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RESUMO

A aplicacdo de imunoensaios na deteccdo de substancias psicoativas vem
crescendo no contexto de analises toxicolégicas. Diferentes matrizes biolégicas séo
empregadas por essa técnica, destacando-se urina, sangue, cabelo, suor e fluido
oral, sendo o ultimo, a matriz que esta em grande ascensdo nas analises de
substancias psicoativas voltadas ao transito e ambiente de trabalho. O objetivo do
trabalho é realizar uma reviséo sobre a aplicagdo dos imunoensaios na deteccao de
substancias psicoativas, bem como as matrizes biolégicas mais empregadas para
essa finalidade, além de realizar uma avaliacdo pratica da especificidade de um kit
de imunonesaio. Os artigos apresentados nesta revisdo foram obtidos a partir da
busca no banco de dados Pubmed, Science Direct e Portal de Periddicos da CAPES
e foi realizado teste de especificidade em kits de cocaina, A9-THC e anfetamina,
utilizando amostras de fluido oral negativas, adicionadas de solucdo padrdo das
substancias cocaina, anfetamina (AF), alprazolam, diazepam, bromazepam,
clonazepam, nitrazepam, oxazepam, lorazepam, cetamina,
metilenodioximetanfetamina (MDMA), heroina, anfepramona, delta-9-
tetrahidrocanabinol  (A9-THC), benzocaina, efedrina, cafeina, fenilefrina,
femproporex, mazindol, metilfenidato, nicotina, sibutramina e p-sinefrina. O uso de
imunoenaios é de grande aplicabilidade em analises toxicoldgicas de triagem, com
muitos estudos sendo realizados na area, os quais conferem subsidios para a
aplicacado desta técnica em diferentes setores da sociedade para a deteccdo de
substancias psicoativas. Os kits de imunoensaio testados se mostraram efetivos
para a deteccao de cocaina e A9-THC, ndo apresentando reatividade cruzada com
as substancias testadas, porém o kit de anfetamina n&o foi efetivo para a
identificacdo de estimulantes tipo anfetamina (ETA) consumidos no Brasil. Apesar do
grande volume de publicacdes e aplicacdo desses kits em analises forenses em
diversos paises, ainda é necessario o desenvolvimento de kits direcionados aos

ETAs mais utilizados no Brasil.

Palavras-chave: Monitoramento de drogas. Imunoensaio. Andlise de drogas. On-site

test.



ABSTRACT

The application of immunoassays for the detection of psychoactive substances
is growing in the context of toxicological analysis. Different biological matrices are
employed by this technique, especially urine, blood, hair, sweat and oral fluid, the
latter being cited the matrix that is in great rise in the analysis of psychoactive
substances, mainly in drug and driving control and workplace drug control. The aim
of this work is conduct a review of the application of immunoassays for the detection
of psychoactive substances, as well as biological matrices commonly employed for
this purpose, and performs a practical evaluation of the specificity of an
immunoassay kit. The articles presented in this review were obtained from the search
in the database PubMed, Science Direct and the Portal de periddicos CAPES, and
the specificity test was performed in cocaine, amphetamine and A°-THC kits, using
oral fluid samples negative were spiked with standard solutions of cocaine,
amphetamine (AF), alprazolam, diazepam, bromazepam, clonazepam, nitrazepam,
oxazepam, lorazepam, ketamine, methylenedioxymethamphetamine (MDMA),
heroin, amfepramone, delta-9-tetrahydrocannabinol  (A%-THC), benzocaine,
ephedrine , caffeine, phenylephrine, fenproporex, mazindol, methylphenidate,
nicotine, sibutramine, and p-synephrine. The use of immunoassays is of wide
applicability in toxicological analysis of screening, with many studies being conducted
in this area, which provide subsidies for the application of this technique in different
sectors of society for the detection of psychoactive substances. These tests detect
cocaine and A%THC effectively, showing no cross reactivity with the tested
substances, but the amphetamine test kit was not effective for the identification of
amphetamine type stimulants (ATS) consumed in Brazil. Despite the large volume of
publications and application in forensic analysis of these kits in many countries, it is
still necessary to develop specialized kits for ATS, for effective control of these

substances and application of this technology in Brazil.

Keywords: Drug monitoring. Immunoassay. Drug test. On-site test.
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1 INTRODUCAO

O abuso de substancias psicoativas (SPA) é considerado um problema de
abrangéncia global atualmente. De acordo com a United Nations (2001) verificou-se
um crescimento no abuso e ma utilizacdo de drogas consumidas tradicionalmente
para fins medicinais, como anfetaminicos, opiodides, benzodiazepinicos, barbituricos,
analgésicos. O United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC, 2010), em seu
altimo relatério anual classifica os usuarios de canabis como 0 grupo que mais
consome drogas ilicitas no mundo (129-190 milhdes de pessoas), seguidos do
elevado consumo de estimulantes tipo anfetamina (ETA), opibides e cocaina.

No Brasil, o consumo de drogas licitas — especialmente o alcool e tabaco — &
superior ao das drogas ilicitas. Em contrapartida, os dados sobre drogas ilicitas
mostram que da populacdo pesquisada 8,8% ja fez uso de maconha e 2,9% de
cocaina pelo menos uma vez na vida (uso na vida) (CENTRO BRASILEIRO DE
INFORMACOES SOBRE DROGAS PSICOTROPICAS, 2006). Uma comparacao
entre os dados do | Levantamento Domiciliar sobre o Uso de Drogas Psicotropicas
em 2001 e do Il Levantamento Domiciliar sobre o Uso de Drogas Psicotrépicas no
Brasil em 2005 mostrou que o uso na vida de qualquer droga (exceto tabaco e
alcool), entre entrevistados de 108 cidades, aumentou de 19,4% em 2001 para
22,8% em 2005 (CENTRO BRASILEIRO DE INFORMAQ()ES SOBRE DROGAS
PSICOTROPICAS, 2006).

O Brasil encontra-se entre os trés paises que mais consomem substancias
anorexigenas, juntamente com Argentina e Estados Unidos, 0os quais ocupam o
terceiro e primeiro lugar, respectivamente (INCB, 2009). Em relacdo aos
medicamentos anorexigenos, foi verificado um uso na vida de 3,2% em 2005, o que

corresponde a um aumento de 1,7% quando comparado ao ano de 2001. Essas



porcentagens sao préoximas as de paises como Holanda, Espanha, Alemanha e
Suécia, mas muito inferior aos Estados Unidos (6,6% em 2005). Vale ressaltar que
foi a Unica categoria de drogas cujo aumento de 2001 para 2005 foi estatisticamente
significativo (CENTRO BRASILEIRO DE INFORMACOES SOBRE DROGAS
PSICOTROPICAS, 2006).

O uso indevido de SPA e seus consequentes efeitos negativos afetam a
estabilidade estrutural dos estados e das sociedades, ameacam valores politicos,
econdbmicos, humanos e culturais, além de infligir consideravel prejuizo econémico
aos paises, contribuindo para o crescimento dos gastos com tratamento médico e
internacdo hospitalar, para 0 aumento dos indices de acidentes de trabalho e
transito, de violéncia urbana e de mortes prematuras e, ainda, para a queda de
produtividade dos trabalhadores (CENTRO BRASILEIRO DE INFORMACOES
SOBRE DROGAS PSICOTROPICAS, 2009). Mundialmente, estima-se que 1,2
milhdo de pessoas sdo mortas em acidentes rodoviarios por ano e mais de 50
milhdes sofram ferimentos. Projecfes indicam que esses nimeros podem aumentar
cerca de 65% nos préximos 20 anos (PEDEN et al., 2004). O Brasil, lider em
acidentes de transito nas rodovias, registrou 172.000 mortes entre 1999 a 2006,
considerando as mortes ocorridas apenas nos locais de acidentes (PECHANSKY et
al., 2010).

O monitoramento de SPA pode ser realizado em diferentes setores da
sociedade, com o intuito de diminuir o impacto do uso dessas substancias na
populacao. Nos ultimos anos, diversos estudos tém mostrado a elevada prevaléncia
do uso de substancias psicoativas por motoristas (BERNHOFT, 2005; WYLIE et al.,
2005; GIOVANARDI et al., 2005; LABAT et al., 2008; DAVEY et al., 2009; GJERDE

et al., 2010), de forma que em alguns paises ja ha o monitoramento de SPA em



condutores (AUSTRALIA, 1986; DRUMMER et al, 2007; ARRIVE ALIVE;
AUSTRALIA, 2009; BUTLER 2007; PORTUGAL, 2007). Existe também a
possibilidade de se aplicar o controle de SPA no ambiente de trabalho (NOLAN,
2008; LILLSUNDE et al., 2008), em emergéncias meédicas, monitoramento clinico
(WAY et al.,, 1998), na area esportiva (SPYRIDAKI et al., 2006) e também no
ambiente escolar (LEVY et al., 2006; ROCHE et al., 2009).

Diversas matrizes biolégicas podem ser utilizadas na deteccdo de SPA, como
sangue, urina, suor, cabelo e fluido oral. Tradicionalmente, a urina tem sido o
exemplo mais comum de matriz biolégica selecionada na triagem do uso de drogas.
As matrizes convencionais foram, recentemente, complementadas pela utilizacdo de
fluido oral, o qual mais se aproxima do perfil de concentracédo e tempo exibido pela
droga no sangue (KANKAANPAA et al., 2004), assim, sendo considerado como a
principal matriz alternativa ao sangue para a deteccdo do uso recente de
medicamentos e drogas de abuso (CONCHEIRO et al., 2007).

Muitas metodologias podem ser utilizadas na deteccdo de SPA, destacando-
se as técnicas cromatograficas, como cromatografia liquida e gasosa, e as técnicas
imunolégicas. Procedimentos rapidos no rastreio de substancias em amostras
biolégicas tem se tornado uma parte importante da analise toxicologica de rotina em
laboratérios forenses (LALOUP et al., 2005), incluindo-se nesse contexto 0s
imunoensaios, que consistem em um teste de triagem para identificacdo e
quantificacdo de substancias através da medida de uma resposta caracteristica
decorrente da interagdo entre a substancia alvo e um anticorpo especifico (HUESTIS
e SMITH, 2006). Dentre as técnicas imunoldgicas existentes, podemos destacar 0s
imunoensaios de precipitacdo (BUENO e VAZ, 2007), aglutinacdo (BUENO e VAZ,

2007), imunofluorescéncia (IF), radioimunoensaios (RIA), enzimaimunoensaios (EIA)



e imunocromatografia (IC) (VAZ, 2007). As substancias sao inicialmente detectadas
pelos imunoensaios, hum processo de triagem, visto que sdo técnicas sensiveis,
baratas e ndo requerem méao de obra qualificada no laboratério, sendo possivel
realizar a triagem de muitas amostras para uma ou mais classe de substancias
simultaneamente (HUESTIS e SMITH, 2006).
Devido a elevada ocorréncia de resultados falsos positivos e falsos negativos,
esses testes de triagem podem ser facilmente questionaveis, justificando o
encaminhamento das amostras positivas, e 5% dos testes negativos (para averiguar
a eficacia da triagem), para confirmacdo por procedimentos analiticos mais
especificos, 0os quais devem ser, no minimo, tdo sensiveis quanto os testes de
triagem e basear-se em principio analitico diferente, a fim de ndo ser alvo dos
mesmos interferentes e erros (LIMBERGER et al., 2010).
O presente trabalho tem por objetivo revisar sobre o uso de imunoensaios na
deteccdo de substancias psicoativas, bem como as diferentes matrizes biolégicas, e

as técnicas mais empregadas.

2 OBJETIVO GERAL

Abordar sobre a utilizacao de testes imunoldgicos na deteccdo de substancias

psicoativas em diferentes matrizes biolégicas.

2.1 Objetivos Especificos

e Revisar a aplicacdo de técnicas imunoldgicas na deteccao de SPA,
e Abordar sobre as vantagens e desvantagens das diferentes técnicas
imunologicas utilizadas para deteccao de drogas de abuso;

e Abordar aspectos tecnoldgicos e de producao de Kits;
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e Abordar sobre as vantagens e desvantagens de diferentes matrizes
bioldgicas na aplicacéo de técnicas imunologicas;

e Realizacdo de teste de especificidade em kits de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay);

¢ Discutir sobre a aplicabilidade destes testes no transito;

e Discussao de problemas éticos e legais da aplicacdo de testes in loco em

andalises de rotina.

3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido através de pesquisa em livros didaticos, bem
como nas bases de dados Pubmed, ScienceDirect e Portal de Peridédicos da
CAPES, utilizando as seguintes palavras-chave: drug monitoring/ monitoramento de
drogas, immunoassay/imunoensaio, radioimmunoassay/  radioimunoensaio,
enzimaimmunoassay/ enzimaimunoensaio, screening tests/testes de triagem, oral
fluid/saliva, urine/urina, hair/cabelo, blood/sangue, drug test/deteccao de drogas, on-
site test, workplace drug control/ drogas em ambiente de trabalho e drug and driver/
drogas e transito.

A pesquisa foi realizada no periodo de abril a maio de 2011.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Imunoensaios

Imunoensaios sdo métodos de elevada utilidade na detecgdo de substancias
em fluidos biolégicos, devido a facilidade no pré-tratamento das amostras e na
capacidade de analisar muitas amostras em um curto espaco de tempo (AOKI,

YOSHIDA e KUROIWAB, 1996), além da elevada sensibilidade e baixo custo
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guando comparado a técnicas cromatograficas. Esses testes também evitam o uso
de reagentes quimicos perigosos, apresentam uma boa especificidade, além de
fornecerem um rapido resultado qualitativo e, em alguns casos, resultado semi-
guantitativo para uma variedade de substancias ou grupo de substancias (HAND e
BALDWIN, 2008). Muitos imunoensaios tém sido desenvolvidos para a deteccédo de
drogas em fluidos biologicos, na maioria, ensaios competitivos, em que a substancia
presente na amostra compete com uma substancia marcada pelos sitios de ligacéo
de um anticorpo, desenvolvido especificamente para determinado composto ou
metabolito (CASLAVSKA, ALLEMANNB e THORMANNA, 1999). Uma melhor
precisdo dos resultados € obtida através da combinacédo da elevada sensibilidade
dos imunoensaios com a elevada especificidade de técnicas cromatograficas, as
quais sdo geralmente empregadas como método confirmatério da triagem por
imunoensaios, permitindo maior confiabilidade na identificacdo e quantificacdo de
SPA e seus metabdlitos (HUESTIS e SMITH, 2006). As técnicas imunoldgicas mais
empregadas na deteccdo de SPA sé&o: radioimunoensaio (Radioimmunoassay -
RIA), imunoensaio multiplicado por enzima (Enzime-Multiplied Immunoassay
Techniqgue - EMIT), imunoensaio de fluorescéncia polarizada (Fluorescence
Polarization Immunoassay - FPIA), ensaio imunoadsorvente ligado a enzima
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA) e imunocromatografia

(Immunochromatography - IC).

4.1.1 Radioimunoensaio (Radioimmunoassay - RIA)

O RIA foi a primeira técnica imunologica padronizada para a deteccao e
quantificacdo de pequenas quantidades de substancias. O termo radioimunoensaio
é usualmente utilizado quando o componente marcado é o antigeno (REIS, 1998). A

deteccdo de SPA por este método consiste basicamente na utilizacdo da técnica de
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RIA competitivo, que se baseia na competicdo entre um antigeno marcado com um
radioisotopo e o antigeno ndo-marcado, presente na amostra, pelos sitios de ligacao
do anticorpo, que esta fixado na fase solida. Adicionam-se, entdo, quantidades
crescentes de amostra, contendo o antigeno ndo-marcado, o qual vai deslocar do
sitio de ligacdo do anticorpo, os antigenos marcados. Dessa forma, quanto maior a
guantidade de antigeno ndo-marcado, menor € a quantidade de antigeno marcado
ligado ao anticorpo, e com isso, menor a intensidade do sinal detectado. A
quantificacdo do antigeno é determinada pela contagem do material radioativo
presente na reacdo, sendo 0s is6topos mais empregados como marcadores o iodo
(I**%), emissor de radiacdo gama, e o trito (H®), emissor de radiacdo beta
(STEVENS, 2003; VAZ, 2007a; KINDT, GOLDSBY e OSBORNE, 2008). O numero
de epitopos apresentados pelo antigeno marcado € sempre superior a quantidade
total de sitios de ligacdo do anticorpo, para ocorrer, de forma efetiva, a competicédo
entre o antigeno ndo-marcado presente na amostra com 0 antigeno marcado pelo
anticorpo. Para determinar a quantidade de antigeno marcado que se ligou ao
anticorpo, o complexo antigeno-anticorpo € precipitado (KINDT, GOLDSBY e
OSBORNE, 2008) e a radioatividade € medida através da contagem de raios gama,
por um contador gama de cristal sélido, ou de raios beta, através de um contador de
cintilacdes (VAZ, 2007a). Sendo assim, é possivel determinar, através da relacao
inversa, a quantidade de antigeno ndo marcado presente na amostra. Além da
competicdo com antigeno marcado, ha ainda como variagbes o método de
competicdo com anticorpo marcado, n&o utilizado na deteccdo de SPA, e o método
de captura de antigeno (sanduiche), no qual o antigeno é revelado pela utilizacdo de

um segundo anticorpo (REIS, 1998) (Figura 1).
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O RIA é uma das técnicas mais sensiveis para deteccdo de antigenos e
anticorpos (VAZ, 2007a; KINDT, GOLDSBY e OSBORNE, 2008). Alguns estudos
relatando a utilizacdo de RIA na deteccdo de drogas em diferentes matrizes
bioldgicas foram encontrados na literatura (ARMBRUSTER et al., 1993; MARSH,
EVANS e STRANG, 1995; TAGLIARO et al., 2000). No entanto, o tempo de meia-
vida dos reagentes utilizados, o0 risco operacional, a necessidade de medidas
especiais e o elevado custo de biosseguranca e de descarte de material fizeram com
gue essa técnica fosse, gradativamente, sendo substituida por metodologias mais
seguras e que empregam reagentes mais estaveis. Inicialmente, as pesquisas na
area de drogas que empregavam técnicas imunoldgicas utilizavam como método o
RIA, no entanto, com o passar dos anos, essa metodologia deu lugar para os

enzimaimunoensaios, que atualmente, sdo mais amplamente empregados.

0%, ® 0
0009 000000
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Figura 1: Radioimunoensaio. (A) Método de competicdo com antigeno marcado, (B)
método de competicdo com anticorpo marcado e (C) método de captura de antigeno
(Fonte: REIS, 1998).

4.1.2 Imunoensaio multiplicado por enzima (Enzime-Multiplied Immunoassay

Technique - EMIT)

O EMIT consiste em um enzimaimunoensaio, que permite medidas
guantitativas diretas da interacao antigeno-anticorpo através da medida de atividade
enzimatica sobre um substrato (REIS, 1998). Este enzimaimunoensaio é do tipo
homogéneo, o que significa que a interacdo entre 0s reagentes empregados ocorre
no mesmo meio, sem a necessidade de etapas de lavagem. Nesta técnica, o
radioisotopo, antes empregado no RIA, é substituido por uma enzima. Este método
baseia-se na interacdo entre o anticorpo especifico anti-antigeno e o antigeno (neste
caso uma SPA) ligado a uma enzima, denominado conjugado. Incubam-se
guantidades conhecidas de conjugado antigeno-enzima com a amostra e com 0S
anticorpos especificos anti-antigeno, promovendo-se, assim, uma competicdo entre
0 antigeno presente na amostra e o conjugado pelos sitios de ligacdo do anticorpo.
Quando ndo ha antigeno na amostra, o anticorpo livre se liga ao conjugado
inativando a enzima, que ndo vai conseguir agir sobre o substrato. Quando ha

antigeno presente na amostra, este se liga ao anticorpo, deixando o conjugado livre
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e mantendo a enzima na sua forma ativa para atuar sobre o substrato, gerando,
assim, um produto mensuravel (Figura 2). Dessa forma, a relacdo entre a
guantidade de produto formado € diretamente proporcionalaa quantidade de
antigeno livre na amostra (REIS, 1998; VAZ, 2007a; VAZ e LEONI, 2007). Nesses
ensaios, as enzimas mais comumente utilizadas séo a lisozima, a glicose-6-fosfato
desidrogenase e a beta-galactosidase (VAZ, 2007a; VAZ e LEONI, 2007). Esta
metodologia vem sendo empregada em diversos estudos voltados a deteccéo de
SPA e seus metabdlitos, sendo as matrizes sangue e urina as mais amplamente
empregadas, seguidas do fluido oral (KANKAANPAA et al., 2001; HINO et al., 2003;
JONES, HOLMGREN e KUGELBERG et al., 2008; GJERDE et al., 2011).

O EMIT, além de ndo apresentar etapas de lavagem, por se tratar de um
enzimaimunoensaio homogéneo, possui como vantagens a rapidez, a facil execucéo
e a capacidade de se adaptar a diferentes automacdes, além de boa capacidade de
deteccdo de moléculas pequenas. Considerando que 0s imunoensaios Sao
geralmente desenvolvidos para um determinado uso e tipo de amostra, 0S
imunoensaios homogéneos sao mais propensos a interferentes e menos sensiveis
do que os imunoensaios heterogéneos. Isto porque nestes ensaios a amostra esta
presente no momento da geracao do sinal, devido a auséncia da etapa de lavagem
gue minimiza o efeito da matriz (STEVENS, 2003; KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ,

2008).
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Antigeno marcadocom enzima

Antigeno da amostra
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antigeno marcadoinativaa enzima

Figura 2: Imunoensaio multiplicado por enzima (EMIT) (Adaptado de REIS, 1998).

4.1.3 Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay - ELISA)

Assim como o EMIT, a técnica de ELISA consiste em um enzimaimunoensaio,
porém é do tipo heterogéneo, necessitando uma etapa de lavagem para separar as
substancias reagentes marcadas que estdo livres das marcadas que se ligaram ao
anticorpo (REIS, 1998). Nesta técnica, ha a fixacdo do antigeno ou do anticorpo em
uma fase solida, geralmente de poliestireno, e a utilizagdo de um conjugado, que por
sua vez pode ser um antigeno ou um anticorpo ligado a uma enzima. Na deteccao
de SPA, geralmente tém-se um anticorpo sintético imobilizado na fase sdlida,
especifico para o antigeno de interesse presente na amostra. Nesses testes é
necessaria uma etapa de lavagem apos a adicdo dos reagentes, para separar 0
conjugado que se ligou ao anticorpo dos conjugados que ficaram livres. A enzima
reage com o substrato incolor adicionado ao sistema, gerando um produto de reagéo
colorido, monitorado visualmente ou por espectrofotbmetro. A relacdo entre a
intensidade de coloragdo e quantidade de antigeno na amostra € inversamente

proporcional (REIS, 1998; STEVENS, 2003; VAZ, 2007a). No ELISA, as enzimas
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mais utilizadas sdo a peroxidase, a fosfatase alcalina e a beta-galactosidase.

Diversas variantes da técnica foram desenvolvidas, como o ELISA indireto, o ELISA

captura de antigeno (sanduiche) e o ELISA competitivo, sendo os dois ultimos os

mais aplicados para deteccdo de antigeno na amostra (KINDT, GOLDSBY e

OSBORNE, 2008) e, portanto, os mais utilizados na deteccdo de SPA (Figura 3). A

seguir estdo descritas as duas variantes mais utilizadas:

a)

b)

ELISA sanduiche: Neste método, o anticorpo é imobilizado na fase soélida e o
antigeno, presente na amostra adicionada, interage com o0 anticorpo
imobilizado. Ap6s uma etapa de lavagem, para retirar os antigenos que
permanecem livres, um segundo anticorpo, ligado a uma enzima e
direcionado a um epitopo diferente, € adicionado ao sistema, ocorrendo a
interacdo com o0 antigeno que se ligou ao anticorpo imobilizado. Depois de
retirado o excesso do segundo anticorpo, 0 substrato é adicionado gerando
um produto colorido (STEVENS, 2003; VAZ, 2007a; KINDT, GOLDSBY e
OSBORNE, 2008). Essa variante da técnica apresenta algumas vantagens
em relacdo aos métodos competitivos, como a maior sensibilidade e a
possibilidade de se utilizar o mesmo conjugado em diferentes sistemas, na
busca por diferentes antigenos (VAZ, 2007a; KINDT, GOLDSBY e
OSBORNE, 2008).

ELISA competitivo: Nesse teste, o antigeno ligado a enzima compete com o
antigeno livre, presente na amostra do paciente, pelo sitio de ligacdo do
anticorpo. Apos uma etapa de lavagem, os antigenos que néo se ligaram ao
anticorpo sao removidos e apos a adicdo do substrato da enzima, a atividade
enzimatica € mensurada. Quanto maior a quantidade de antigeno presente na

amostra, menor a quantidade de antigeno marcado com enzima se liga ao
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anticorpo, sendo assim, a atividade enzimatica é inversamente proporcional a
guantidade de antigeno presente na amostra (REIS, 1998; STEVENS, 2003;
IMMUNALYSIS CORPORATION, 2005; VAZ, 2007a).

Em todas as variantes do ELISA, antes da medida da intensidade da
coloracdo, adiciona-se uma solucdo acida ou alcalina que interrompe a reacéao
enzimatica e estabiliza a coloracdo para a realizacdo da leitura em
espectrofotometro. Alguns estudos tém demonstrado a aplicabilidade desta técnica
na deteccdo de SPA em diferentes matrizes, como sangue, urina, fluido oral e
cabelo (MOORE et al., 1999; LALOUP et al.,, 2005; PUJOL, 2007; LABAT et al.,
2008; KULIKOWSKA et al., 2009; MIYAGUCHI et al., 2009; DRUMMER et al., 2011;
KIRSCHBAUM, 2011).

Assim como o EMIT, a técnica de ELISA apresenta rapidez, baixo custo e
adaptacao a diferentes graus de automacéo, além de objetividade na leitura, elevada
sensibilidade e especificidade (REIS, 1998; LALOUP et al., 2005; VAZ, 2007a).
Uma vantagem, comparada ao EMIT e outros ensaios homogéneos € a
possibilidade de utilizar a amostra sem preparacao prévia, pois ela sera retirada em
uma etapa de lavagem, néo interferindo no teste, o que confere ao teste menores

limites de deteccéao.
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000000000:

Figura 3: Teste imunoenzimatico para quantificacdo de antigenos em amostras: (A)
competitivo com antigeno marcado e (B) competitivo com anticorpo marcado. Teste
imunoenzimatico para detec¢cdo de anticorpos: (C) indireto, (D) captura de IgM com
antigeno marcado e (E) captura de IgM com anticorpo marcado. (F) Representacéo
de resultado de um teste de ELISA em microplaca (Fonte: VAZ, 2007a).

4.1.4 Imunocromatografia (Immunochromatography- IC)

Os testes imunocromatograficos, também chamados de “on-site tests” ou
testes rapidos, consistem em uma técnica de triagem que pode ser utilizada para
indicar o uso de SPA, por serem de facil utilizacdo, apresentarem resultado rapido,
“in loco” e confiavel (BLENCOWE et al., 2010). A técnica emprega uma matriz sélida
constituida de uma membrana de nitrocelulose ou de nilon, recobertas por um
acetato transparente. Na utilizacao para SPA, o anticorpo é fixado na membrana na
forma de linhas, denominadas linhas de captura. Como conjugado, utiliza-se um
segundo anticorpo, marcado com um corante insolivel como o ouro coloidal, de
coloracao rosea, ou o prata coloidal, de coloragéo azul-marinho. Com a aplicacao da

amostra o antigeno presente se liga ao conjugado e migra, por cromatografia, até
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formar um imunocomplexo. Este imunocomplexo € revelado pelo depdsito do
corante coloidal na linha de captura. Esses testes possuem a vantagem de
dispensarem o0 uso de reagentes adicionais, equipamentos e técnicos
especializados, ndo sendo necessario um ambiente laboratorial para realizacdo da
analise, além de possuirem uma boa sensibilidade, suficiente para detectar
intoxicacbes por superdosagem e SPA em pequenas quantidades. Foram
inicialmente desenvolvidos para a utilizacdo em urina, visto que a utilizacdo de
sangue impede o resultado r4pido e in loco deste teste, além de haver interferéncia
das células sanguineas na migracdo. No entanto, o uso de fluido oral tem se tornado
cada vez mais freqiente na deteccdo de SPA e utilizado na deteccdo e
monitoramento  dessas substancias (GRONHOLM e LILLSUDE, 2001,
KANKAANPAA et al., 2001; BIERMANN et al., 2004; TOENNES et al., 2005;
HUESTIS e SMITH, 2006; LALOUP et al., 2006; BLENCOWE et al., 2010). Os testes
imunocromatograficos sdo de elevado custo, e por esse motivo, € comum a
utilizacao de dispositivos que utilizem um conjunto de anticorpos para deteccdo de
algumas classes de SPA mais frequentes, permitindo a deteccdo simultdnea de
diferentes substancias (VAZ, 2007a; VAZ e LEONI, 2007). Uma desvantagem
associada a esses testes é a subjetividade na interpretacdo dos resultados, no
entanto, esse problema tem sido contornado com o desenvolvimento de leitoras

portateis, permitindo maior exatiddo no resultado (HAND e BALDWIN, 2008).

4.1.5 Imunoensaio de Fluorescéncia Polarizada (Fluorescence Polarization

Immunoassay - FPIA)

O FPIA é uma técnica de imunofluorescéncia do tipo homogénea, também
chamado de fluoroimunoensaio. As moléculas fluorescentes absorvem luz de um

comprimento de onda (excitacdo) e emitem luz de outro comprimento de onda
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(emissao), de forma que a deteccdo ocorre através da emissdo de luz colorida
guando as moléculas fluorescentes sao excitadas por uma luz de comprimento de
onda apropriado (KINDT, GOLDSBY e OSBORNE, 2008). Nessa técnica, para a
deteccdo de SPA, os antigenos sdo marcados com fluorocromos, 0s quais vao
competir com um antigeno ndo-marcado presente na amostra pelo sitio de ligacao
no anticorpo. Quando ha uma grande quantidade de antigenos ndo-marcados na
amostra, este vai se ligar ao anticorpo e deixar livres os antigenos marcados, 0s
quais vao se movimentar rapidamente em solucdo e, quando excitados, emitem
menos luz polarizada. Quando had uma menor quantidade de antigenos nao
marcados ocorre a ligacado dos antigenos marcados com 0s anticorpos e a formacao
de um imunocomplexo, 0 qual possui um possui uma movimentacao limitada, devido
ao seu elevado tamanho, e com isso a luz emitida pelo fluorocromo é mais
polarizada. A leitura da luz polarizada € realizada em um microscépio de
fluorescéncia, composto por uma fonte de luz UV de alta intensidade (lampada de
qguartzo-halogénio), filtros de excitacdo para fluorocromo e filtros barreira, que
removem interferentes e garantem a transmissdo eficiente de luz emitida. A
quantidade de antigeno na amostra é inversamente proporcional a quantidade de luz
polarizada detectada (VAZ, 2007a; VAZ e LEONI, 2007). Os fluorocromos mais
utilizados sédo fluoresceina, que emite fluorescéncia amarelo-esverdeado, e
rodamina e ficoeritrina, que emitem fluorescéncia vermelha (KINDT, GOLDSBY e
OSBORNE, 2008).

O FPIA tem sido utilizado em alguns estudos para a deteccdo de SPA em
diferentes matrizes biologicas (ENSSLIN, KOVAR e MAURER, 1996; CASLAVSKA,
ALLEMANNB e THORMANNA, 1999; RADOVANOVIC et al., 2000; RAIKOS et al.,

2002; SAMYN et al.,, 2002; KULIKOWSKA et al., 2009), pois € uma técnica de
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elevada sensibilidade e metodologia simples (STEVENS, 2003). Porém, em geral,
tem sido gradativamente substituido por enzimaimunoensaios, devido a fatores
como a necessidade de microscopia e subjetividade de leitura, além de

impossibilidade de automacéo (VAZ, 2007a).

4.2 Desenvolvimento de Kits de Imunodiagndéstico

No contexto da utilizacdo de testes de imunoensaios na deteccdo de
substancia psicoativa, destaca-se a importancia no desenvolvimento de kits de
imunodiagnadtico. Esses kits empregam anticorpos como componente crucial para o
desempenho do teste, os quais devem ser escolhidos ou desenvolvidos para
apresentar especificidade e afinidade adequada para o antigeno correspondente.
Outro fator importante no desenvolvimento de kits € a escolha do tipo de anticorpo
mais adequado para ser utilizado no teste, sendo 0s mais empregados 0sS

monoclonais e policlonais.

Anticorpos séo glicoproteinas pertencentes a familia das imunoglobulinas, que
consiste em diversas proteinas envolvidas na resposta imunoldgica e sistemas de
defesa do organismo. A estrutura basica de um anticorpo consiste em duas cadeias
polipeptidicas “pesadas” idénticas pareadas com duas cadeias polipeptidicas “leves”
idénticas, resultando em uma estrutura flexivel em forma de Y (STRASINGER e
STEVENS, 2003). A cadeia leve esta ligada a uma cadeia pesada através de uma
ponte de dissulfeto e as duas cadeias pesadas estdo ligadas entre si através de
duas pontes dissulfidicas. As cadeias sao subdivididas em dominios constituidos de
aproximadamente 110 aminoacidos, ligados por variadas pontes de dissulfeto,

formando uma estrutura globular. Tanto as cadeias pesadas quanto as leves
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possuem regibes variaveis (V) aminoterminais e regides constantes (C)
carboxiterminais. A cadeia pesada possui um dominio variavel (Vh) e trés dominios
constantes (Chl, Ch2, Ch3), enquanto que a cadeia leve possui apenas um dominio
variavel (VI) e um dominio constante (CL). A regido Vh é justaposta a uma regido VI,
formando o sitio de combinac&o. Esse sitio de combinagcdo possui também regides
hipervariaveis, as quais estao presentes dentro de cada regido variavel das cadeias
leves e pesadas, assim, existindo cerca de trés regides hipervariaveis na regido Vh e
trés na regido VI. Essas regibes hipervariaveis sdo chamadas de regides
determinantes de complementaridade (complementarity determining region - CDRS).

(LIDDELL, 2005; FERNANDES e ESPINOLA, 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Estrutura da molécula de anticorpo (Fonte: FMRP, 2011).

Os anticorpos policlonais sdo produzidos por diferentes linfécitos B, cada um
produzindo um anticorpo reconhecendo um unico epitopo. O soro policlonal consiste

em uma mistura de anticorpos com diferentes afinidades, isotipos diferentes e com



24

diferentes especificidades, reconhecendo tanto epitopos da substancia imunogénica
quanto impurezas. Na producéo dessa mistura de anticorpos, em escala laboratorial
se utilizam, geralmente, coelhos, mas em escala industrial, outros animais podem
ser utilizados, como ovelhas e cavalos. A escolha do local de injecdo da substancia
imunogénica € importante, a aplicacao subcutanea é feita em diferentes localidades,
sendo que a aplicacdo proxima aos linfonodos é considerada a melhor regido, por
causar menor desconforto ao animal. Apés a producdo da mistura de anticorpo,
pode ser necessaria uma etapa de purificacdo, principalmente quando se deseja
marcar o anticorpo com reagentes para deteccdo. A purificacdo pode ser realizada
por VArios processos, como salting out, que vai resultar na precipitacdo do anticorpo
devido ao aumento da forga ibnica, obtendo-se uma pureza de 80 a 90%; método de
troca ibnica, o qual fornece maior pureza comparada ao salting out, mas o0 processo
€ mais demorado; ligacdo especifica e reversivel do anticorpo com lecitina,
formando um complexo que quando dissociado, pela utilizacdo de um tampao, libera
anticorpo de elevada pureza, no entanto € uma técnica cara e limitante em grande
escala; purificacdo por imunoafinidade na qual o antigeno é fixado a um suporte
inerte e 0 anticorpo passa, lentamente, através da coluna e apés a lavagem para
retirar anticorpos nédo ligados, os que se ligaram aos antigenos séo, entédo, eluidos
(LIDDELL, 2005).

Os anticorpos monoclonais sao obtidos a partir da fusdo de um linfécito B com
uma célula de mieloma, gerando uma célula hibrida, a qual herdou tanto a
capacidade de gerar anticorpos especificos quanto a capacidade de se proliferar
indefinidamente. Uma unica célula de hibridoma pode ser isolada e através de
processos mitéticos gerar anticorpos idénticos. As células de mieloma sao ceélulas

neoplasicas que tém a capacidade de produzir anticorpos, no entanto uma das
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caracteristicas de mielomas utilizados para producdo de hibridomas € a néo
secrecdo de imunoglobulinas, além de uma deficiéncia enzimatica, tanto da enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferase (HGPRT) como da enzima timidina
quinase (TK). As células podem ser obtidas por colecdo de culturas internacionais
como a American Type Culture Collection e a European Collection of Animal Cell
Cultures (STEVENS, 2003; LIDDELL, 2005).

A deficiéncia na enzima HGPRT e TK impede a sobrevivéncia das células de
mieloma no meio HAT, no qual crescem as células que ja foram fundidas com
anticorpos, enquanto que as células fundidas conseguem sobreviver por ter herdado
a enzima HGPRT do linfocito. A fusdo das células é realizada a partir da mistura
entre a suspensado de células obtidas do baco ou linfonodos do animal imunizado
com as células de mieloma, mas ndo é uma fusdo especifica, podendo permanecer
em solucéo células do baco e mielomas ndo-fundidos, hibridos de mieloma/mieloma,
hibridos de células do baco, hibridos de células do bagco/mieloma, além de hibridos
de mais de duas células. Essa fusdo € realizada principalmente pela adicdo do
agente surfactante polietilenoglicol (PEG) a mistura. A diferenciacdo entre os
hibridomas formados ocorre com a incubacao da mistura no meio HAT, isto porque
esse meio é enriquecido com hipoxantina, aminopterina e timidina. A aminopterina é
um antibiético que bloqueia a via “de novo” de sintese de acido nucléico, obrigando
a célula a utilizar a via de salvamento alternativo, na qual as enzimas HGPRT e TK
utilizam hipoxantina e tirosina, respectivamente, como substrato para sintese. Como
as células de hibridoma de mieloma e linfécitos possuem essas enzimas conseguem
sobreviver no meio utilizando os substratos presentes (STEVENS, 2003; LIDDELL,
2005). Na tecnologia de hibridomas, as células de mieloma utilizadas sao duplo

mutantes, pois ndo possuem a enzima HGPRT e também perderam a capacidade
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de sintetizar imunoglobulinas, garantindo que os anticorpos produzidos pelo
hibridoma sédo provenientes apenas das células esplénicas e que o mieloma apenas
contribui para o crescimento ininterrupto das células fusionadas (FERNANDES e
ESPINOLA, 2007).

Outra etapa no processo de producdo de anticorpo monoclonal € o teste de
anticorpo, para se verificar se as células estdo produzindo o anticorpo desejado. O
teste é realizado com o sobrenadante da cultura de hibridomas, utilizando-se o
antigeno, de maior pureza possivel. O tipo de teste ideal € o ELISA, pois diversas
amostras podem ser analisadas em poucas horas e os reagentes sao facilmente
encontrados no mercado, além de se poder determinar o resultado visualmente em
determinadas concentracdes, ndo necessitando equipamentos. Apds o teste de
triagem para o anticorpo produzido, realiza-se a etapa de clonagem das células.
Essa etapa é necessaria para que se possa isolar da mistura uma col6nia de células
secretoras de anticorpos, e esse processo geralmente é realizado através do
método de diluicdo limitante. Nesse método, se contam as células na suspenséo e
se dilui a niveis que se possa aumentar a probabilidade de se semear uma Unica
célula por poco, que entdo crescem em coldnias individuais. Nos estagios iniciais é
necessaria a suplementacdo da cultura celular, geralmente com células que
secretam fatores de crescimento celular ou com “equivalents media suplements”. A
partir da identificacdo das colbnias através da observacdo em microscopio,
transfere-se a colonia para um meio de cultura maior e se faz uma reclonagem. A
reclonagem e o teste de anticorpo sao feitos até se obter a producdo de anticorpo
especifico para se ter certeza que o0s anticorpos sao monoclonais. A purificacdo de
anticorpos monoclonais € a mesma ja descrita para a purificacdo de anticorpos

policlonais (STEVENS, 2003; LIDDELL, 2005) (Figura 5).



27

PUNZACA0 3O CamUNAONY

Linhagem do meloma

@
"e o

*
*
*
-

e o6

Figura 5: Obtencdo de anticorpos monoclonais (Fonte: FERNANDES e
ESPINDOLA, 2007).

Os anticorpos policlonais séo faceis, rapidos e baratos de se produzir, mas a
limitacdo esta na baixa especificidade, pureza e rendimento. Ao contrario dos
anticorpos policlonais, 0s anticorpos monoclonais nem sempre precisam ser
purificados, no entanto, possuem uma especificidade voltada a um Unico epitopo e
nao para a molécula inteira, e dessa forma, um epitopo comum em diversas

moléculas faz com que o anticorpo se ligue a antigenos nem sempre relacionados.
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Muitos anticorpos monoclonais estdo disponiveis comercialmente, tanto na forma
purificada quanto na forma nativa, além da possibilidade de adquiri-los marcados
com enzimas ou substancias fluorescentes. No entanto, a compra de anticorpos
pode ser cara e a fabricacdo de um anticorpo de interesse pode ser uma solucéao,
porém o tempo minimo para a producdo de anticorpos monoclonais é de
aproximadamente quatro meses, podendo levar até um ano, além de ser um
processo bastante intenso (LIDDELL, 2005).

O desenvolvimento de um kit de imunodiagndstico € feito seguindo as normas
estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através das
Boas Praticas de Fabricacdo e Controle (BPF), bem como de normas especificas
relacionadas a produtos de diagnéstico in vitro publicados pela Associacao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT, 2002). O processo de desenvolvimento compreende
diversas etapas, iniciando-se pelo projeto, que vai servir de guia para todo o
desenvolvimento e validacdo do produto, até o registro do produto em o6rgéo
competente.

Todo o produto desenvolvido deve passar por uma etapa de validacdo, que
tem por objetivo assegurar as condicdes adequadas do teste e que as instrucdes de
uso estdo bem definidas, monitorar o desempenho do produto, avaliar a dimenséo
de erros, estabelecer condi¢des ideais de uso, entre outros fatores. A validacdo é
realizada durante o desenvolvimento e apdés o término do produto. Durante o
desenvolvimento, tém-se como objetivo obter a condicdo ideal para o
desenvolvimento, testando-se quantidades de reagentes, ordem de adicdo dos
reagentes, temperaturas. Para realizar essa validacdo, um dos pontos mais
importantes € definir quais sdo as etapas criticas do processo de producao, ou seja,

aguelas que interferem na qualidade do produto. A validagéo do produto acabado vai
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confirmar se os limites impostos atendem aos requisitos predefinidos. Nessa etapa,
o ideal é realizar a validacdo em trés lotes, para verificar se o kit cumpre as
especificacdes desejadas. Para o processo de validacdo, € importante ter definido
um método de referéncia (IFI), que € o ensaio considerado padrdo e confirmatério
para determinado parametro. Diversos indices e parametros sao utilizados no
processo de validacdo: sensibilidade, especificidade, limite de deteccéo, analise de
interferéncias, repetitividade, reprodutibilidade, estabilidade, erro aleatério e erro
sistematico. Realiza-se também uma validacéo final, que se da através da producao
de um lote piloto em escala real de producédo, sendo avaliado o produto final, com o
objetivo de se verificar se os procedimentos e processos de producdo estdo corretos

(MENEGHISSE, 2007).

4.3 Matrizes bioldgicas

A escolha da melhor matriz biolégica para determinada analise deve levar em
consideracdo, principalmente, as caracteristicas da substancia de interesse e o
periodo de tempo em que se deseja identificar a substancia (WOLFF, 2006). As
matrizes biolégicas mais utilizadas para a deteccdo de SPA por imunoensaio sao

urina, sangue, fluido oral, cabelo e suor.

4.3.1 Urina

A wurina é um fluido biolégico extensamente utilizado em analises
toxicologicas, pois € uma das matrizes com menor namero de interferentes
endogenos, uma vez que é constituida principalmente por agua. Essa matriz possui
larga aplicacdo na deteccdo de SPA por técnicas imunoldgicas, sendo aplicada no
monitoramento clinico de pacientes (MUSSHOFF et al., 2006; LU e TAYLOR, 2006;

KIRSCHBAUM, 2011; WANG et al., 2011), no transito (RADOVANOVIC et al., 2000;
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TOENNES et al., 2005; LABAT et al., 2008;SENNA et al., 2010) no ambiente de
trabalho (SILVA e YONAMINE, 2004; BUSH 2008; NOLAN 2008; WALSH et al.,
2008) e em analises post-mortem (RASANEN et al, 2000; RAIKOS et al., 2002).
Quando comparada ao sangue, a urina frequentemente apresenta concentracées
mais altas de xenobidticos e/ou seus produtos de biotransformacdo (MOREAU e
SIQUEIRA, 2008). A utilizacdo da urina para analise de SPA possui como vantagens
a elevada concentracdo das substancias na amostra e a obtencdo de volumes
geralmente abundantes. No entanto, tém-se como desvantagens a facilidade de
adulteracdo e a necessidade de a coleta ser realizada em local adequado e
supervisionada. A janela de deteccéo de alguns dias ndo é adequada para deteccao
do uso recente das substancias, mas uti para o0 monitoramento da
utilizacao(HUESTIS e SMITH, 2006). Por esses e outros motivos, a urina vem sendo
a matriz biolégica mais comum na triagem do uso de SPA (KANKAANPAA et al.,
2004). Além disso, nos ultimos anos, houve um grande crescimento no
desenvolvimento de kits do tipo imunocromatografia para analise de SPA em urina
(WOLFF, 2006). A urina também € util no monitoramento de pacientes dependentes
de drogas (SAN et al., 1998; NURCO et al., 1995; KIDWEL et al., 2003), no entanto
ndo é a matriz mais indicada para a abordagem de motoristas,pois um resultado
positivo em exame de urina confirma a utilizacdo da droga, mas nao significa que o
condutor estava sob o efeito da substancia (HUESTIS e SMITH, 2006) nesses
casos, a utilizacdo de sangue ou seus derivados é mais indicado (GJERDE et al.,

2010).

4.3.2 Sangue

Amostras de sangue e seus derivados (soro ou plasma) sdo de especial

importancia nas analises toxicologicas, pois por intermédio dos niveis sanguineos de
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determinados xenobibticos quase sempre é possivel realizar correlagbes com os
efeitos dessa substancia sobre o organismo (MOREAU e SIQUEIRA, 2008). A
substancia presente no sangue costuma equilibrar-se rapidamente nas células
sanguineas e nas proteinas plasmaticas. Portanto, qualquer fluido (sangue total,
plasma ou soro) pode ser utilizado para refletir o perfil sistémico temporal da
substancia (TOZER e ROWLAND, 2009). O sangue € a melhor matriz biol6gica para
relacionar as concentracdes das substancias com os efeitos prejudiciais perceptiveis
(HUESTIS e SMITH 2006). Imunoensaios, inicialmente desenvolvidas para analise
de urina, passaram a ter suas metodologias modificadas para tornar possivel a
utilizacdo desses testes no rastreamento de SPA no sangue ou derivados,
principalmente no que diz respeito as técnicas de preparacdo da amostra
(LILLSUNDE et al., 1996). A utilizacdo de sangue ou derivados em imunoensaios
tradicionais exige uma preparacédo e limpeza da amostra para precipitar proteinas e
hemoglobina presentes no sangue, as quais podem interferir na deteccéo do analito
de interesse (LALOUP et al., 2005; VAZ, 2007b). Quando se trabalha com o plasma
ou sangue total, o qual é utilizado com menor frequéncia em imunoensaios, é
importante levar em consideracdo o anticoagulante utilizado na coleta, pois este
pode interferir no teste utilizado, como por exemplo, a inativacdo da atividade
enzimatica da fosfatase alcalina pelo EDTA (VAZ, 2007b).

Apesar de se tratar de uma matriz biolégica complexa e que possui um
procedimento de coleta consideravelmente mais complicado por ser invasivo,
quando comparado a urina e fluido oral, muitos estudos tém utilizado o sangue ou
seus derivados como matrizes biologicas para a deteccdo do uso recente de SPA
por imunoensaio (MOORE et al., 1999; RADOVANOVIC et al., 2000; RAIKOS et al.,

2002; HINO et al., 2003; LALOUP et al., 2005; JONES, HOLMGREN e
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KUGELBERG, 2008; KULIKOWSKA et al., 2009; SENNA et al., 2010; GJERDE et

al., 2011; DRUMMER et al., 2011).

4.3.3 Fluido Oral

O fluido oral consiste de saliva e outros fluidos e de substancias presentes na
cavidade oral (SCHIPPER, SILLETT e VINGERHOEDS, 2007). Cada tipo de
glandula salivar secreta um tipo de saliva com determinadas caracteristicas, como
diferencas na concentracdo de ions e proteinas totais. O fluido oral tem como
composicdo agua e ions, os quais podem conferir certa capacidade tamponante,
uma elevada quantidade de compostos protéicos e possui um pH que variade 5a 7
guando coletado de forma ndo-estimulada, chegando a um valor maximo de 8,
quando realiza-se estimulacdo (YONAMINE, 2004; APS e MARTENS, 2005;
CHIAPPIN et al., 2007). As substancias passam da circulacdo para as glandulas
salivares através de mecanismos como transporte ativo, difusdo passiva e
ultrafiltracdo, sendo a difusédo passiva a principal forma de transporte (YONAMINE,
2004; APS e MARTENS, 2005). Dessa forma, substancias ndo-ionizaveis em pH
sanguineo ou que ndo se encontram ionizadas dentro dessa faixa de pH, s&o
candidatas & monitorizacao através do fluido oral (APS e MARTENS, 2005; KINTZ,
SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008).

O fluido oral é considerado como a principal matriz alternativa ao sangue
para a deteccdo do uso recente de medicamentos e drogas de abuso (CONCHEIRO
et al. 2007), provavelmente por refletir um perfil de concentracao sistémico da droga
comparavel a essa matriz (KANKAANPAA et al., 2004; HUESTIS e SMITH 2006).
Entretanto, de acordo com WALSH e colaboradores (2008), o uso de fluido oral

como alternativa ao sangue pode ser de valor, mas com a caréncia de dados
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farmacocinéticos e o conhecimento que se tem até o momento sobre essa matriz,
sua aplicacao é limitada.

A utilizacdo dessa matriz para a monitorizacdo do consumo de SPA vem
sendo empregada em diversos paises (SAMYN, DE BOECK e VERSTRAETE et al.
2002; BERNHOFT et al.,, 2005; TOENNES et al., 2005; WYLIE et al., 2005;
DRUMMER et al., 2007), principalmente no transito e no ambiente de trabalho,
sendo a imunocromatografia a técnica mais utilizada (PRESLEY et al., 2003;
BIERMANN et al., 2004; COOPER et al., 2005; PEHRSSON et al., 2008; WILLE et
al, 2010; ARRIVE ALIVE; PORTUGAL, 2007; WALSH 2008; BUSH, 2008; DAVEY et
al., 2009).

Apresenta como principais vantagens em relacdo as matrizes convencionais
(sangue e urina) a coleta facil, ndo invasiva e ndo constrangedora, além de fornecer
informacé&o sobre o consumo recente (algumas horas), comprovando que o individuo
esta sob a influéncia de SPA, e de possuir boa correlagdo com concentracdes
sanguineas da substancia, o que fortalece o uso dessa matriz no transito e no
ambiente de trabalho (YONAMINE, 2004; KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008). A
coleta pode ser realizada por drenagem, succao e absorcao, sendo comercializados
atualmente diferentes dispositivos de coleta (Figura 6). A utilizacdo de fluido oral
também permite a determinacéo de parametros farmacocinéticos, sendo sua coleta
mais vantajosa que a puncao venosa (KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008). As
substéancias no fluido oral, na sua grande maioria, encontram-se na forma inalterada,
0 que pode ser uma vantagem ou uma desvantagem do ponto de vista analitico
(YONAMINE, 2004). Geralmente as regulamentagbes utilizadas em analises
toxicologicas consideram a droga ndo metabolizada como a entidade a ser

analisada, sendo uma vantagem a possibilidade de se identificar a droga nao
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alterada e seus produtos de biotransformacéo, garantindo maior confiabilidade dos
resultados (COWAN; HOUGHTON e JICKELLS, 2008). Porém, na utilizacdo do
fluido oral em imunoensaios, é considerada uma desvantagem, ja que 0s anticorpos
da maioria dos Kkits disponiveis sdo voltados aos produtos de metabolismo
(YONAMINE, 2004). Como principais desvantagens apresentadas pelo fluido oral
podem ser citadas o elevado conteudo glicoprotéico (mucina), reduzido volume de

amostra e baixa concentracao de farmacos.

Figura 6: Dsipositivos de coleta de saliva. A. Quantisal® (Fonte: IMMUNALYSIS
COLLECTION DEVICE, 2011) e B. Salivette® (Fonte: SARSTEDT, 2011).

4.3.4 Cabelo

O cabelo é uma matriz biolégica alternativa bastante popular para teste de
drogas (HUESTIS e SMITH, 2006) e apresenta diversas vantagens, como a
possibilidade de monitoramento clinico, facilidade na coleta, transporte e
armazenamento, baixo custo, além de oferecer informacdo sobre curto e longo
periodo de exposicdo as substancias (WOLFF, 2006; ESTEBAN e CASTANO,
2009). A maior desvantagem dessa matriz estd na dificuldade de se diferenciar o
que é exposicao externa (contaminacdo) a uma substancia ou o que € proveniente
do uso de interno (SCHAFFER e HILL, 2005; ESTEBAN e CASTANO, 2009), além
do fato de ser uma matriz complexa, cuja biologia ainda nao é totalmente conhecida

(NAKAHARA, 1999). A problematica da contaminacdo externa do dessa matriz pode
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ser avaliada através de processos de lavagem, podendo ser realizada uma
descontaminacdo efetiva da amostra antes da realizacdo da analise toxicologica
(CAIRNS et al., 2004). Nesta abordagem, tanto o liquido de lavagem, quanto o
extrato devem ser analisados e os dados comparados, para liberacdo do resultado
analitico com elevada confiabilidade.

A coleta da amostra é de grande facilidade, sendo preferencial a retirada do
cabelo da regido chamada de veértice superior, pois nessa regido ha menor
variabilidade na taxa de crescimento, o nimero de pélos na fase de crescimento é
mais constante e ha menor influéncia da idade e sexo, quando comparado ao cabelo
retirado de outras regides (KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008). E bem
estabelecido que as substancias e seus metabdlitos passam para o cabelo por
diferentes mecanismos, tais como difusdo passiva e secrecdes de glandulas
sudoriparas sebaceas e apocrinas (KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008). Em uma
analise de fragmentos, para verificar o tempo de exposi¢cao ou uso, se realiza o corte
do cabelo em fragmentos de 1 a 3 centimetros, sendo que cada centimetro
corresponde a um periodo de crescimento de 1 més (SCHAFFER e HILL, 2005;
KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008). Geralmente, a incorporacdo da substancia
no cabelo é controlada pelo seu mecanismo farmacolégico de distribuicdo (PRAGST
e BALIKOVA, 2006) e a quantidade incorporada ao cabelo pode ser influenciada
pela dose, duracdo da exposicdo, propriedades quimicas da substancia,
contaminacdo e cor do cabelo (KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008). Quando
comparado a sangue e urina, a técnica de preparacdo do cabelo e a extracdo das
substancias parecem ser mais complexas (MIYAGUCHI et al., 2009). Para a analise
em imunoensaio, a substancia é solubilizada através de uma incubacdo em um

tampdo de caracteristica aquosa, enquanto que para analise em cromatografia
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gasosa € necessaria a incubacédo em solvente orgéanico, solucdes acidas ou basicas
ou passar por um processo de digestdo enzimatica, seguido por um processo de
extracdo, geralmente liquido-liquido (KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ, 2008;
MIYAGUCHI et al., 2009).

Atualmente, o uso do cabelo como matriz em toxicologia forense € aplicavel
para a investigacdo do histérico de uso de drogas de abuso (GOTTARDO et al.,
2007), assim, metodologias analiticas tém sido desenvolvidas para a analise de
substancias nesta matriz (DEVEAUX et al.,, 2000; GOTTARDO et al., 2007;
MUSSHOFF e MADEA , 2007; COULTER et al.,, 2010). Dentre as metodologias
utilizadas destacam-se os imunoensaios, sendo o RIA e FPIA as mais empregadas
(MARSH, EVANS e STRANG, 1995; TAGLIARO et al.,, 2000; LACHENMEIER,
MUSSHOFF e MADEA, 2006; MOORE, RANA e COULTER, 2007; PUJOL et al.,
2007). Também, ha um grande emprego dessa matriz no controle de abstinéncia de
pacientes, avaliacdo da exposicdo ocupacional de trabalhadores e em casos

médico-legais (WOLFF, 2006; MUSSHOFF et al., 2007; PUJOL et al., 2007).

4.3.5 Suor

O suor € uma matriz bioldgica alternativa, secretado por glandulas
sudoriparas apdécrinas e écrinas, sendo essa Ultima glandula presente em diversas
partes do corpo (KADEHJIAN, 2005). O suor, considerado um filtrado do plasma, é
composto de 99% de agua, possuindo uma caracteristica hipoténica em relagdo ao
sangue e um pH que varia de 5,8 a 6,4 (KIDWELL et al., 2003; KINTZ, SPIEHLER e
NEGRUSZ, 2008). A coleta do suor pode ser ndo invasiva ou invasiva, dependendo
do tipo de dispositivo de coleta utilizado e se é realizada ou néo a sua estimulacéo.
A guantidade de amostra obtida € muito pequena, na ordem de microlitros, podendo

chegar até 5 mililitros quando ha estimulacdo e a coleta utilizado pode demorar de



37

horas a dias, sendo a quantidade de substancia coletada bastante variavel
dependendo do tipo de coleta. Uma caracteristica importante dessa matriz é a janela
analitica compreendida entre urina e cabelo (KINTZ, SPIEHLER e NEGRUSZ,
2008), no entanto, o suor ndo € uma matriz muito utilizada na deteccdo de SPA,
sendo mais utilizadas no monitoramento de pacientes e tratamento de dependéncia
guimica em situacOes forenses, como monitoramento de drogas no ambiente de

trabalho e em presidiarios (KIDWELL et al., 2003).
5 REVISAO PRATICA DE ESPECIFICIDADE
5.1 Materiais e Métodos

Foi realizada uma avaliacdo da especificidade analitica de trés Kits
comerciais: Amphetamine Direct ELISA™, Cocaine Direct ELISA™ e Cannabinoids
Direct ELISA™  adquiridos da empresa Immunalysis Corporation (Pomona, CA,
USA). Os valores de corte dos kits sédo de 50 ng/mL para anfetamina e cocaina e 4
ng/mL para canabindides. Os kits foram testados para: cocaina, anfetamina,
alprazolam, diazepam, bromazepam, clonazepam, nitrazepam, oxazepam,
lorazepam, cetamina, metilenodioximetanfetamina (MDMA), heroina, anfepramona,
delta-9-tetrahidrocanabinol (A®-THC), benzocaina, efedrina, cafeina, fenilefrina,
femproporex, mazindol, metilfenidato, nicotina, sibutramina e sinefrina. Todos os
padrbes analiticos utilizados foram adquiridos juntamente ao Setor Técnico-
Cientifico da Superintendéncia Regional do Departamento de Policia Federal no Rio
Grande do Sul (SR/DPF/RS), com respaldo do termo de cooperacao celebrado entre
o Laboratorio de Toxicologia da UFRGS e a SR/DPF/RS, de 09/07/20009.

As solucbes padréo foram preparadas em metanol na concentracdo de 10

pMg/mL e, entdo adicionadas a amostra de fluido oral negativo, a qual foi obtida de
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voluntarios. As amostras adicionadas de padrédo foram testadas nas concentracdes
de 50 ng/mL, 100 ng/mL, 1000 ng/mL e 5000 ng/mL para cocaina e anfetamina; 100
ng/mL, 1000 ng/mL e 5000 ng/mL para alprazolam, diazepam, bromazepam,
clonazepam, nitrazepam, oxazepam, lorazepam, ketamina, MDMA, heroina,
benzocaina, efedrina, fenilefrina, femproporex, metilfenidato, anfepramona; 4ng/mL,
8ng/mL, 100ng/mL e 5000ng/mL para A’-THC. A avaliacdo da especificidade
analitica foi realizada de acordo com as especificacbes do fabricante, utilizando o
espectrofotometro Zenith 200 RT, modelo Anthus e lavadora de placas Asys, modelo

Atlantis, localizados no Centro de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
5.2 Resultados

N&o foi observado nenhum resultado positivo, exceto para os padrées de
cocaina, anfetamina e A%-THC, nos seus respectivos kits. Os resultados obtidos
estdo de acordo com o preconizado pelo fabricante, indicando que, dentre as
substancias testadas, os kits sdo especificos para as substancias que se propde
identificar, ndo havendo indicagcédo de reatividade cruzada. Tendo em vista que nao
se obteve nenhuma amostra com resultado positivo, além das respectivas doses
testadas, ndo se julgou necesséaria a apresentacdo das leituras das absorbancias

obtidas por espectrofotometro.
6 DISCUSSAO

No Brasil o nimero de acidentes de transito tem aumentado de forma
significativa, sendo a nona causa principal de mortes no pais (ABREU, 2006).
(BRASIL, 1997). No Brasil, o codigo de transito nacional (BRASIL, 1997) estabelece
que dirigir em via publica com niveis de etanol no sangue igual ou superior a 0,6 g L*

ou sob a influéncia de qualquer outra substancia psicoativa € crime, sujeito a prisao
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e suspensao da licenca de dirigir. A lei também estabelece que qualquer motorista
que é abordado pelo controle policial e com suspeita de dirigir sob a influéncia de
SPA vai ser submetido a exames clinicos e a teste de alcool e drogas para avaliar
sua condicdo. Apesar da previsdo legal para a fiscalizacdo de condutores suspeitos
de estarem sob efeito de SPA, atualmente s6 € possivel a avaliagdo do teor
estimado de etanol, pois 0 Unico aparato disponivel para a policia rodoviaria € o
etildbmetro. Os policiais brasileiros ndo dispde de testes para a deteccao preliminar
de SPA, nem de dispositivos de coleta de fluido oral. Em caso de motorista suspeito
de estar sob o efeito de SPA, o condutor é levado a um local adequado e autorizado
para a coleta de urina e sangue, 0 que pode ser demorado. Muitas fatalidades
associadas a acidentes de transito podem ser atribuidas a alteracGes
comportamentais e psicomotoras provocadas por SPA. Estudos recentes
demonstram que pessoas com quantidades detectaveis de A°-THC, metilanfetamina
e MDMA no sangue estdo particularmente em risco (DRUMMER et a., 2011), e por
consequéncia, com maior probabilidade de se envolver em acidentes de transito.

Os imunoensaios séo técnicas capazes de facilitar a triagem para SPA de uso
legal ou ilegal. Inicialmente desenvolvidos para utilizagdo em casos clinicos, os
testes possuiam valores de corte elevados, detectando apenas intoxicacdes agudas.
Logo passaram a ser possiveis de aplicacdo em investigacfes de SPA no ambiente
de trabalho e para finalidades forenses (KIRSCHBAUM et al., 2011), no entanto €
muito discutido se esses testes apresentam sensibilidade suficiente para essas
novas aplicagdes. H4 um grande namero de publicacbes demonstrando que esses
testes imunoldgicos tém grande aplicabilidade (MOORE et al., 1999; PRESLEY et
al., 2003; WALSH, 2008a; KULIKOWSKA et al., 2009; DAVEY, FREEMAN e

LAVELLE, et al. 2009; DRUMMER et al., 2011) e que os kits utilizados podem
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apresentar boa sensibilidade e especificidade para determinados grupos de SPA
(LALOUP et al., 2005; BLENCOWE et al., 2010). Geralmente, apresentam valores
de corte que variam de acordo com a substancia de interesse, matriz biologica
utilizada e tipo de imunoensaio empregado na analise. Para analise em saliva,
através de imunocromatografia e EIA, os valores de corte variam de 5 a 100ng/mL,
dependendo da substancia a ser analisada. Quando se utiliza a urina, os valores de
corte utilizados nas analises toxicolégicas sdo, geralmente, maiores. Por exemplo,
na analise por EIA, os valores se encontram na faixa de 300 a 1000ng/mL
(YONAMINE, 2004, DRAGER DRUG TEST® 5000, 2010; DRUGWIPE, 2011;
COZART® DDS, 2011; COZART® EIA KIT, 2011). No entanto, os resultados obtidos
na etapa de triagem, devem ser confirmados por técnicas mais sensiveis e
especificas, como as cromatograficas (HUESTIS e SMITH, 2006; SOFT/AAFS,
2006; WALSH, 2008; LIMBERGER et al., 2010).

Os imunoensaios destinados a deteccao de SPA identificam, na sua grande
maioria, as substancias anfetamina (AF), metanfetamina (MA) e éxtases, cocaina e
produtos de biotranformagdo, A%-THC e outros canabinéides, benzodiazepinicos e
opiaceos. A AF, uma feniletilamina com acdo simpatomimética, possui uma boa
absorcdo via oral e devido a sua lipossolubilidade, atravessa com facilidade as
membranas biolégicas (YONAMINE, 2004). Em pH urinério normal, cerca de 30% da
dose é eliminada na forma inalterada em até 24h, sendo que em 3 a 4 dias 90% da
dose é eliminada (YONAMINE, 2004). Poucos trabalhos foram publicados sobre a
farmacocinética dos ETA, mas alguns estudos demonstram maiores concentracdes
de anfetamina e ETAs no fluido oral do que no plasma (YONAMINE, 2004,
DRUMMER, 2005). Muitas substancias de uso legal metabolizam a anfetamina ou a

metilanfetamina, como clobenzorex e femproporex, sendo este ultimo um ETA de
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grande consumo no Brasil (SILVA et al., 2003; DRUMMER, 2008). Nesses casos, a
presenca da substancia na forma inalterada permite identificar a origem da
anfetamina presente na amostra (DRUMMER, 2008). No Brasil, ndo € comum o
consumo de AF e MA, ndo havendo muitos registros de apreensdes dessas
substancias pela Policia Federal, e os registro de laboratorios clandestinos fica
restrito a producdo de MDMA (POLICIA FEDERAL), logo, o uso de AF e MA no
Brasil ndo é comum no mercado ilicito (Tabela 1). Muitos estudos nacionais
demonstram a elevada prevaléncia do consumo de medicamentos contendo ETA no
pais (NOTO, et al., 2002; CARNEIRO, 2008), especialmente por motoristas
profissionais  (WENDLER,; BUSATO,; MIYOSHI,  2003; NASCIMENTO,
NASCIMENTO e SILVA, 2007; MOREIRA e GADANI, 2009). Algumas pesquisas
realizadas através de questionarios mostram, por meio de relatos, prevaléncias do
uso de ETA (pelo menos uma vez) de 11% (SOUZA, PAIVA e REIMAO, 2005), 65%
(MOREIRA e GADANI, 2009), 66% (NASCIMENTO, NASCIMENTO e SILVA, 2007)
e 97% (WENDLER, BUSATO e MIYOSHI, 2003). No entanto, estudos empregando
fluido oral e urina para determinar o consumo de ETA através de andlise por
imunoensaio mostram uma prevaléncia variando de 0,7% a 4,8% (Silva et al., 2003;
Yonamine, 2004). A grande diferenga entre os resultados obtidos com o relato de
usuérios e o0s obtidos por andlise laboratorial leva a concluir que ha uma
problematica na deteccdo de ETA consumidos no Brasil pela técnica utilizada.
Resultados de avaliacdo da especificidade de Kits de ELISA e imunocromatografia
para AF e MA obtidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Toxicologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul demonstram que os kits comerciais

disponiveis para deteccdo de AF e MA em fluido oral ndo séo capazes de detectar
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os ETA consumidos no Brasil. Essa problematica pode ser resultado, principalmente,
da presenca de anticorpos especificos direcionados para as moléculas de AF e MA.

Tabela 1: Alguns estimulantes tipo anfetamina comercializado no mundo.
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2 AMP (d,l-Amphetamine or d-Amphetamine); MET (d-Methamphetamine); FEN (Fenproporex); CLO (Clobenzorex); BEZ (Benzphetamine); PHT (Phentermine); PHD (Phendimetrazine); DIE (Diethylpropion);
MPH (Methylphenidate); UNB (not biotranformed to AMP or MET); X (not marketed); N (marketed).
"BRA (Brazil); ARG (Argentina); URY (Uruguay); PRY (Paraguay); COL (Colombia); VEN (Venezuela); CHL (Chile); PER (Peru); MEX (México); USA (United States of America); CAN (Canada); POR (Portugual);
SPA (Spain); ITA (taly); FRA (France); GER (Germany); GBR (United Kingdom); NLD (Netherlands); BEL (Belgium); DNK (Denmark); AUT (Austria); FIN (Finland); NOR (Norway); AUS (Australia).
© Ethylamphetamine, il, Mefenorex, P Fenethylline, Mesocarb, Fencamfamine, Dimethylamphetamine, Furfenorex, Famprofazone, Fencamine, Fenfluramine and Aminorex are not currently
marketed in the countries surveyed.
Fonte: CONE e HUESTIS, 2007; MELO, 2009; P.R. VADEMECUM ONLINE, 2011; CHILE, 2011; MEXICO, 2011; PERU, 2011; FDA, 2011; MEDLINE PLUS, 2011;
DAILYMED, 2011; HEALTH CANADA, 2011; CIMA, 2011; INFARMED, 2011; AIFA, 2011; AFSSAPS, 2011; DIMDI, 2011; DATAPHARM, 2011; CBG, 2011; CBIP, 2010;
TGA, 2011.

Além do elevado consumo de estimulantes tipo anfetamina, destaca-se
também a grande utilizacdo de cocaina e sua possivel deteccdo por técnicas
imunoldgicas. A cocaina, um alcaléide encontrado nas folhas de Erythroxylon coca
L. (Erythroxylaceae) € convertida, quase em sua totalidade, a produtos de
biotransformacdo que séo excretados na urina, destacando-se a benzoilecgonina
(15% a 50%), ecgonina metil ester (15% a 35%) como principais produtos de
metabolismo, além da eliminacdo da substancia na forma inalterada (cerca de 3%)
(YONAMINE, 2004) (Figura 7). Um estudo mostrou que concentragdes de cocaina,
benzoilecgonina e ecgonina metil ester em fluido oral de usuéarios que relatam uso

de 01 a 2 g diarias sédo de 31, 54 e 69 ng/mL, respectivamente, até 17h apds a
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tltima dose administrada. Outro trabalho relatou que minutos apos uso de 40 mg de
cocaina na forma fumada observou-se uma concentragdo maxima de 0,4-1,9 mg/mL
e utilizando um limite de deteccédo de 1 ng/mL foi possivel detectar a substancia por

um periodo de até 8h (DRUMMER, 2005).
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Figura 7: Principais metabdlitos da cocaina (Fonte: DRUMMER, 2008).

O A’-THC é o principal componente ativo da planta Cannabis sativa L.
(Canabaceae) e atua como um perturbador do sistema nervoso central, sendo as
vias de administracdo mais utilizadas a oral e a pulmonar, esta Ultima mais efetiva
quando se trata da absorcdo do A>-THC (YONAMINE, 2004). Estudos mostram que
depois do uso de 2 a 25 mg de canabis na forma fumada, a concentracdo méaxima
em fluido oral foi de 70 ng/mL e se manteve acima de 1 ng/mL por até 16 h e quando
comparado ao uso por via oral o pico de concentracdo foi menor (DRUMMER, 2005)

(Figura 8).
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Figura 8: Estrutura do A°>-THC (Adaptado de DRUMMER, 2008).

Os benzodiazepinicos sdo uma classe de farmacos que atuam como
depressores do SNC, com propriedades ansioliticas e sedativas, destacando-se o
diazepam, lorazepam, flunitrazepam, clordiazepéxido, nitrazepam e oxazepam
(Figura 9). Estudos que avaliam a quantidade de benzodiazepinicos em fluido oral
mostram que diazepam e clordiazepdxido podem ser detectados através de RIA por
um periodo de 24 horas e de 12 a 20 horas, respectivamente (KIDWELL, HOLLAND
e ATHANASELIS, 1998). H4 uma baixa concentracdo dos produtos de
biotransformacao na urina e no sangue, sendo importante a utilizacdo de técnicas
sensiveis, além de existir pouca concentracdo da substancia inalterada na urina,
sendo importante a identificacdo dos metabdlitos individuais de cada substancia da

classe (DRUMMER, 2008).
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Figura 9: (A) Diazepam; (B) Flunitrazepam; (C) Nitrazepam (Adaptado de
DRUMMER, 2008)
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Os opidides sédo alcalbides do 6pio, latex obtido da cdpsula da planta Papaver
somniferum L. (Papaveraceae), e seus derivados sintéticos. Dentre as substancias
dessa classe, destacam-se a morfina, codeina e papaverina, 0os quais sao farmacos
com utilizacdo clinica como hipnoanalgésico, antitussigeno e antiespasmaodico
respectivamente, e a heroina, utilizada como droga de abuso. A heroina é€,
preferencialmente, utilizada na forma injetavel devido a sua metabolizacdo rapida a
morfina quando utilizada via oral (Figura 10). De acordo com diferentes guias
internacionais estabelecidas para andlise de drogas no ambiente de trabalho, os
valores de corte para a triagem de opidides em urina sdo de 300 a 2000 ng/mL,
enguanto que na analise confirmatoria variam de 100 a 2000 ng/mL (KAZANGA, et
al., 2011). Ha relato da deteccéao de heroina e morfina em saliva, por RIA e EMIT,

por um periodo de até 12 horas (KIDWELL, HOLLAND e ATHANASELIS, 1998).

Figura 10: (A) Heroina; (B) Morfina (Adaptado de DRUMMER, 2008).

Diversas matrizes biolégicas podem ser utilizadas em imunoensaios visando a

deteccdo de SPA. A urina € a matriz mais empregada, no entanto, o uso de sangue,
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saliva, cabelo e suor podem gerar bons resultados (HAND e BALDWIN, 2008).
Imunoensaios heterogéneos sdo os ideais para a aplicacdo dessas matrizes
alternativas, pelo fato da sensibilidade do teste permitir deteccdo de baixas
guantidades e também devido a etapa de lavagem, que minimiza o efeito da matriz
(HAND e BALDWIN, 2008). O uso de fluido oral para detectar SPA licitas e ilicitas
tem se tornado popular e muitos dispositivos estdo disponiveis no mercado para a
coleta e analise de fluido oral (DRUMMER, 2005; HAND e BALDWIN, 2008). A
utilizacdo dessa matriz e dos testes imunoldgicos ganha destaque no controle do
uso de SPA no transito e no ambiente de trabalho, monitoramento clinico de
pacientes, em centros de tratamento de dependéncia quimica e emergéncias
médicas (VERSTRAETE e PIERCE, 2001; PRESLEY et al., 2003; VERSTRAETE,
2005; VAZ e LEONI, 2007; CHIAPPIN et al., 2007, PEHRSSON et al., 2008; DAVEY,
FREEMAN e LAVELLE, 2009; WILLE et al., 2010; DRUMMER et al., 2011; GJERDE
et al., 2011). E bem estabelecido o uso de imunoensaios no monitoramento clinico
de pacientes, sendo que os farmacos que mais requerem controle sdo os de baixo
indice terapéutico ou que apresentam particularidades farmacocinéticas que
dificultam o uso seguro, como por exemplo, digoxina, fenitoina, ciclosporina,
fenobarbital e teofilina (VAZ e LEONI, 2007).

O monitoramento de drogas em trabalhadores vem se desenvolvendo e
sendo utilizada em paises como Estado Unidos, Nova Zelandia, Australia e em
diversos paises europeus, e o0s testes, geralmente empregados no ramo de
transporte, petroquimica, industria farmacéutica e de computadores (VERSTRAETE
e PIERCE, 2001). No entanto, nem todas as empresas possuem politicas ou
programas antidrogas, e isso, provavelmente pelas ameacgas de acbes legais

relativas a protecdo da privacidade, custos, imprecisdo dos testes de drogas, e a
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dificil relacdo entre o uso de drogas e o baixo desempenho no trabalho (FRENCH,
ROEBUCK e ALEXANDRE, 2004). Dentre esses paises, 0s que se destacam por
possuir guias regulamentadoras sao a Finlandia, Estados Unidos e Nova Zelandia
(NOLAN, 2008; LILLSUNDE et al., 2008; WALSH, 2008; BUSH, 2008). Segundo a
Organizacao Internacional do Trabalho (OIT), os programas de alcool e drogas
devem ser desenvolvidos de acordo com a politica nacional e estar relacionado com
acOes e servicos comunitarios, promovendo saude, seguranca, bem-estar e
produtividade. Esses testes devem ser inseridos nas questfes éticas e legais,
considerando os direitos individuais e coletivos (LILLSUNDE et al., 2008). No
transito a aplicacdo desses testes tem especial importancia para a reducdo de
acidentes, no entanto, € importante também considerar a repercussao social e legal
que envolve o ato de dirigir sob o efeito de SPA (FERNANDEZ et al., 2008). O uso
de fluido oral para essa finalidade tem ganhado destaque, no entanto, sao discutidas
questdes legais de sua aplicacdo e questionamentos quanto a admissibilidade e
relevancia de testes de fluido oral em humanos, isso porque ndo ha decisdes legais
estabelecidas que considere relevante o uso de fluido oral para analises
toxicolégicas, apesar de ser aceita como espécime biolégico para analise

(KADEHJIAN, 2005).
7 CONSIDERACOES FINAIS

Um grande namero de estudos e pesquisas empregando imunoensaios para
a deteccao de SPA foi encontrado na literatura, fortalecendo o uso dessas técnicas
em analises forenses, sendo que os estudos mais recentes na area utilizam esses
testes em rastreio dessas substancias no transito, sendo esta, uma area promissora
para a aplicacdo desses ensaios. Dentre as técnicas apresentadas neste trabalho,

destaca-se a imunocromatografia, por possuir uma facil aplicacéo, resultado rapido e
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‘in loco”. Apesar de existir muitas informacdes sobre os imunoensaios e muitas
pesquisas na area, as técnicas disponiveis ainda precisam ser aprimoradas para sua
aplicacdo na area forense, devido principalmente a baixa especificidade para
algumas combinac¢des drogas/matriz, casos de falso-positivo relatados na literatura,
além da possibilidade de falso-negativos. Assim como 0s imunoensaios, as matrizes
alternativas sdo alvos de muitas pesquisas atualmente, principalmente o fluido oral,
gue possui muitas vantagens em relacdo as matrizes convencionais, principalmente
por fornecer informacao do uso recente, tal como o0 sangue, e por possuir coleta ndo
invasiva. Conforme resultados de especificidade para o kit de anfetamina, obtidos
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Toxicologia da UFRGS, mencionado
anteriormente, e resultados obtidos pelo teste de especificidade realizado neste
trabalho, o kit Amphetamine Direct ELISA™ & especifico para a anfetamina, nao
detectando substancias relacionadas estruturalmente. O resultado obtido pelo teste
de especificidade realizado com o kit de ELISA para cocaina e A°-THC demonstra
boa especificidade dos kits e nenhuma reatividade cruzada com as substancias e
concentragdes testadas. No Brasil, ndo hd o consumo de anfetamina, por ndo existir
especialidade farmacéutica com essa substancia, de forma que para aplicar esses
testes no pais, haver4d um elevado niumero de casos falso negativos. Dessa forma,
os kits existentes para a deteccdo de anfetamina falham na deteccdo de ETAS, iSso
porque o0s anticorpos utilizados sdo direcionados a molécula de anfetamina.
Considerando que femproporex, anfepramona e metilfenidato sdo os ETAs de uso
controlado mais utilizados no Brasil, seria adequado o desenvolvimento de Kkits
direcionados a essas moléculas e, para isso, sugere-se a utilizacdo de uma mistura
de anticorpos monoclonais ou anticorpos policlonais direcionados para cada

molécula de ETA, devido a grande variabilidade estrutural entre as substancias da
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classe. Em suma, o controle do uso de cocaina e A’-THC através dos kits de
imunoensaio existentes é adequado, no entanto, para o controle do uso de ETAs no
pais seria necessario o desenvolvimento de novos kits, direcionados aos farmacos
consumidos pela populacéo, realizando, assim, um monitoramento efetivo sobre o

uso dessas substancias.
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