dessa técnica era o longo
tempo de revelagdo e a necessidade de pré-saturacdo. A
cromatografia em camada fina (CCF) também foi
utilizada com uma técnica de revelacdo semelhante, no
entanto, esses testes ndo sdo usados atualmente em
laboratérios forenses [35].

3.3.2.1. Cromatografia liquida (CL)

A cromatografia liquida (CL) é uma alternativa de
técnicas cromatogréaficas mais antigas, e 0s avangos na
area permitiram desenvolver métodos de andlises [33].
Nos dltimos anos, a CL tem sido muito utilizada,
principalmente acoplada ao espectro de massas, pois
oferece maior sensibilidade e deteccdo de compostos
termicamente labeis [36]. Em CL, a fase mdvel é formada
por um liquido. Quando se utilizam técnicas como a CL
de alta pressdo, este liquido é introduzido na coluna
através de uma bomba, de forma a aumentar a sua presséo
[22,23,33].

3.3.2.2. Cromatografia liquida acoplada ao espectro de
massa (CLAE)

A cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
ou chamada de cromatografia liquida acoplada ao
espectro de massas (CLAE) trata-se de uma técnica muito
importante, pois determina a separacdo, a quantificacéo,
purificacdo e a andlise de componentes presentes em
misturas de substancias ndo volateis ou instiveis
termicamente, ou seja, a CLAE possui a capacidade de
realizar separagdes de andlises quantitativas de compostos
presentes em varios tipos de matrizes bioldgicas [7].

Uma das vantagens da CLAE é que as separacdes
podem ser realizadas em poucos minutos, com o auxilio
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de uma coluna de alta resolugdo; ja as suas desvantagens:
a grande quantidade de amostra requerida e o tempo gasto
no caso da cromatografia em coluna (CC) aberta [33-35].

A HPLC apresenta uma vantagem em relacdo a
cromatografia gasosa, pois ndo é necessaria a realizacdo
de uma etapa de derivatizacdo. A utilizacdo da técnica
acoplada a espectrometria de massas é a mais indicada,
uma vez que sua sensibilidade é maior, para deteccdo de
substancias em concentracbes mais baixas [36].
Entretanto, a utilizacdo de detectores UV (ultravioleta) ou
DAD (Diode Array Detector) ainda desempenha um
papel importante, principalmente para andlises
qualitativas ou mesmo quantitativas, apesar da
identificacho do composto ndo ser indubitavelmente
comprovada [36,37].

3.3.2.3. Cromatografia gasosa (CG)

A cromatografia gasosa (CG) foi desenvolvida no
final da década de 70. A técnica tem sido escolhida para
identificar se o cabelo/pelo de uma pessoa, por exemplo,
foi exposto as drogas e substéncias xenobioticas. Essa
técnica, em especial nos Estados Unidos (EUA), vem
sendo aplicada em cadaveres, o que tem sido muito til na
resolugdo de inimeros crimes [4,34,35].

A CG é uma técnica de andlise, separacdo e
identificacdo de compostos presentes em misturas de
substancias volateis e semivolateis por interagdo
diferencial dos seus componentes entre uma fase
estacionéria (liquido ou sélido) e uma fase mével (gas),
na qual é utilizada em muitos ambientes, tal como na
pericia forense para a separacdo de determinados analitos
que devem apresentar baixo ponto de ebuligdo em relacéo
as demais substncias contidas na amostra, pois
possibilita a deteccdo de quantidades muito pequenas e
uma ampla variedade de amostras a serem analisadas
[7,22,23].

3.3.2.4. Cromatografia em fase gasosa acoplada a um
espectro de massa (CG-EM)

A cromatografia em fase gasosa acoplada a um
espectro de massa (CG-EM) é amplamente utilizado para
a analise, pois oferece vantagens como sensibilidade e
especificidade de detecclo que facilitam a identificacdo
inequivoca e a determinacédo de niveis residuais presentes
nas amostras testadas [36,37].

A incorporacdo de cromatografia gasosa para sistemas
GC-MS passiveis de campo também provou ser bastante
bem-sucedida, pois esses instrumentos foram usados
pelos EUA Exército em laboratérios méveis em éareas de
conflito, como Iraque e Afeganistdo, para identificacdo
rapida de drogas e explosivos no teatro de operacées [36].

Embora a tecnologia de GC-MS de laboratério seja
uma tecnologia madura ha algum tempo, 0 uso mais

significativo de GC-MS comercializavel é um
desenvolvimento relativamente recente. O grande
intervalo de tempo entre o uso generalizado de GC-MS no
laboratério e GC-MS no campo pode indicar que
podemos esperar um intervalo semelhante entre a recente
adocdo de espectrometria de massa (EM) de ionizacao
ambiente em laboratérios forenses e a implementacao de
sistemas de campo baseados em ambiente ionizacdo para
analise forense [22,36].

O acoplamento de um cromatégrafo com o
espectrdmetro de massas combina as vantagens da
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo)
com as vantagens da espectrometria de massas (obtencéo
de informagéo estrutural, massa molar e aumento
adicional da seletividade) [20,23,34].

3.3.2.5. Espectrometria de massa (EM)

A espectrometria de massa (EM) é comumente
utilizada em laboratérios de quimica forense para analises
sensiveis e definitivas [34]. Tem havido esforcos
significativos para levar a andlise de espectrometria de
massa ao local por meio do desenvolvimento de
instrumentos robustos e utilizaveis em campo [35,36].

Testar amostras no campo é de particular interesse em
ciéncia forense, seguranca nacional e aplicacbes de
defesa. Na quimica forense, testar drogas apreendidas no
campo pode melhorar significativamente a eficiéncia no
processamento de casos criminais relacionados [36]. A
EM pode fornecer dados confidveis para locais de teste de
pessoal militar para possivel liberacdo de armas quimicas
[36].

Dois fatores motivadores no desenvolvimento de EM
forense em campo séo para melhorar o fluxo de trabalho e
a triagem de alto nivel de evidéncias potenciais. A
evidéncia forense mais comum analisada com EM séo
drogas apreendidas [36].

A maioria das analises de campo atuais de drogas sdo
realizadas usando testes colorimétricos. Os policiais
podem realizd-los com treinamento minimo e ndo
requerem instrumentacdo. Embora a triagem de campo
com testes de cores tenha se mostrado eficaz em fornecer
causa provavel para prisdo no caso de drogas apreendidas
mais “tradicionais”, como cocaina, opiaceos e
anfetaminas, sabe-se que elas produzem falsos positivos.
Os testes de cores sdo apenas testes preliminares antes do
teste de confirmacgdo em um laboratorio forense [36].

A EM é uma técnica analitica utilizada para a deteccdo
e a identificacdo de compostos de interesse por meio de
sua massa € estrutura quimica, ela consiste em analisar 0s
atomos e as moléculas através da relagdo massa/carga dos
fons presentes nas substancias analisadas no estado
gasoso [7].

A andlise é desenvolvida para a qualificagdo e
quantificacdo de analitos, diante da ionizacdo dos 4&tomos
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e moléculas neutras, pois os analisadores dependem da
aceleracdo dos ions envolvidos, frente a relagdo m/z
(massa/carga), no qual é colocada com um outro fator na
andlise, e ndo tendo unicamente a massa como fator
determinante [7,34].

E uma técnica extremamente valiosa no qual as
moléculas contidas em uma determinada amostra séo
convertidas em ifons na fase gasosa e separadas
sequencialmente por um espectrdmetro de massa onde a
separacédo é realizada rapidamente por um espectrometro
de massa onde separa 0s ions em movimento com base
nas suas relacbes massa/carga.  Através do
bombardeamento com elétrons, a produgéo de ions torna-
se possivel. Os ions passam através de um campo
magnético fazendo diferentes trajetérias dependendo das
suas massas [7].

3.3.2.6. Eletroforese capilar (EC)

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica de
separacdo em fase liquida que se baseia na migracdo
diferencial de espécies idnicas ou ionizaveis quando as
mesmas sdo submetidas a um campo elétrico. Nos
tempos, a EC tem sido reconhecida como uma das
maiores inovacdes na area de separagdes, com aplicacao
em diversos campos da quimica analitica. O potencial
desta técnica para andlises forenses foi demonstrado pela
primeira vez em 1991. Os instrumentos de EC sdo
significativamente menores na EC, principalmente pelo
baixo consumo de solventes e com o baixo custo das
colunas capilares [4,14].

3.3.2.7. Espectrometria de Absorcdo Atdmica (EAA)

A espectrometria de absor¢do atbmica (EAA) é uma
técnica analitica de deteccdo qualitativa e determinagédo
quantitativa de determinados elementos, recorrendo a
absorcéo de radiacdo pelos 4tomos no seu estado gasoso.
Ocorre quando um atomo na forma de vapor absorve ou
emite radiacdo em determinados comprimentos de onda,
caracteristicos dos elementos [39].

E uma técnica muito difundida para determinagdo de
elementos-traco.  Essa  técnica  envolve radiagdo
eletromagnética que pode ser absorvida pelos 4&tomos dos
constituintes quimicos das amostras. Ela é baseada na
quantificacdo de espectros de linhas finas que surgem da
transicdo eletrdnica, envolvendo a camada mais externa
do atomo. A amostra a ser analisada € decomposta por
intenso calor, produzindo &tomos livres capazes de
absorver radiacdo eletromagnética, em comprimentos de
ondas caracteristicos, produzindo espectros atdmicos
[38,39].

Os componentes basicos de um espectrdmetro de
absorc¢do atdmica incluem: fonte de radiacdo, que emite o
espectro do elemento de interesse; sistema de atomizacéo,

na qual a amostra é introduzida e os atomos da amostra
sdo produzidos; monocromador, para a dispersdo da luz e
selecdo do comprimento de onda a ser utilizado; detector,
que mede a intensidade de luz, transforma este sinal
luminoso em um sinal elétrico e o amplifica; e um display
(ou registrador) que registra e mostra a leitura depois do
sinal ser processado. Essa técnica € monoelementar e é
usada para leitura de metais (Figura 5).

Fonte de ¢ Sistema de
Radiagdo Atomizagao

&

Amostra

Detector

¢ Monocromador| l:>

Figura 5. Diagrama de blocos da espectrometria de absorgdo atdmica
(EAA). Fonte: Adaptado de [39].

3.5.2.8. Outros tipos de Métodos analiticos

Métodos espectroscdpicos, como a absor¢do UV-vis,
sdo considerados confiaveis para confirmar a presenca de
sangue em uma mancha. Muitos derivados diferentes da
hemoglobina tém uma banda de absor¢do forte
caracteristica em torno de 400 nm que é chamada de
Banda Soret. Muitos desses testes podem distinguir entre
diferentes derivados de hemoglobina e também mostrar
um resultado positivo para manchas mais antigas que
tiveram um resultado negativo com outros testes
presuntivos e testes de cristal [38].

No entanto, existem muitas condi¢cBes que podem
interferir nos resultados espectrais, como a submersao em
agua, exposi¢do a luz solar, aquecimento e ferrugem [38].
Um microespectrofotdmetro pode ser usado para medir
um espectro de absorcdo ap6s uma amostra ter sido
tratada com o reagente de Takayama [33,38].

Outro  teste  espectroscopico € baseado na
fluorescéncia da hematoporfirina por excita¢cdo com luz
ultravioleta.  Verificou-se que este método é
especialmente bem-sucedido ao lidar com manchas de
sangue em metais oxidados, manchas de sangue de até 10
anos e manchas de sangue expostas a condi¢des néo
adequadas para absor¢do UV-vis, como calor, luz solar e
umidade [36,38]. Os melhores resultados podem ser
obtidos analisando um extrato salino da mancha de
sangue, e € importante ter em mente que existem
possiveis falsos positivos, uma vez que compostos de
porfirina ocorrem com frequéncia em sistemas biolégicos
[38]. Esses testes espectroscépicos ndo sdo usados ha
muitos anos para a investigagdo de crimes, mas é
importante inclui-los nessa discussdo para ajudar a
entender a evolugdo dos testes de fluidos corporais [38].

A anélise de isoenzimas € outra técnica que pode
confirmar a presenca de sangue comparando as diferencas
nos padrdes de isoenzimas da lactato desidrogenase

99



M.R.S. da Lomba et al., Rev. Bras. Crimin. 12(4), 88-102, 2023

(LDH) de diferentes fluidos [29,34]. Ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA) é outro método
que tem sido usado para identificar sangue [35] bem
como identificar grupos sanguineos usando diferentes
anticorpos [38].

E essencial que os sistemas analiticos sejam
totalmente validados e adequados para o proposito e 0s
lotes de ensaio sejam monitorados com controles de
qualidade. Programas externos de proficiéncia monitoram
tanto o ensaio quanto o pessoal que executa o trabalho.
Para que um laboratério tenha um desempenho ideal, é
vital que as circunstancias e o contexto do caso sejam
conhecidos e que o laboratério entenda as limitagdes dos
sistemas analiticos usados, incluindo a estabilidade do
medicamento [37].

Os radioimunoensaios  foram as  primeiras
metodologias utilizadas nas andlises toxicologicas,
principalmente para os cabelos, por exemplo, porém
devido a disponibilidade para um pequeno namero de
drogas, baixa sensibilidade e a utilizacdo de material
radioativo sdo pouco utilizados atualmente e apenas como
métodos de triagem [39].

Diante de todos os itens demonstrados no presente
estudo, pode-se observar que hoje em dia 0s peritos
possuem diversos testes analiticos para identificagdo de
possiveis crimes, sabendo-se da importancia correta da
matriz onde se deseja investigar, assim como, caso seja
necessario, a extragdo das mesmas para que possam ser
incluidas nos equipamentos analiticos.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que as ciéncias criminais, através de
diversas técnicas e procedimentos, tém sido de grande
importancia na resolucdo de crimes vindos, por exemplo,
de violéncia sexual, homicidios, utilizagdo de drogas
ilicitas, entre outros, indo além da simples identificacdo
de um possivel suspeito, mas também, afastando a
possibilidade de um inocente responder por um crime que
ndo cometeu. Ao lidar com matrizes biolégicas,
considera-se necessario que o analista de pericia criminal,
juntamente com toda a equipe, conheca 0s xenobidticos
que estdo presentes e o tempo (horas, dias, meses, anos)
em que se encontra em cada matriz bioldgica,
minimizando assim, as chances de erros na leitura e
interpretacdo dos resultados, bem como, alinhar o método
analitico mais adequado diante da escolha das matrizes.
Nesse sentido, mais estudos acerca do assunto séo
NEecessarios.

CONTRIBUICAO DOS AUTORES
Todos os autores contribuiram para a concepcdo do

estudo, analise e interpretacdo dos resultados e
conclusdes. Todos os autores fizeram a revisdo critica do

manuscrito, deram a aprovacgdo final e concordaram em
ser responsaveis por todos os aspectos do trabalho.

AGRADECIMENTOS
Universidade Paranaense (UNIPAR).

FONTE DE FINANCIAMENTO
Universidade Paranaense (UNIPAR).

DECLARACAO DE CONFLITO DE INTERESSES
Os autores declaram ndo haver conflito de interesses.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] A.A. Matos, M.M. de Oliveira, L.I.F. Santos, P.P.
Boareto, L.P. Moreira, M.D.A.O. Shimabukuro, et al. &
M. do Nascimento. Cocaina: intoxicacdo aguda e suas
alteracdes fisioldgicas: Cocaine: acute intoxication and its
physiological alterations.  Brazilian  Journal  of
Development 8(10), 65804-65809, 2022.

[2] C.D.C. Santos, C.H.B. Sabino, C.R. Pereira, T.O.
Queiroz, & F.J. Mininel. Quimica Forense: a Ciéncia e
sua Importancia para a Sociedade. Revista de Ciéncias
Exatas e Tecnologia 16(16), 16-23, 2021.

[3] N. Fernandez, L.M. Cabanillas, N.M. Olivera, & P.N.
Quiroga. Optimization and validation of simultaneous
analyses of ecgonine, cocaine, and seven metabolites in
human urine by gas chromatography—mass spectrometry
using a one-step solid-phase extraction. Drug Testing and
Analysis 11(2), 361-373, 2019.

[4] S. Oga, M.M.A. Camargo, J.A.O. Batistuzzo.
Fundamentos de Toxicologia. 5.ed. Sdo Paulo: Atheneu,
2021.

[5] D.J. Dorta, M. Yonamine, J.L. da Costa, & B.S. de
Martinis. Toxicologia forense. Editora Blucher, 2018.

[6] J.L. Carvalho. Cadeia de Custddia e sua relevancia na
persecucdo penal. Brazilian Journal of Forensic Sciences,
Medical Law and Bioethics 5(4), 371-382, 2016.

[7] K. Alencar, C. de Goes Sampaio, & F.D.A.F. Alves.
Toxicologia forense: estudo bibliografico sobre as
técnicas relacionadas a quimica analitica nas
investigacbes  criminais.  Revista  Brasileira de
Criminalistica 11(1), 59-64, 2022.

[8] D.K. Molina, & V. Hargrove. Manual de toxicologia
forense para médicos legistas. Imprensa CRC, 2018.

[9] J.C. Medeiros Jdnior, M.A.G. Jlnior, R.S. Duran, &
Y.R. Antunes. Toxicologia forense: o estudo dos agentes
toxicos nas ciéncias forenses. Brazilian Journal of
Development 9(1), 1475-1493, 2023.

[10] A. Salomone, P. Oliveri, & G. Zadora. Novas
Abordagens em Quimica Analitica Forense. Frontiers in
Chemistry 8, 638460, 2021.

[11] H.J. Hamnett, S. Russell, & S. Baginski. Challenges
in the Analysis of Toxicological Samples. In Challenges
in Detection Approaches for Forensic Science 72-104,

100



M.R.S. da Lomba et al., Rev. Bras. Crimin. 12(4), 88-102, 2023

2021.

[12] T. Estella Fokunang, V.E.T. Mayoudom, G.M.
Annih, P. lIsaac, D. Okpuno, E. Ubuara, .. & C.
Ntungwen Fokunang. Forensic Toxicology Concepts and
Applications in Pharmaceutical Medicine. AJMPCP,
2022. Disponivel em:
http://eprints.asianrepository.com/id/eprint/3320/1/30187-
Article%20Text-56593-1-10-20220304.pdf. Acesso em:
14 de fev. 2023.

[13] B. Zhu, L. Meng, J. Cao, W. Yang, & X.A. Conlan.
Simultaneous determination of 10 new psychoactive
piperazine derivatives in urine using ultrasound-assisted
low-density solvent dispersive liquid-liquid
microextraction combined with gas
chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of
Forensic Sciences 66(2), 748-757, 2021.

[14] D.C.M. Bordin, F.F.S.S. Monedeiro, E.D. Campos,
M. Alves, L. Bueno, & B. Martinis. Técnicas de preparo
de amostras bioldgicas com interesse forense. Sci
Chromatogr 7(2), 125-43, 2015.

[15] A.R. Fukushima, J. Zaccarelli-Magalhdes, C.
Munhoz, G.R. de Abreu, E.R.A. Camargo, P.A.F. Waziry,
& H. de Souza Spinosa. Review on Requirements for
Methodological Validations and Forensic Applications.
Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and
Bioethics 7(4), 265-282, 2018.

[16] A.D. Ribeiro, & D.A.C. Cusinato. Avaliacdo da
Publicagbes Brasileiras Envolvendo Humor Vitreo como
Amostra Alternativa para Analises Toxicoldgicas
Forenses. Brazilian Journal of Forensic Sciences,
Medical Law and Bioethics 11(1) 49-61, 2021.

[17] J. de Paula Campos. Analise Criminal como
ferramenta de reformulag@o da Pericia Criminal. Revista
Brasileira de Criminalistica 11(1), 29-36, 2022.

[18] R. Lanaro. Como o servico de toxicologia clinica
pode contribuir em casos forenses?. Toxicologie
Analytique et Clinique 34 (3), S17, 2022.

[19] J.A. Velho. New Trends in Analytical Chemistry for
the Examination and Interpretation of Traces of Crimes.
Brazilian Journal of Analytical Chemistry 9(34), 13-14,
2022.

[20] A.E. Santos. As principais linhas da biologia forense
e como auxiliam na resolucdo de crimes. Revista
Brasileira de Criminalistica 7(3), 12-20, 2018.

[21] S. Jones, C. McGowan, S. Boyle, Y. Ke, C.H.M.
Chan, & H. Hwang. An overview of sample preparation
in forensic toxicology. Wiley Interdisciplinary Reviews:
Forensic Science 4(2), 1436, 2022.

[22] L. Meng, Y. Dai, C. Chen, & J. Zhang.
Determination of amphetamines, ketamine and their
metabolites in hair with high-speed grinding and solid-
phase microextraction followed by LC-MS. Forensic
sciences research 6(3), 273-280, 2021.

[23] L. Meng, S. Ye, Y. Wu, & L. You. Determination of

multiple drugs of abuse in human urine using dispersive
liquid-liquid microextraction and capillary
electrophoresis with PDA detection. Forensic Sciences
Research 7(2), 265-271, 2022.

[24] R.B. Hoff, & T.M. Pizzolato. Combining extraction
and purification steps in sample preparation for
environmental matrices: A review of matrix solid phase
dispersion (MSPD) and pressurized liquid extraction
(PLE) applications. TrAC Trends in Analytical Chemistry
109, 83-96, 2018.

[25] R.G. Nogueira, V.D. Alves, E.V.S. Matias, & G.
Veras. Applications of NIR spectroscopy and
chemometrics to illicit drug analysis: An example from
inhalant drug screening tests. Forensic science
international 328, 111043, 2021.

[26] F.R. Mansour, & N.D. Danielson. Microextra¢do
liquido-liquido dispersiva terminada por solvente: um
tutorial. Analytica Chimica Acta 1016, 1-11, 2018..

[27] M. Akhgari, L. Bahmanabadi, F.S.S. Iravani, & F.
Jokar. Forensic laboratory validation of
immunochromatography and gas chromatography/mass
spectrometry  methods  for the  detection of
methamphetamine and amphetamine in postmortem urine
specimens. Toxicologie Analytique et Clinique, 33(2),
109-115. 2021.

[28] A.F. Malugue. Quimica Forense: O Papel e Desafios
na Investigacdo Criminal. Revista Cientifica do Isctac
3(7), 2017.

[29] L.S. Goodman, & A. Gilman A. The
pharmacological basis of therapeutics. The Macmillan
Publishing, New York, 1990. 613.

[30] K.R. Allen. Triagem para drogas de abuso: qual
matriz, fluido oral ou urina?. Annals of Clinical
Biochemistry, 48 (6), 531-541. 2011.

[31] F.T. Peters, O.H. Drummer e F. Musshoff .
Validaco de novos métodos. Ciéncia Forense
Internacional, 165(2-3), 216-224. 2007.

[32] H. Gjerde, J. Mordal, A. S. Christophersen, J. G.
Bramness, & J. Megrland J. Comparison of drug
concentrations in blood and oral fluid collected with the
Intercept® sampling device. Journal of Analytical
Toxicology 34(4), 204-209. 2010.

[33] J.C. Medeiros Junior, M.A.G. Junior, R.S. Duran RS,
& Y.R. Antunes. Toxicologia forense: o estudo dos
agentes tdxicos nas ciéncias forenses. Brazilian Journal of
Development 9(1), 1475-1493, 2023.

[34] R.C. Cavalcanti . Espectrometria de massa acoplada
a cromatografia liquida e gasosa: sua aplicacdo nas
ciéncias forenses. Acta de Ciéncias e Saude 1(1), 1-5,
2016. Disponivel em:
http://www?2.1s.edu.br/actacs/index.php/ACTA/article/vie
w/116. Acesso em: 14 de fev. 2023.

[35] R. Linden, S. Sartori, E. Kellermann, & A.A. Souto.
Substance identification in systematic toxicological
analysis using a computer system for chromatographic

101



M.R.S. da Lomba et al., Rev. Bras. Crimin. 12(4), 88-102, 2023

parameter calculation and database retrieval. Quimica
Nova 3, 468-475, 2007.

[36] K. Evans-Nguyen, A.R. Stelmack, P.C. Clowser,
JM. Holtz, & C.C. Mulligan. Fieldable mass
spectrometry for forensic science, homeland security, and
defense applications. Mass Spectrometry Reviews, 40(5),
628-646, 2021.

[37] A. Orfanidis, O. Mastrogianni, A. Koukou, G.
Psarros, H. Gika, G. Theodoridis, & N. Raikos. A GC-
MS method for the detection and quantitation of ten major
drugs of abuse in human hair samples. Journal of
Chromatography B, 1047, 141-150, 2017.

[38] R. Wagner. O cabelo como matriz analitica para o
exame toxicoldgico de motoristas profissionais na Lei N
13.103/15. Visdo Académica, 20(2), 2019.

[39] K.A. Pacheco. Espectroscopia Atémica: Uma breve
revisdo. Monografia do Curso de Bacharel em Quimica
Industrial do Instituto Federal do Espirito Santo, Campus
Vila Velha, 2022. 53p.

102



