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RESUMO

Na toxicologia forense acontecem investigagdes de materiais bioldgicos, em busca de alguma
substancia de interesse forense, como por exemplo drogas de abuso ou xenobidticos. Esses
materiais bioldgicos sdo chamados também de matrizes biologicas dentro da toxicolégica. E
existem varias, porém tem as que sdo mais utilizadas, seja pela facilidade de coleta,
quantidade disponivel, método de analise e janela de detec¢do. O Humor vitreo ¢ encontrado
na cavidade de dentro do globo ocular, e sua fungdo ¢ dar volume ao olho, apoiar a retina, e
permitir que os feixes de luz possam atravessar. Este trabalho ira abordar a importancia do
Humor Vitreo nas investigacdes forenses post mortem, destacando seus valores e mostrando
que se trata de uma matriz bioldgica mais simples que as demais matrizes, como a urina, o
sangue € seus compostos (soro, plasma). Traz consigo uma boa estabilidade quimica,
facilidade ao manusear, coletar, aderindo pouco ao recipiente de vidro ou plastico no
momento da coleta. De fato, o HV tem uma importancia significativa e deveria ser mais
divulgada e utilizada no Brasil.

Palavras-chave: Humor Vitreo, toxicologia forense, drogas de abuso, xenobioticos, matriz
biologica, post mortem.

ABSTRACT

In forensic toxicology there are investigations of biological materials, in search of some
forensic interest substance, such as drugs of abuse or xenobiotics. These biological materials
are also called “biological matrices" in the scientific field of toxicology. Although there are
assorted matrices, there are those that are the most employed, either because of their
collection’s straightforwardness, abundance, analysis method or detection window. The
vitreous humor is found in the cavity inside the eyeball, and its purpose is to give volume to
the eye, support the retina, and allow light rays to pass through. This work will address the
importance of vitreous humor in post mortem forensic investigations, highlighting its values
and showing that it is a significantly more coherent biological matrix than other matrices,
such as urine, blood and their compounds (serum, plasma). It conducts with its good chemical
stability, lack of difficulty on handling, collecting and adhering poorly to the glass or plastic
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container when collected. In fact, vitreous humor has a conspicuous relevance and it must be
more promoted and used in Brazil.

Keywords: Vitreous Humor, forensic toxicology, drugs of abuse, xenobiotics, biological
matrix, post mortem.

INTRODUCAO

A toxicologia ¢ a ciéncia que tem como funcdo identificar e quantificar os efeitos
adversos diante a exposicdo a alguns agentes denominados toxicos, ou seja, o estudo dos
toxicos ¢ das intoxicagdes (CASTELARI et al, 2018).

Parte da toxicologia ¢ dada pela andlise de materiais bioldgicos post mortem, muito
importante para investigar e determinar a causa do obito. Para essas andlises serem feitas sdo
utilizadas matrizes biologicas, ou seja, materiais bioldgicos. Em casos de queimadura severa,
embalsamentos e cadaveres em avangados estagios de putrefacdo, o HV pode ser a unica
matriz disponivel (PERICOLO, 2016).

O sangue ¢ a principal matriz bioldgica utilizada para a detecg¢do, quantificacdo e
interpretagdes, entretanto, essa matriz pode ser afetada pelo tempo post mortem e pelo estado
de conservacao do corpo (SANCHES et al, 2012).

A urina também ¢ uma principal matriz biologica, sendo uma das matrizes com menor
nimero de interferentes endégenos (CASTELARI et al, 2018). Assim como o sangue, ha
possibilidades de seu uso ser inviabilizado, como o relaxamento dos esfincteres no momento
da morte, traumas com rompimento da bexiga ou até mesmo ter havido uma micgao, ou seja,
no momento da necropsia a bexiga pode estar vazia (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2014).

O humor vitreo ¢ considerado na toxicologia uma matriz bioldgica alternativa, ja que
as mais comumente usadas sdo o sangue e a urina. Mas vem mostrando maior eficicia nos
critérios de estabilidade dos analitos, método de coleta e uma maior janela de deteccao.
(PERES, 2014). No Brasil o uso do HV como matriz bioldgica tem aumentado como uma
alternativa nos exames, porém ainda reduzido em comparacdo ao cenario internacional
(SANCHES et al, 2012; COSTA et al, 2014; PERES et al, 2014).

O uso do HV como matriz biolégica no meio forense teve inicio em 1963, com
experimentos utilizando eletrolitos, como o potassio, para a determinacdo do intervalo post
mortem (BRUNET, B. MURA, P, 2012). A primeira publicacdo relatando o emprego de HV
como amostra de interesse analitico foi em 1966 com a comparagdo entre a detec¢do de alcool
etilico no sangue ¢ no HV (STURNER; COUMBIS, 1966). Ja em 1969 aconteceu um dos
primeiros estudos sobre analise post mortem de drogas de abuso em HV e foi publicado por
Felby e Olsen (FELBY, S. OLSEN, J., 1969).

Sobre sua composicdo trata-se de um gel de consisténcia aquosa, transparente e
incolor, encontrado entre o cristalino e a retina, constituido por 99% de dgua e 0,2% de
proteinas (SILVA, 2021). Nesta matriz bioldgica estdo ausentes as esterases, que tem como
principal fungdo a degradacdo de substancias contidas nas drogas de abuso (BORDIN ef al,
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2015), esse ¢ um dos motivos que tornam o HV mais eficaz para a detec¢ao de drogas de
abuso post mortem, além de também localizar-se em um ambiente substancialmente estéril e
protegido de traumas.

Portanto, o humor vitreo pode ser considerada uma matriz biologica de relevancia para
a determinagdo de drogas de abuso, principalmente quando ndo ¢ possivel a detec¢ao pelo
sangue, seja pela sua auséncia ou deterioragdo, como por exemplo em casos de carbonizagao
(BEVALOT, et al, 2016). O HV ¢ ideal para anélises post mortem pois ndo sofre alteragdes
cadavéricas, resistindo a putrefagdo por mais tempo que os outros fluidos, embora ndo seja
totalmente imune (COLLINS, 2016).

Este trabalho tem como objetivo descrever a utilizagdo do humor vitreo como uma
matriz bioldgica importante nas andlises toxicoldgicas forenses, e na deteccdo de drogas de
abuso post mortem.

METODOLOGIA

Foram pesquisados e utilizados artigos cientificos publicados entre 1990 e 2022. A
pesquisa utilizou as bases de dados Biblioteca Virtual em satude Brasil (BvS), PubMed, Lilacs,
SciElo, que incluiram estudos publicados em portugués, inglés, espanhol e francés. As buscas
foram realizadas por meio dos descritores “humor vitreo post mortem”, “humor vitreo",
"humor vitreo na toxicologia” e “toxicologia forense”. Além de artigos cientificos, ainda
foram pesquisados e utilizados trabalhos de conclusdo de curso, dissertacdoes e teses
relacionadas ao tema.

Apoés a leitura dos artigos encontrados nas bases de dados, foram selecionados e
utilizados todos aqueles que tiveram relevancia ao tema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vantagens e Desvantagens do Humor Vitreo

Para Carreiro (2021) o humor vitreo ¢ um meio estéril durante a vida, o que retarda o
aparecimento de altera¢des putrefativas, muito menos afetadas que outras matrizes biologicas.
As alteragdes quimicas neste fluido sdo mais lentas, estendendo assim a sua utilidade a
intervalos mais longos post mortem mais velhos. Além disso, ¢ recoberta pela estrutura dssea
orbitaria, o que permite seu estudo mesmo apds traumatismo cranioencefalico grave

Além das vantagens, cada matriz biologica apresenta suas desvantagens também. No
Humor vitreo temos como desvantagem o pequeno volume de amostra disponivel, um banco
de dados limitado que dificulta na interpretacio e a necessidade de técnicas com maior
sensibilidade (PERES, 2017).
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais e métodos das principais matrizes bioldgicas

Humor Vitreo

Sangue e seus
derivados

Urina

Cabelo

Fluido Oral

Técnica de -
e Preparo e analise Vantagens Desvantagens
Diferenciar o consumo do etanol
antes da morte e sua formacao
EFS post-mortem devido a fenomenos
. . Pequeno volume de amostra , banco de
ELL putrefativos, método de coleta, dados limitado, necessario técnicas de
DPX (Fase reversa) GC-MS, GC-NPD, maior janela de deteccdo, maior’sensibili dade
DPX (Fase cationica) GC-FID estabilidade quimica, ndo sofre '
alteracOes cadavéricas.
Inviabilizado em caso de obitos por
hemorragia, carbonizagio e nivel
EFS L ~ L
ELL Fécil coleta, grande volume de  avangado de putrefagdo, contaminagéo
DLLME amostra, possibilidade de deteccao por atividade de microrganismos
GC-MS, LC-MS/MS, logo apds o contato com a post-mortem, janela de detecgao restrita
Headspace N
GC-FID substancia, antes dela ser para drogas de abuso, presenca de
DPX (Fase reversa) . , .
metabolizada. proteinas que degradam rapidamente
drogas de abuso.
ELL Fdcil coleta, coleta ndo invasiva, Inviabilizado em casos de rompimento
GC-MS, LC-MS/MS,  grande volume de amostra e um . P
HS-SPME , . de bexiga, relaxamento dos esfincteres,
A GC-NPD, GC-FID menor nimero de interferentes. S ,
DPX (fase catidnica) carbonizagdo e nivel avangado de
putrefacdo
EFS Facil coleta, coleta ndo invasiva,
HS-SPME estabilidade da amostra por tempo
ELL indeterminado, ndo sofre alteragdes Inviabilizado em caso de carbonizagao,
SPME GC-MS, LC-MS/MS cadavéricas e forma precisa historial janela de detecgdo restrita.

de consumo de substancias antes da
morte. (semanas, meses € anos).

Drogas de abuso sao detectadas apenas
na forma ndo-metabolizada, restri¢do a

EFS Coleta ndo invasiva,probabilidade de moléculas de alto peso molecular ou
GC-MS, LC-MS, L A . .
ELL varias amostras e resultado substancias que estejam ligadas a
LC-MS/MS o . . o PO
SPME preliminar em poucos minutos.  proteinas plasmaticas, inviabilizado em
casos de carbonizagdo e nivel avangado
de putrefagao

EFS: extracdo em fase solida; LLE: extragdo liquido-liquido; DPX: extragdo de pipetas descartaveis; SPME: microextragao
em fase solida; HS-SPME: microextragdo em fase s6lida Headspace; DLLPM: microextragdo liquido-liquido dispersiva.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Coleta e preparo da amostra de Humor Vitreo

O processo de coleta do HV ¢ bem simples e os materiais necessarios sdo de facil
acesso e provavelmente ja estdo disponiveis em qualquer laboratorio forense. O HV pode ser
adquirido inserindo uma agulha de calibre 18 ou 20 anexada a uma seringa de 10 mL no globo
do olho, um exemplo dessa coleta pode ser visto na figura 1. A inser¢ao ¢ melhor no canto
lateral, logo acima da jun¢@o entre as palpebras superior e inferior. Introduz-se o fim da
agulha no centro do globo, aproximadamente 2 ¢cm, ¢ o HV ¢ gradualmente e lentamente
retirado, conforme mostrado na figura 2. Tubos de vacuo ndo devem ser usados porque a
retina pode ser danificada, tornando a amostra inadequada. Aproximadamente 2 a 5 mL de
fluido podem ser aspirados de cada olho e ¢ recomendado que o HV de ambos os olhos seja
coletado (ja que ainda nao sabemos se existem diferengas quantitativas e/ou qualitativas entre
os olhos); ¢ possivel ser retirado 1 mL do globo ocular de um recém-nascido. A amostra deve
ser colocada em um tubo estéril. O espécime deve ser claro e incolor. Se pequenas manchas
de retina preto-marrom estiverem na amostra, entdo a amostra ¢ considerada inadequada
(COLLINS et al., 2016; LEVINE e JUFER, 2008).

Figura 1- Procedimento de coleta de uma amostra de humor vitreo (CARVALHO, F et
al.,2010).

Retina

Figura 2- Procedimento de coleta de uma amostra de humor vitreo interna
(https://pcoes.com.br/portfolio-item/biopsia-de-vitreo-via-pars-plana/).
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A respeito do preparo das amostras, Collins (2016) relata que a anélise de drogas em HV
¢ semelhante a andalise em outros fluidos post mortem. A maioria dos métodos publicados que
foram desenvolvidos para o sangue e urina tem sido empregado com sucesso em HV. A unica
diferenga de tratamento, que nem sempre € necessario, seria devido a viscosidade do HV. Isso
pode apresentar um problema com a instrumentacdo da amostra. Como a viscosidade ¢ em
grande parte devido ao componente de 4cido hialurdnico, a hialuronidase ¢ frequentemente
usada como agente de liquefacdo antes de uma andlise quimica ser realizada.
Alternativamente, o aquecimento do HV a 100°C durante 5 minutos seguidos de
arrefecimento, apesar do risco de perda de certas substancias, ¢ um método simples para
melhorar a precisao da medicao.

Quando uma fase de pré-tratamento ¢ utilizada, utilizam-se técnicas comuns de
extracdo, como extragao liquido-liquido (ELL) ou extracao em fase sélida (EFS), dependendo
das caracteristicas dos analitos. Existem diversos métodos diferentes de extracdo, assim como
variacoes desses mais comuns, que ja foram utilizados no HV, mas a ELL e a EFS sao
certamente os mais utilizados (PERES,2017).

Vaz (2016) explica que a extragdo liquido-liquido ¢ uma das mais importantes técnicas
de separacdo usada em laboratérios ambientais, clinicos e industriais. Em uma extragao
liquido-liquido simples o soluto ¢ particionado entre 2 fases imisciveis. Na maioria dos casos
uma fase ¢ aquosa e a outra fase ¢ um solvente organico. A fase de maior densidade fica
embaixo. O soluto, inicialmente presente na fase aquosa, apds a extragdo estard presente nas
duas fases.

Ja sobre a extracdo em fase solida (EFS), Vaz (2016) afirma que a amostra passa
através de um cartucho contendo um material adsorvente. Para amostras liquidas o solido
adsorvente ¢ isolado ou entre um cartucho em forma de disco ou cartucho em forma de
coluna. A escolha do adsorvente depende das propriedades do analito e da matriz (VAZ,
2016).

Segundo Oliveira (2022), outra técnica de extragdo muito utilizada € a extragdo em
pipeta e/ou ponteira descartavel (DPX), por ela ser uma técnica simples, rapida e eficiente, a
DPX necessita de pequenas quantidades de amostra e solvente organico (sendo compativel
com o conceito de “quimica verde”), apresentando boa recuperagdo e possibilidade de
automatizacao. As ponteiras empregadas nesta técnica usualmente sdo de 1 ou 5 ml. O
material sorvente ¢ colocado entre dois filtros (denominados frits). O primeiro ¢ colocado na
extremidade inferior da ponteira, podendo ser de diversos materiais. Este filtro proporciona
uma barreira permedvel para a passagem dos fluidos nos sentidos de aspiragdo e dispersdo da
amostra, O segundo filtro ¢ colocado na extremidade superior da ponteira, com a finalidade de
prevenir a contaminacdo da pipeta ao impedir a passagem do material para o interior da
mesma. Na maioria dos procedimentos de extragdo com DPX (Figura 3) o material a ser
inserido na ponteira ¢ condicionado para ativagdo dos sitios de ligagdes. ApoOs essa etapa, a
amostra ¢ aspirada para o interior da ponteira e misturada com a fase extratora através da
entrada de ar pela ponta da ponteira. A suspensao formada pode ser dispensada apds atingir o
equilibrio dinamico entre analito e fase extratora, geralmente esse tempo ¢ de alguns
segundos. O préoximo passo ¢ a lavagem com solvente para a remog¢do de interferentes. Por
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ultimo, o solvente de elui¢do ¢ aspirado com ar, varias vezes, para a dessor¢ao dos analitos,

que migram para o solvente de eluicao. O eluato entdo segue para a analise cromatografica
(OLIVEIRA,2022).

DPX 1 2 3 4 B B

— —_ 1. Condiclonamanto
2. Aspiragio da amostra
3. Mix

| 4. Dispensa da amostra
i 5. Lav
Fass Extratoen ﬂ I I H # H agem
\ I | | \ | [ | { 8. Eluigao
| f I ' \[ f I | |

Figura 3 - Procedimento de extragao por DPX (OLIVEIRA, THAIS,2022)

Nascimento (2018) expde que atualmente a principal técnica de anélise utilizada ¢ a
GC-MS (Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa), conforme mostrado na
figura 4, a cromatografia, derivada das palavras gregas ypopa: chroma (cor) e ypapetv:
grafein (escrita). E uma técnica de separagdo no qual os componentes a serem separados sdo
distribuidos entre duas fases: uma fase estacionaria (solida ou liquida) e uma fase movel (gas),
que se move em uma direcao definida (NASCIMENTO et al., 2018).

Injecao
Controlador
(vazdo/pressao)

Coluna cromatografica

.

| =
Cilindro de gas

Analise de dados

Forno

Figura 4 - Representacio esquematica de um sistema de cromatografo a gas (CG) (GARCIA,
YESENIA MENDOZA et al., 2021).
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Na tabela 2 temos uma cronologia do ano e as substancias detectadas, e seus
respectivos autores.

Tabela 2 - Cronologia de substancias detectadas pelo Humor Vitreo

Ano Substancia(s) autor (es)
1966 Etanol Sturner & Coumbis

Barbituricos (amytal, veronal,
1969 butisol, gardenal, luminal, evipal, Felby & Olsen
mebaral, nembutal, seconal, surital
e delvinal.)

1984 Barbittricos, morfina e metadona Ziminski et al
1985 Metanol Wau Chen et al
1992 Morfina Bermejo
1994 Etanol e cocaina Gracia Fernandez

Fonte: Elaborada pelos autores

Substancias detectaveis e ndo detectaveis pelo Humor Vitreo

De acordo com Silva (2021), as principais drogas de abuso estudadas e detectadas pelo
humor vitreo sdo as anfetaminas, cocaina e opioides, mas isso nao quer dizer que somente elas
sdo detectadas por esta matriz bioldgica.

O método principal e mais utilizado para a deteccdo e andlise de drogas de abuso no
Humor Vitreo ¢ o GC-MS, onde ¢ possivel a analise simultinea de cocaina, anfetaminas,
opiodides e canabindides (METUSHI, et a/, 2016)

Segundo Santos Junior (2014), quando as substancias a serem pesquisadas estdo bem
ionizadas facilitam a detec¢do pelo humor vitreo, seja em um cadaver ndo-decomposto quanto
em decomposi¢cdo. Quando ha a juncao do etanol com a cocaina, acontece a conversao para
cocaetileno, que também ¢ uma substancia bem detectada pelo Humor Vitreo. Alguns estudos
nos mostraram que as anfetaminas e seus derivados, cocaina, cocaetileno, benzoilecgonina,
apresentam uma deteccdo clara e evidente pelo HV mesmo apds o periodo de 3 a 4 dias post
mortem (SANTOS JUNIOR, 2014).
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Ao que diz respeito ao etanol, o HV ¢ frequentemente utilizado quando se precisa de
uma confirmacdo da ingestdo desta droga de abuso, anterior a0 momento da morte. E
apresenta uma excelente janela de detecgdo para este (NEUMANN et al, 2020).

Peres (2014) descreveu que o 6-AM (6-acetilmorfina) ¢ decomposto da heroina e tem
uma meia-vida pequena, o que diminui sua janela de deteccao pelo sangue e urina, mas no
HYV pode ser detectada por mais tempo. As concentragdes de oxicodona, hidrocodona e 6-AM
sdo maiores no HV, e as concentragdes de morfina e codeina podem variar por conta de uma
distribui¢do incompleta, por exemplo se a administragdo destas drogas de abuso tenha sido
feita em um periodo curto antes do 6bito (PERES, 2014).

De acordo com Silva (2021), infelizmente o HV ndo apresenta uma boa janela de
detec¢do para Canabindides. Bordin (2015) relata que ha um estudo relatando que em 30
amostras de HV onde no sangue ja havia dado positivo na triagem para COOH-THC, apenas
uma amostra foi positiva, evidenciando uma deteccao falha dessa droga de abuso pelo HV.

Para Methushi (2016) algumas drogas sao mais dificeis de serem detectadas no humor
vitreo, mas nao impossiveis, ¢ o caso do 7-aminoclonazepam, benzotropina, ciclobenzaprina,
morfina, norvenlafaxina, fenitoina, prometazina, zolpidem e zopiclona. Isso se d4 porque para
ser possivel a deteccdo no humor vitreo € necessario um limite de deteccdo alto, ou seja,
baixas concentracdes dessas drogas dificultam a sua detec¢do no Humor Vitreo.

Carreiro da Cunha (2021), afirma que o Humor Vitreo pode ser usado como um
método qualitativo de outras substancias para complementar com os resultados das outras
matrizes biologicas.

Conforme na tabela 3 temos um resumo das substancias detectadas pelo Humor
Vitreo, a técnica de analise ¢ o limite de detec¢ao de cada uma.

Tabela 3 - Substincias detectadas pelo Humor Vitreo

Substincias detectadas Técnica de analise Limite de detec¢iao Referéncias
Opidides, anfetaminas, cocaina e
o GC-MS 1-2 ng/mL (PERES,2014)
metabolitos
Heroina, morfina e 6- acetilmorfina GC-MS 10-50 ng/mL (SANCHES et al., 2012)
Codeina, morfina, e
. GC-NPD 3 ng/mL (SANCHES et al., 2012)
6-monoacetilmorfina
Cocaina e metabolitos GC-MS 10 ng/mL (GARCIA,2016)
Etanol Head Space . (PERES,2017)

CG-FID
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Fonte tabela 3: Elaborada pelos autores
CONCLUSAO

Através de revisdes bibliograficas concluimos que em casos post mortem as analises
toxicoldgicas forenses sao de grande relevancia, ja que ¢ através delas que se € possivel fazer
a deteccdo de drogas de abuso e seus metabdlitos em baixas concentracdes de amostras.

Dentre as matrizes bioldgicas usadas no Post mortem o Humor Vitreo ¢ utilizado
como uma matriz biologica alternativa, nos casos de putrefacdo avangada, carbonizagao,
afogamento, ou quando as principais matrizes bioldgicas ndo estdo disponiveis. O Humor
Vitreo se destaca devido a sua conservagdo, principalmente no estado de putrefagdo avangada
ja que ¢ encontrado no interior do globo ocular, sendo entdo um local estéril e protegido de
traumas. Além de ter uma janela de deteccdo ampla, o que permite deteccdo de drogas de
abuso de etanol, cocaina, opidides e anfetaminas.

Entretanto, hd outras matrizes bioldgicas de cunho substancial, por isso é necessario
levar em conta alguns fatores para a escolha da matriz bioldgica correta, como a natureza do
analito e se 0 mesmo se encontra integro, o tipo de investigacao e, o modo de coleta, se esta ¢
facilitada ou complexa.

Apesar de algumas desvantagens e limitacdes, ainda assim o Humor Vitreo em uso
post mortem apresenta grandes oportunidades e vantagens no futuro da toxicologia forense e
na elucidagdo de investigagdes criminais.

As referéncias bibliograficas sobre o Humor Vitreo post mortem no Brasil ainda sao
poucas, podendo ser mais ampliadas no campo de pesquisa cientifica.
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