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RESUMO

As andlises toxicoldgicas sdo capazes de detectar a presenca de substancias
psicoativas em amostras, principalmente matrizes bioldgicas, sendo possivel o
monitoramento de pacientes dependentes, diagnosticar intoxicacbes e até
mesmo podera ser utilizado na investigacdo de 6bitos. O momento em que
ocorre 0 encontro entre o poder judiciario e as ciéncias forenses, € para que haja
uma investigagdo em um caso com suspeita de uso de substancias psicoativas,
como no caso do menino Bernardo Boldrini, morto pelo abuso de
benzodiazepina, dado por sua madrasta e Rhayron morto por envenenamento
de achocolatado. Em ambos casos as andlises forenses confirmaram
substancias psicoativas intencionalmente utilizadas para mata-los. Dentro dessa
ramificacdo da toxicologia as principais analises sédo: colorimentria que detectara
a presencga de uma substancia através de uma reacéo utilizando a mudanca de
cor; a cromatografia analise que € capaz de separar uma substancia da outra e
como consequéncia desse processo € possivel identificara presenca de um
psicoativo; e imunoensaios, que podem detectar a presenca de uma substancia
psicoativa, onde haverd um estimulo de uma reagcdo imunoldgica através da
utilizacdo de um antigeno.

Palavras-chave: Toxicologia. Pericia Criminal. Colorimetria. Cromatografia.
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GROUNVERS)),

1 Introducéo

Os estudos toxicoldgicos sdo realizados para detectar a presenca de
substancias psicoativas, como drogas de abuso, e € de suma importancia pois
ser& responsavel por identificar e quantificar essas substancias. Dessa forma, €
possivel entender quais os danos provocados no organismo por aquele ativo. Os
testes toxicolégicos de maneira geral sdo realizados através de matrizes
biolégicas, utilizadas em toxicologia clinica ou forense, como a urina e 0 sangue
(soro/plasma), queratina encontrada em amostras de cabelo, por exemplo, para
deteccdo do uso de drogas, visando desde o monitoramento de pacientes
dependentes, até o diagndstico de intoxicacdes e esclarecimento de 6bitos. *

Dentre as amostras biologicas para analise de drogas, a urina é uma das
mais utilizadas devido a sua praticidade de coleta, e por ser uma das principais
vias de excrecao de substancias entorpecentes do corpo humano. Existem ainda
outras amostras importantes utilizadas na toxicologia como a saliva, suor,
tecidos, dentre outros. Por conseguinte, as matrizes biologicas apresentam
vantagens e desvantagens entre si, como facilidade, praticidade,
farmacocinética, e concentracdes no organismo que devem ser levadas em
consideracgdo na andlise toxicolégica. !

Embora seja um processo minucioso, os testes toxicoldgicos séo de vasta
aplicabilidade e importancia no ambito forense, correlacionados a investigacao
de morte e intoxica¢des por uso abusivo de drogas através de métodos analiticos
para quantificacdo e deteccdo mediante preparo adequado das amostras. Esses
estudos sao cruciais, por exemplo, na realizacdo depericias, e as varias técnicas
desenvolvidas somam um composto de fatores para viabilizar ou ndo o processo.
Portanto, a toxicologia, como teméatica de destaque voltada para a saude,
apresenta-se como mecanismo essencial de estudo para identificagdo de
drogas, através de sua metodologia cientificaagregando conhecimento para
elucidacéao de fatos.

Portanto as andlises toxicol6gicas sdo de suma importancia, em alguns
casos tornando-se cruciais para conduzir a determinagdo de um caso judicial,
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por exemplo. O judiciario e as ciéncias forenses se encontram, para que, de
forma mais segura, eficaz e qualificada, haja um julgamento mais assertivo.?
Dentro da area pericial vale ressaltar a importancia do profissional
farmacéutico que por meio da toxicologia forense e das analises toxicologicas e
clinicas permite a elucidacdo de crimes, além de destacar sua contribuicdo
técnico-cientifica em casos de investigacdo criminal e drogas de abuso, por
exemplo. Partindo desse viés, o trabalho visa apresentar as andlises

toxicoldgicas de interesse forense pericial.?

2 Revisdo da Literatura
2.1 Analises Toxicolbgicas na Ciéncia Forense

As aplicacbes de técnicas toxicoldgicas poderdao conduzir o profissional
responsavel pela pericia criminal a identificar e possivelmente quantificar a
presenca de agentes quimicos, presentes em amostras biolégicas ou fluidos
obtidos a partir de quaisquer possiveis evidéncias. Sdo comumente utilizadas
técnicas que envolvam analises colorimétricas, cromatograficas e
imunoensaios.?

De maneira geral, as técnicas toxicologicas sédo executadas por meio legal
visando avaliar e mensurar substancias envolvidas em crimes, sendo
caracterizada como o “estudo dos agentes toxicos que se relacionam com os
seres vivos por meio de processos quimicos”. Tais analises abrangem uma
ampla area de especializacdo dentre pericias em corpos a eventos de saude
publica, identificando substancias envolvidas em crimes e alcancando areas
em constante desenvolvimento, acompanhando de forma direta o avango
tecnoldgico e descobertas de novas substancias, sendo as pericias, nesse
contexto, essenciais para fins de investigacdo e provas criminais.®

Atualmente, no Brasil, a legislagdo envolvendo a toxicologia forense e
afins é prevista por lei através do Decreto — Lei n°3.689 de 03 de outubro de
1941 — Cadigo de Processo Penal Brasileiro, que legisla sobre exames epericias
atribuindo ao delegado, na autoridade policial, dispor de cuidados que nao
modifiguem a cena do crime até a chegada dos peritos.®
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A prova pericial é essencial para a investigacdo, proporcionando as
autoridades judicidrias a elucidacdo e resolugdo de processos, sendo
considerada um conjunto de procedimentos a fim de documentar a ordem
cronologica dos fatos e vestigios, tal qual € denominada como cadeia de
custddia. As ciéncias forenses e a toxicologia se encontram no processo
decisorio entre a sua causa e efeito e seus possiveis efeitos adversos, sendo
assim considerada uma pesquisa exclusiva, significativa e seletiva para

determinar substancias em matrizes biolégicas.®

2.2 Técnicas Toxicologicas na Ciéncia Forense

As andlises forenses utilizam varias metodologias e técnicas, dentre elas
sendo algumas mais usuais por diversos fatores como viabilidade e
confiabilidade. Nesse contexto, estdo apresentadas a seguir as principais

técnicas utilizadas. 2

2.2.1 Colorimetria

A avaliacéo a partir desse método consiste em uma reacéo que culminara
na mudanca de cor, dessa forma identificando a presenca de determinada
substancia na amostra testada. Esse teste analitico, apesar de eficaz, pode
sofrer alteracbes em virtude da presenca de outras substancias, podendo se
tornar falho.*

A colorimetria €, portanto, um método analitico que consiste na mudanca
de cor em relag&o ao meio acido ou basico. E uma técnica muito utilizada devido
sua agilidade e praticidade na analise, e baixo custo. S&o0 comumente utilizadas
para identificacdo de substancia e drogas de abuso apdsreacdo quimica, em
comparacao com a cor padréo. Atraves da cor produzida, épossivel quantificar e
determinar a concentracdo do analito na amostra. Geralmente o método mais
seguro para o doseamento de um ativo é por meio do espectrofotdmetro que

confere a intensidade da cor com a solugdo padrédo.* (Figura 1)
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Figura 1: Funcionamento do Espectrofotdmetro. Fonte: Google (Disponivel em: http://www.biopol.ufpr.br/uv-

vis/)

2.2.2 Cromatografia

A cromatografia € uma andlise capaz de separar e, como consequéncia,
identificar substancias. Essa técnica é dividida em diferentes classes, sendo
elas: cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e cromatografia gasosa (CG), podendo a separacao ser por
tamanho, por afinidade ou por troca idnica, sendo esses 0s principais métodos

cromatograficos utilizados na anélise forense.®

2.2.2.1 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada é considerada um método simples
e acessivel na deteccao de misturas, monitoramento de reacdes e determinacéo
de pureza. Consiste na separacdo de compostos quimicos por meio da diferenca
de afinidade na fase estacionaria, correspondendo a técnica de adsor¢ao liquido-
sélido. Nessa técnica, primeiramente a amostra é aplicada sobre a placa, que
entdo é colocada em contato com o solvente, também chamado de fase mével.
O solvente entdo percorre a placa de maneira ascendente, por meio da acao
capilar, carreando a amostra. Os diferentes compostos da amostra percorrem a

placa em velocidades distintas, de acordo
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com sua afinidade pela fase moével ou pela fase estacionaria (placa), permitindo

assim a separacéo das substancias (Figura 2).4
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Figura 2: Instrumentag&o de experimento em Cromatografia de Camada Delgada Fonte: Google (Disponivel

em: https://bancadapronta.wordpress.com/2017/02/06/a-cromatografia-liquida/)

2.2.2.2 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa, por sua vez, € de grande importancia na
deteccdo de substdncias em uma mesma amostra por apresentar alta
sensibilidade e detectabilidade. Podendo ser empregada tanto em amostras
liquidas, gasosas ou solidas, desde que os analitos sejam volateis ou possam
ser volatizados.*

Essa técnica consiste na introducéo da amostra no injetor aquecidoonde,
sob vaporizacdo, a mesma é conduzida por meio do gas de arraste paraa coluna
cromatografica. Na coluna, seus componentes sao separados e transportados
para o detector, que transmite um sinal elétrico e é inscrito em graficos sob a
forma de picos (Figura 3). A CG pode ser classificada segundo acondicéo de sua
fase estacionaria, pela técnica cromatografica gas-soélido ou gas-liquido, sendo

em geral esta Ultima mais utilizada. ®
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Figura 3: Instrumentag&o da Cromatografia Gasosa; Fonte: Google (Disponivel em:

https://andarupm.co.id/prinsip-kerja-gas-chromatography/)

2.2.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) consiste na utilizac&o
de particulas reduzidas na faze estacionaria, o que caracteriza sua alta
eficiéncia, sendo assim uma técnica adequada para separacdo de
macromoléculas e compostos idnicos. Para realizacdo desse método, faz-se
necessario o uso de um cromatografo, contendo bomba, detector, registrador e
coluna cromatografica, de alta capacidade, que possibilita a separacdo e
realizacédo da HPLC (Figura 4).4

Nesse método, a fase movel é um liquido conduzido sobre alta pressao
no interior da fase estacionaria, garantindo assim eficiéncia na separacao.
Apresentam boa sensibilidade e flexibilidade na adaptacdo, permitindo a
separacdo de compostos solidos solubilizados, liquidos, ou volateis e com

temperatura oscilante.*
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Figura 4: Instrumentagéo da Cromatografia liquida de alta eficiéncia; Fonte: Google (Disponivel em:
https://freitag.com.br/blog/o-que-e-a-cromatografia-liquida-de-alta-eficiencia/)

2.2.3 Imunoensaios

De maneira geral, 0 processo consiste na interacdo entre a molécula alvo
e anticorpos, onde o antigeno estimulard uma reacéo imunoldgica, permitindo
detectar a interacdo antigeno/anticorpos. Assim, partindo desse principio é
possivel detectar a presenca de substancias especificas. E uma metodologia que
se subdivide em trés técnicas mais especificas, sendo elas: Radioimunoensaio
(RIA), Imunorradiométricos (IRMA), Imunoensaio multiplicado por enzima
(EMIT), Imunoensaio de fluorescéncia polarizada (FPIA) e Imunoensaio ligado
a enzima (ELISA). ©

2.2.3.1 Radioimunoensaio (RIA) e Imunorradiométricos (IRMA)

Os radioimunoensaios (RIA) e os imunorradiométricos (IRMA) séo
amplamente utilizados pela sua sensibilidade, apesar de apresentarem um alto
custo, além de risco operacional. As técnicas se diferem porque,
respectivamente, o RIA utilizara um antigeno competitivo, enquanto o IRMA

utilizara anticorpos marcados.’
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Baseando-se em uma competicdo entre uma substancia conhecida e
outra ndo, através da utilizacdo de radioatividade, esse processo se da pela
utilizacdo de um reagente marcado, que serd responsavel pela quantificacdode
um agente ndo-marcado.’

O procedimento se da através dos compostos radioativos sendo
complexados com antigenos de interesse, e essa unido sera responsavel pela
formacéo dos antigenos marcados, quando serdo preparados entédo tubos com
a presenca de anticorpos primarios, demonstrados na figura abaixo (Figura 5),
onde ocorrera a adicdo de uma quantidade determinada de antigenos marcados,
com a atividade radioativa, que se ligardo especificamente aosanticorpos, em
todos os sitios de ligacdo. Apos essa ligacdo, serdo adicionadosantigenos nao
marcados, que sO se diferem dos antigenos marcados por ndo possuirem
atividade radioativa. Entdo teremos a competicéo pelos sitios de ligacéo, até que
a reacado esteja equilibrada. Em seguida, sera adicionado a mistura anticorpos
secundarios ou anticorpo especifico marcado, responsaveis por reconhecer 0s
anticorpos primarios formando complexos. ApOs esse processo, é necessario
gue haja uma centrifugacado para separar a porcao de antigenos livres da porcéo
ligada (formada pelos complexos), sendo as medidas de radioatividade feitas

em seguida, indicando a concentracdo da substancia de interesse. (Figura 5) ’

A
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Figura 5: Radioimunoensaio. Letras A e B: competicdo com antigeno marcado, Letra C: Captura do antigeno. Fonte:
(Paula Otero, 2011)

2.2.3.2 Imunoensaio multiplicado por enzima (EMIT)

Nesse teste, o protocolo se da através de uma competicdo entre o
antigeno e o anticorpo que estara marcado com uma enzima, entao acontecera
a inatividade da enzima por conta do reagente de anticorpo quando conectado

ao complexo de antigeno enzimético. Havera uma alteragdo de cor ocasionada
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pela competicdo entre antigenos enzimaticos e antigenos da amostra.
(Figura 6) @

Enzyme free to
oxidize substrate
Drugs Present .Q ® Color

Enzyme CANNOT

oxidize substrate
Drugs No Color
NOT Present 0 . 0 .

Figura 6: Imunoensaio multiplicado por enzima (EMIT). Fonte: Valter, 2014

2.2.3.3 Imunoensaio de fluorescéncia polarizada (FPIA)

A utilizacdo desse imunoensaio é capaz de detectar a presenca de
anticorpos ou antigenos na amostra. Analise do tipo homogénea, rapida e
eficiente, porém, devido a subjetividade da leitura dos resultados a técnica vem
sido substituida por outras que envolvam um processo de automacao mais
eficiente, como as andlises imunoenzimaticas.®

A técnica utiliza como principio a fluorescéncia ligada a um antigeno que
se excitard pela luz polarizada em um comprimento de onda determinado. A
intensidade de luz polarizada sera medida através da movimentacdo das
moléculas, moléculas menores se movimentam mais rapidamente, portanto é
possivel identificar 0 seu tamanho através do tempo que levara para percorrer
o trajeto de um determinado angulo.8

Partindo das pontualidades supracitadas, na pratica o que ocorre é que
havera uma competi¢cdo entre uma substancia marcada com uma fluorescéncia
(como a fluoresceina), com o anticorpo. A amostra se excitara com a luz
polarizada e posteriormente emitira luz plana polarizada com o comprimento de

onda maior, sendo que a amostra ndo marcada competirhA com a amostra
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marcada pelos anticorpos. Quanto mais amostra, menor sera a emissao de luz.

(Figura 7)7e8
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Figura 7: Imunoensaio de fluorescéncia polarizada (FPIA) Fonte: Adaptado de Welin Wu.

2.2.3.4 Imunoensaio ligado a enzima (ELISA)

Esse ensaio imunoldgico tem a capacidade de detectar, em amostras

biolégicas como soro e sangue, a presenca de antigeno, anticorpo e proteinas,

gue serdo detectadas através da reagcdo antigeno/anticorpo que ocorrerd por

meio de enzimas. E subdivido em:

e ELISA sanduiche: tera inicio com um anticorpo imével na fase sélida,

gue reagira com o0 antigeno da amostra. Entdo sera realizado um

processo de lavagem para que seja removido o excesso de antigenos

livres. A proxima etapa sera adicionar um outro anticorpo que também

reagira com o antigeno, porém contendo uma enzima. Mais uma vez é

removido o excesso de anticorpo, e por fim havera a adicdo de um

substrato que, ao ser convertido pela enzima presente no segundo

anticorpo, ocasionara mudanca de coloracéo no teste. (Figura 8) &
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Figura 8: método de ELISA sanduiche. (Fonte:
https://biomedicinapadrao.wordpress.com/2010/05/05/elisa/)

e ELISA competitivo: nesse caso em questdo, o processo se dara através
da competicao entre o antigeno de interesse e um antigeno inibidor, pelo
anticorpo primario ligado a enzima. Havera uma lavagem responsavel
pela remocédo do excesso de antigeno e, apés adicdo do substrato, é

observada a formagéo de cor. (Figura 9)8

@ -antigeno
@ -enzima
* substrato + enzima=reacao de cor

anticorpo substrato
rimario .
P antigeno @
inibidor @ ¢

ELISA de competigao

Figura 9: ElISA de competicao. (Fonte: adaptado de

https://www.pensabio.com.br/post/2019/03/21/conheca-os-diferentes-tipos-de-elisa)
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2.3 Aplicacéo das ciéncias forenses na vida real

A utilizacdo de técnicas toxicoloégicas em um processo de investigacdo
criminal é fundamentalmente importante, uma vez que elas podem ser
consideradas evidéncias e devem sempre ser levadas em consideracéo.

Alguns casos chocaram o Brasil, enquanto outros tiveram umaproporcao
mundial. Dentre esses casos, muitos sdo conduzidos perante aciéncia forense
por meio da aplicacéo das técnicas toxicologicas, como os exemplos mostrados

a seguir.®

2.3.1 Caso Bernardo Boldrini

Bernardo Boldrini, no ano de 2014 com apenas 11 anos, foi assassinado,
sendo necessarios dez dias para que seu corpo fosse encontradono Rio Grande
do Sul. Segundo a policia civil, a causa de sua morte foi uma overdose provocada
pelo uso do sedativo Midazolam, uma benzodiazepina, dado a ele por sua
madrasta.®

Normalmente a amostra mais utilizada € o sangue, mas nesse caso em
guestdo, o corpo ja se encontrava em decomposic¢édo, inviabilizando a amostra.
Entdo, de acordo com as condi¢cdes, uma amostra de figado seria mais
qualificada e segura para a identificacéo.®

Inicialmente, para detectar a presenca ou nao do ativo, pode ser realizado
um imunoensaio, como por exemplo o método de ELISA. ApGs essa analise
preliminar, é necessario que haja uma confirmacao ou até mesmo quantificacao,
sendo a técnica mais utilizada o HPLC, devido ao processo de extracao

relativamente simples e o fato de ser realizada em temperatura ambiente. °
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GROUNVERS)),

2.3.2 Caso Rhayron Christian da Silva Santos

Rhayron Christian da Silva Santos, no ano de 2016, foi vitima de
envenenamento em Cuiabd (MT). O menino morreu uma hora apos ingerir
achocolatado envenenado. As investigacées policiais apontaram que o
achocolatado foi adulterado por Adbnis José Negri, 61 anos, para se vingar de
Deuel de Rezende Soares, de 27 anos, usuario de drogas, que teria furtado sua
casa, e constantemente furtava produtos alimenticios na regido onde o autor e a
familia de Rhayron morava. Entdo Adbnis na ocasido arquitetou a vinganca
injetando veneno nas bebidas, porém Deuel ndo fez uso do produto evendeu a
bebida ao pai do menino Rhayron.*°

Para identificacdo da adulteracdo do achocolatado, a técnica utilizada foi
a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas, que se destaca
pela flexibilidade de detectores, o que permite identificar substancias em
diversas matrizes conferindo exatiddo e precisdo aos resultados. Sao
frequentemente utilizadas colunas que, com a espectrometria de massas,
permitem o reconhecimento seletivo dos compostos, identificados pelo tempo de
retencdo e espectro de massas dos mesmos. 1°

O material biolégico utilizado foi o conteddo gastrico no estbmago da
vitima, apresentando semelhanca visivel com o achocolatado enviado para
analise. Foi detectada a presenca da mesma substancia em cinco embalagens
gue haviam sido encaminhadas a pericia. Os furos encontrados nas embalagens
foram cruciais para elucidar que o caso se tratava de contaminacao intencional
criminosa do produto alimenticio. A substancia detectada foi o carbofurano, nas
cinco caixas de achocolatados de duas marcas diferentes, sendo esta
substancia o principio ativo de pesticidas muito utilizados para controle de pragas

em lavouras e frequentemente utilizadocomo veneno contra ratos.*°
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3. Consideracg0des Finais

As analises toxicolégicas sdo de grande importancia para as ciéncias
forenses e se fazem presentes em casos reais e na elucidacéo de crimes, que
frequentemente causam repercussédo nacional ou até mesmo mundial, onde as
ciéncias forenses e a toxicologia se complementam na investigacédo de casos em
prol da justica.

Nesse contexto, o farmacéutico € um profissional conceituado para
trabalhar na area, através de sua capacitacdo e habilidades nas analises
toxicolégicas onde diversas areas do conhecimento técnico-cientificos sao
empregadas, como a exemplo das técnicas toxicoldégicas de cromatografia,
colorimetria e imunoensaios, comumente aplicadas. Vale destacar seu papel
fundamental nas pericias, abrangindo desde a investigacdo e andlises de
agentes toxicos em matrizes biolégicas até a aplicacdo de seus conhecimentos
na investigacao criminal, podendo ainda, através de seu conhecimento, avaliar
provas periciais.

Portanto, a toxicologia enquanto disciplina integrada no curriculo
farmacéutico é de grande relevancia para sua qualificacao profissional, sendo
gue através das analises toxicoldgicas o farmacéutico pode atuar em diversas

areas pericias e contribuir diretamente para o esclarecimento de crimes.
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FORENSIC TOXICOLOGY AS CO-AUTHOR IN CRIMINAL INVESTIGATION

AMANDA MAGALHAES BERNARDO ®; IARA APARECIDA DE ALMEIDA @,
JOAO VITOR PAES RETTORE ©

ABSTRACT

Toxicological analyses are capable of detecting the presence of
psychoactive substances in samples, mainly biological matrices, making it
possible to monitor dependent patients, diagnose intoxication and can even be
used in the investigation of deaths. The moment when the meeting between the
judiciary and the forensic sciences occurs, is so that there can be an investigation
in a case with suspected use of psychoactive substances, as in the case of the
boy Bernardo Boldrini, killed by the abuse of benzodiazepine, given by his
stepmother, and Rhayron killed by poisoning with chocolate milk. Inboth cases
forensic analysis confirmed psychoactive substances intentionally used to Kill
them. Within this branch of toxicology the main analyses are:colorimetry which
will detect the presence of a substance through a reaction using color change;
chromatography analysis which is able to separate one substance from another
and as a consequence of this process it is possible to identify the presence of a
psychoactive substance; and immunoassays, which can detect the presence of
a psychoactive substance, where there will be a stimulation of an immune
reaction through the use of an antigen.

Keywords: Toxicology. Criminal Expertise. Colorimetry. Chromatography.

Immunoassays.
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