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Resumo

Introducao

As anélises bioguimicas realizadas ao humor vitreo
constituem hoje uma mais valia para a toxicologia
forense e em andlises post-mortem ajudando a
determinar a causa de morte e a estimar o intervalo
post-mortem, assim como a elucidar casos forenses.
O humor vitreo é uma substadncia gelatinosa
contida na parte posterior do olho, constituido por
99% de agua. Devido a sua composicdo e 3as suas
caracteristicas, é utilizado como matriz para diversas
determinacdes analiticas  post-mortem sendo
considerada bastante Util em casos em que outros
tipos de amostras ndo se encontram acessiveis,
como € o caso do sangue ou da urina.

Objetivo

Os objetivos desta revisdo consistiram em realizar
um levantamento dos conhecimentos presentes
na literatura relativos as analises post-mortem
realizadas ao humor vitreo; comparar o tipo de
anélises realizadas ao humor vitreo em relacdo a
outros fluidos corporais e; determinar para quais
os analitos as quantificacbes poderdo ou nao ser
vantajosas.

Materiais e Métodos

A pesquisa e recolha de informacdo foi realizada
a partir de bases de dados como a PubMed, b-on e
ResearchGatee a analise baseada em diversos artigos
originais, de revisao e casos clinicos publicados entre
2000 e 2020.

Discussdo e Conclusdo

As determinacdes analiticas efetuadas ao humor
vitreo post-mortem tém demonstrado indmeras
vantagens em toxicologia forense. Estudos
realizados neste dmbito tém mostrado que através
de uma abordagem mais detalhada serd possivel
obter um maior conhecimento acerca do intervalo
post-mortem, determinar causas de morte ou ainda,
identificar marcadores associados a determinadas
patologias oculares. Diversos desafios ainda existem
relativamente a interpretacdo das concentracoes
no humor vitreo, técnicas de amostragem e
redistribuicdo  post-mortem dos compostos a
analisar. Mais estudos devem ser desenvolvidos
tendo em vista andlises comparativas entre técnicas,
analitos, fluidos corporais e outras varidveis que
possam influenciar os resultados das determinacoes
analiticas.

Palavras chave

humor vitreo (A09.371.714.500), post-mortem
(C23.550.260.224.617), toxicologia forense
(H01.158.891.424), anélise quantitativa
(SP4.016.172.893).
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Abstract

Introduction

Biochemical analyses performed on vitreous humor
are today an asset for forensic toxicology and in
post-mortem analyses, helping to determine the
cause of death and to estimate the post-mortem
interval, as well as elucidating forensic cases. The
vitreous humor is a gelatinous substance contained
in the posterior part of the eye, consisting of 99%
water. Due to its composition and characteristics,
it is used as a matrix for several post-mortem
analytical determinations and is considered quite
usefulin cases where other types of samples are not
accessible, such as blood or urine.

Aim

The aims of this review were to carry out a survey
of the knowledge present in the literature regarding
post-mortem analyses performed onvitreoushumor;
compare the type of analyses performed on the
vitreous humor in relation to other body fluids and;
determine for which analytes the quantifications
may or may not be advantageous.

Materials and Methods

The search and collect of information was
performed from data bases like PubMed, b-on and
ResearchGate and the analyses based on several
original and review articles and case reports
published from 2000 to 2020.

Discussion/Conclusion

Analytical determinations performed on the post-
mortem vitreous humor have demonstrated
numerous advantages in forensic toxicology. Studies
carried out in this context have shown that through
amore detailed approach it will be possible to obtain
greater knowledge about the post-mortem interval,
determine causes of death or even identify markers
associated with certain ocular pathologies. Several
challenges still exist regarding the interpretation
of vitreous humor concentrations, sampling
techniques and post-mortem redistribution of the
compounds to be analysed. More studies should
be developed with a view to comparative analysis
between techniques, analytes, body fluids and other
variables that may influence the results of analytical
determinations.

Keywords

vitreous humor (A09.371.714.500), post-

mortem (E01.370.060), forensic toxicology
(H01.158.891.424), quantitative analysis (Q000032).



Introducao

As anélises bioquimicas realizadas ao humor
vitreo (HV) tém revelado ser uma mais valia para
a toxicologia forense e em analises post-mortem
ajudando a determinar a causa de morte e a estimar
o intervalo post-mortem (IPM), assim como a elucidar
casos forenses O

O HV é uma substancia gelatinosa que preenche a
cavidade posterior do globo ocular, tendo como
funcdo manter a estrutura e estabilidade do olho,
tal como apoiar a retina, mantendo-se assim
transparente de forma a luz poder difundir-se
livremente  atravessando-a®.

O volume total de HV no interior do globo ocular
compreende aproximadamente 4 a 5 ml podendo
variar consoante a idade do individuo e o tamanho
do olho(2,3). E constituido por 99% de dgua sendo
que os restantes 1% dizem respeito a constituintes
de alto e baixo peso molecular como por exemplo,
alguns componentes glucidicos, colagénio, ureia,
creatinina, acido hialurénico e eletrdlitos (calcio,
potéssio, magnésio, cloro e sodio)™.

Apesar das diversas vantagens na utilizacdo deste
tipo de amostra é necessario ter em conta algumas
das suas limitacdes. Em situacdes post-mortem, é
possivel que tanto o sangue como outros fluidos
corporais possam ndo estar disponiveis, estar
contaminados ou suscetiveis a alteracdes post-
mortem, sendo por isso necessario que existam
outras amostras alternativas para as andlises
toxicoldgicas. Tal como referido, as determinacoes
analiticas ao HV sdo especialmente importantes
quando o sangue e/ou a urina nao estdo disponiveis,
quando o cadaver apresente sinais de desidratacao,
tenha sofrido um trauma e/ou tenha sido sujeito a
exsanguinacdo ou a embalsamento®®).

Embora o etanol represente a principal substancia
analisada em toxicologia post-mortem, existem
outras substdncias que sdo quantificadas no HV,
como é o caso de inGmeras drogas como cocaina,
opidceos, benzodiazepinas, entre outras®?,

Este artigo tem como objetivo esclarecer, em que
medida é que as analises realizadas ao HV podem
ser efetivamente mais promissoras do que as
realizadas a outros tipos de fluidos corporais e para
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quais analitos as quantificacdes serdo ou ndo mais
vantajosas. Desta forma, serd possivel providenciar
um melhor esclarecimento acerca das razoes
pelas quais se torna essencial estabelecer maior
conhecimento acerca das vantagens e desvantagens
das determinacdes ao HV apds a morte e relaciona-
lo com outros fluidos utilizados em andlises
forenses, como é o caso do sangue, da urina ou do
fluido cerebrospinal na quantificacdo de diversas
substancias.

Materiais e Métodos

Este trabalho teve por base a avaliacdo de diversos
artigos de revisdo, investigacdo e casos clinicos,
publicados no perfodo entre 2000 e 2020 (artigos
publicados em 1969 e entre 1989-1999 foram
utilizados para a contextualizacdo da revisdo),
que se consideraram relevantes para uma melhor
abordagem do tema e cumprimento dos objetivos
propostos. O critério de inclusdo dos artigos foi a
abordagem sobre os diversos analitos quantificados
no HV post-mortem, técnicas para a sua quantificacdo
e varidveis que influenciam nos resultados.

A pesquisa e recolha de informacdo foi realizada
a partir de bases de dados como a PubMed, B-on
e ResearchGate. A pesquisa incluiu a combinacdo
de palavras-chave como “vitreous humor”, “post-
mortem”, “forensic toxicology” e “quantitative
analysis”.

O humor vitreo

As primeiras andlises ao HV comecaram a ser
desenvolvidas em 1959 por Naumann, relativamente as
quantificacoes de potdssio post-mortem, gerando desta
forma um aumento do interesse acerca das diversas
aplicacoes e potenciais deste fluido na toxicologia
forense("®,

As vantagens da utilizacdo do HV na toxicologia forense
assentam nomeadamente no facto de: 1) Ser uma
amostra que cuja obtencdo ndo necessita da realizacdo
de uma necrépsia completa; 2) O risco de contaminac¢do
da mesma é menor uma vez que se encontra mMais
isolado anatomicamente relativamente a outras
amostras (como € o caso do sangue ou o do fluido
cerebrospinal); 3) A distancia relativamente ao intestino
ser maior, diminuindo o risco de contaminacaot*). Desta
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forma, a prépria composicao deste fluido bioldgico
torna-o menos suscetivel a alteracdes post-mortem
relativamente aos restantes tipos de amostras” Por
outro lado, ndo é aconselhavel ser utilizado em casos em
que o corpo tenhasidoincinerado ou apresente uma ma
decomposicao, que tenha sofrido de alguma patologia
ocular ou sido submetido a uma cirurgia oftalmoldgica,
uma vez que existe uma elevada probabilidade de
alteracdes na composicdo bioquimica e celular podendo
assim conduzir a resultados erroneos?,

Colheita, preparagao e processamento da amostra
Para a recolha de HV na autépsia, o liquido deve ser
aspirado com uma agulha hipodérmica fina e colhido
do canto externo do olho afastando as péalpebras(27,
O processo deve ser realizado de forma lenta e a
recolha deve ser feita de ambos os olhos podendo
ou ndo, ser combinado numa Unica amostra@. A
insercdo da agulha no globo ocular deve ser o mais
central possivel, de forma a evitar que haja aspiracao
de material proveniente da retina ou da iris, cuja
composicdo é muito varidvel em comparacdo com o
HV(:29, Estudos em que foi realizado o doseamento
de meprobamato, 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA), fenitoina, barbitlricos e cocaina mostraram
que o teor destes compostos é semelhante em ambos
os olhos, podendo ser misturado o HV proveniente
de ambos os olhos para constituicdo de uma amostra
Gnica"'¥. No entanto, para outros compostos, como 0s
glicosideos cardiotdnicos (ex: digoxina e digitoxina), cuja
acumulacao tende a ser elevada na retina, o processo de
aspiracao do HV pode afetar as concentracoes, sendo
aconselhado que as amostras sejam recolhidas dos
dois olhos em separado®'®. Apés a recolha, os olhos
devem ser preenchidos com dgua ou solucado salina de
forma a manter a estrutura e melhorar a aparéncia dos
mesmos?7,

Para determinacoes de etanol e outras drogas, o HV
retirado na colheita deve ser colocado num recipiente
contendo um anticoagulante (fluoreto de sédio), por
forma a evitar a coagulacdo do mesmo. Contudo é
importante esclarecer o impacto do anticoagulante
na determinacdo de analitos, uma vez que alguns
estudos mostraram que a presenca de diferentes
anticoagulantes podem levar a formacao ou degradacao
de certos xenobidticos®”'”. O tubo/frasco em que se
recolhe e armazena a amostra deve ter uma capacidade
semelhante ao volume de amostra recolhida por forma
a evitar a presenca de ar no interior, facto que permite
uma evaporacdo mais rapida de analitos volateis, como
o etanol®.
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Quando se pretende realizar quantificacoes analiticas
nas diferentes técnicas é necessario realizar um pré-
tratamento da amostra para eliminar a natureza
viscosa do HV, como por exemplo hidrélise enzimdtica
(hialuronidase), aquecimento, diluicdo, microfiltracdo e/
ou centrifugacdo @,

Apbés o pré-tratamento da amostra, existe uma
variedade de técnicas aplicadas nas determinacoes
analiticas ao HV entre as quais a cromatografia gasosa
e cromatografia liquida acoplada a espetrometria de
massa (GC-MS e LC-MS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detetores de arranjo de diodos
(HPLC-DAD), eletroforese capilar, entre outras®”.
No entanto, existem poucas técnicas validadas
para a quantificacdo de determinados analitos (ex:
xendbidticos) quando comparado, por exemplo, com
quantificacbes realizadas em amostras de sangue
periférico ou urina®@.

Determinagoes analiticas

Etanol

As determinacoes de etanol post-mortem constituem
as analises mais frequentemente realizadas em
toxicologia forense, especialmente em casos
criminais em que os limites legais se demonstram
altamente relevantes!®,

As determinacoes de etanol sdo realizadas na
maior parte das vezes no sangue. No entanto,
determinados estudos mostraram que cerca de
metade dos individuos alcodlicos morrem com
concentracdes negativas de 4lcool no sangue,
enquanto os restantes apresentam niveis baixos
dessas concentracoes”. Por este motivo, diversos
estudos tém utilizado biomarcadores de consumo
de etanol como etil-glucoronideo (EtG) como foi
o caso de um estudo desenvolvido por Vezzoli et
al. no qual, através da anélise comparativa entre o
sangue e o HV, os autores concluiram que existia a
possibilidade de usaroHV paraestimar o consumo de
etanol™. Assim, estas andlises demonstraram que a
quantificacdo de EtG no HV representa um excelente
pardmetro para diferenciar entre o consumo de
etanol antes da morte e a sua formacado post-mortem
devido a fenémenos putrefativos™®. Uma vez que o
HV se trata de um espaco anatémico relativamente
protegido de bactérias, a determinacdo de é&lcool
no sangue e a sua auséncia no HV é indicativo de



producdo de etanol post-mortem. Se por outro lado,
os niveis de alcool no HV e no sangue forem ambos
elevados, entdo estes serdo indicativos de uma
ingestdo ante-mortem®.

Relativamente as quantificacdes dos niveis de etanol
no sangue, considera-se que o local da colheita deve
ser feito da veia femoral, existindo estudos que
demonstraram que as concentracdes de etanol no
sangue cardiaco sao mais altas relativamente a veias
periféricas®. Estas variacoes podem também existir
em casos de inalacdo do conteldo gastrico®?,

Segundo diversos autores, o método mais aceite
e utilizado para determinacbes quantitativas e
qualitativas de etanol nos fluidos corporais e/ou
tecidos é a cromatografia gasosa com detetor de
ionizacdo de chama, usando técnicas de injecdo
direta ou por amostragem headspace“?223),

Algumas discrepancias entre estudos baseiam-
se essencialmente no racio HV/sangue do etanol,
apresentando valores de 1,15-1,20:1 de acordo
com Kugelberg e Jones, ou ainda de 1,1 a 1,3 num
estudo de Singer et al,, de 1,2: 1 num outro de
loan et al, mas também de 1,19 segundo Jones
e Holmgren(4-6,24). Embora estas avaliaces
ndo sejam sempre concordantes, através da
comparacao entre a concentracdo de alcool no HV
e a concentracdo de alcool no sangue, é possivel
estimar em que fase da absorcdo se encontra o
individuo aquando da morte. Para isto, e sabendo
que o HV tem uma quantidade de dgua superior ao
sangue (1,3:1), ap6s absorcao e chegando ao estado
de equilibrio, essa razdo mantém-se. Contudo, se
a concentracdo de alcool no sangue for igual ou
superior a concentracdo de alcool no HV, isto sera
indicativo de que o individuo ainda se encontra na
fase de absorcao®.

Em mortes em que o corpo esteve imerso em
agua, as concentracoes de etanol podem variar®.,
Alguns autores concluiram que, durante os meses
mais quentes, a producdo de etanol pode iniciar-se
ap6s 12 a 24 horas apés a imersdo do mesmo em
adgua®. Para além disso, tempos de imersdo mais
longos foram associados a maiores concentracoes
de etanol no sangue®. Outros estudos reportaram
ainda que o etanol pode atravessar para o interior
do olho por difusdo através da esclerética, levando
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30 aumento dos niveis de etanol. Foi ainda concluido
que periodos de imersdo de 6 semanas resultaram
em valores de etanol no HV mais baixos quando
comparados com os do sangue®.

O HV pode ainda apresentar vantagens
relativamente ao sangue em situacoes em que
existiu perfuracdo do estdbmago (ex: enforcamentos,
ferimentos por bala, acidentes de aviacdo), no qual o
liquido géstrico, altamente concentrado em 4lcool,
se mistura com o sangue®?,

Drogas

As determinacdoes de drogas no HV tém sido
menos estudadas devido, em parte, a dificuldade
no estabelecimento e interpretacdo de resultados
quantitativos pela barreira hemato-retiniana®.

A urina apresenta-se como a principal amostra na
quantificacdo de drogas devido a janela temporal ser
mais ampla para a detecdo de compostos exdégenos
em relacdo a outras amostras. No entanto, esta nem
sempre se encontra disponivel, como é descrito por
Pelander et al. no qual a urina se encontra acessivel
apenas em 15% dos casos®.

Num estudo realizado por Scott e Oliver, com
base em 20 casos mortais causados por heroina,
0s autores reportaram concentracdes de morfina
(proveniente da metabolizacdo da heroina no figado)
mais baixos no HV do que no sangue. Posto isto, os
autores consideraram o HV uma matriz de grande
importdncia para as determinacdes de morfina
quando ndo existe presenca de sangue?%. Num
outro estudo desenvolvido por Rees et al., os autores
salientaram que embora exista efetivamente niveis
mais baixos no HV do que no sangue, é importante
ter em consideracdo que esses valores podem sofrer
alteracbes dependendo do intervalo de tempo
entre a toma de morfina e o momento da morte,
assim como das diferentes formas de consumo/
administracdo (ex: injetdvel ou administracdo oral)
@9 Ainda no mesmo estudo, os autores sugeriram
que a maior lipofilia da codeina (proveniente da
metilacdo da morfina), habitualmente utilizada para
fins terapéuticos, pode levar a que, contrariamente
a morfina, as concentracbes de codeina no HV
sejam mais elevadas do que no sangue®. Pelo
contrario, num outro estudo desenvolvido por
Wyman e Bultman, os autores demonstraram que
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as concentracdes de codeina parecem apresentar
valores equivalentes nos dois locais”?®,

Diversos estudos tém-se focado no doseamento
de 6-monoacetilmorfina (6-MAM) (metabolito
da heroina) em diferentes matrizes bioldgicas
como o sangue, urina e HV, por forma a detetar
um consumo de heroina®@-39. Para além disso,
estes estudos demonstram que a herofna é mais
facilmente detetada no HV do que no sangue, sendo
que existem casos em que é apenas identificada no
Hv(26730)'

Certos autores utilizaram também o rdcio de
concentracoes codefna/morfina no HV por forma a
distinguir uma toma de codeina ou de morfina®",
Num estudo de Wyman e Bultman, todos os casos
estudados apresentaram valores significativamente
mais elevados no HV do que no sangue femoral
podendo este fator estar associado as diferencas
lipofilicas da codefna e da morfina®®,

No que diz respeito ao estudo da cocaina, Antonides
et al. detetaram que em 72% dos casos analisados, as
concentracoes de cocaina no HV eram mais elevadas
do que no sangue, ao contrario das concentracoes
de benzoilecgonina (metabolito da cocaina), que
apresentaram valores mais elevados no sangue
do que no HV em 78% dos casos analisados, o que
pode ser justificado através da existéncia de uma
atividade enzimdtica mais baixa do que no sangue,
levando a que a cocaina sofra uma degradacdo mais
gradual(1,30). Contrariamente a este, Metushi et al.
avaliaram 51 casos, no qual puderam identificar 71
compostos no sangue total e 60 no HV, concluindo
assim que algumas drogas sdo mais dificeis de
identificar no HV do que no sangue total (trazodona
no sangue: 42 + 0.57; trazodona no HV: 0.15 + 0.05
mg/L)e".

No estudo de Carvalho et al. os autores sugerem
que o racio cocaina/benzoilecgonina pode ajudar a
determinar se a morte foi acidental ou devido a uma
overdose, uma vez que este racio tende a ser mais
elevado em casos de overdose (na maioria dos casos
maior que 1) nas varias matrizes bioldgicas como
HV, sangue total e tecido cerebral®?. No entanto,
foi observado que o racio cocaina/benzoilecgonina
tende a ser mais elevado no HV do que no sangue
total, uma vez que existe uma atividade enzimatica
mais diminuida no HV comparativamente ao sangue
e consequentemente uma menor degradacdo de
cocaina nesta matriz®?.
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O tetra-hidrocanabinol (THC), principal componente
psicoativo da cannabis, é uma molécula altamente
lipofilica e que se liga a protefnas plasmaticas, o
que limita bastante a sua difusdo no HV. Por este
motivo, foi demonstrado em diversos estudos que
esta amostra ndo é recomendada para a pesquisa de
cannabis e seus derivados®'3?),

Glucose e lactato

Ap6s a morte os niveis de glucose no organismo
diminuem, levando a um processo de glicélise
anaerdbia post-mortem. Este processo origina
a formacdo de piruvato e consequentemente
a producdo de lactato que tende a sofrer um
aumentot9,

As concentracdes de glucose e lactato no HV tém
sido estudadas e utilizadas como indicadores de
hiperglicemia ante-mortem podendo até indicar se
o individuo sofria de diabetes, condicdo que pode
nao ter sido detetada em vida"?). Esta hipétese foi
formulada em 1969 por Traub que estabeleceu uma
férmula a partir da qual uma molécula de glucose
daria origem a duas moléculas de 4cido l4ctico
através do processo de glicdlise post-mortem®),
Posteriormente, outros autores desenvolveram
estudos combinando as determinacées de lactato e
glucose em simultaneo €639,

Num trabalho realizado por Zilg, 76 casos
apresentavam valores de glucose no HV superiores a
10 mmol/L, sendo que em muitos destes casos estes
valores elevados estavam presentes em individuos
sem histérico de diabetes (ex: morte por asfixia,
hemorragia cerebral, hipotermia, apds reanimacao
cardiorrespiratéria)(39). Noutros casos, valores
moderadamente elevados foram verificados em
individuos sujeitos a alto stress fisiolégico, como é
0 caso de situacbes de morte por hipotermia(3,40).
Para além disso, foi demonstrado que os niveis de
glucose no HV decrescem numa primeira fase apds
a morte (cerca de 24 horas), mantendo-se estaveis
apés outras 24 horas. A razdo associada a esta
diminuicdo deve-se ao facto de que apds a morte
0 corpo passa a estar privado de oxigénio, fazendo
com qgue as células realizem um processo de glicélise
anaerdbia convertendo desta forma a glucose a
lactato®49, Por isto, alguns estudos aconselham
a que a determinacdo de lactato seja realizada
simultaneamente com a de glucose. No entanto,
este estudo veio demonstrar que a quantificacdo de
glucose isoladamente aparenta ser o marcador mais
apropriado para determinar hiperglicemia ante-
mortem®©49,



Para além disso, é essencial que se tenha em conta
outros processos metabélicos naturais que ocorrem
apés a morte, nomeadamente o processo de
glucogendlise que acontece no figado e que tende
a aumentar a difusdo de glucose na veia cava e no
ventriculo direito do coracdo®. Para além disso,
a presenca de glucose em determinados fluidos
intravenosos utilizados na reanimacdo também
pode elevar as concentracdes da mesma no sangue.
Neste sentido, concentracées elevadas de glucose
no sangue podem ndo corresponder a concentracdo
real aquando da morte®.

No HV, a glucose também tende a diminuir nos
primeiros instantes apés a morte, contudo, a
diminuicdo é menos acentuada, nunca chegando
a exceder os 200 mg/dL. Deste modo, casos de
cetoacidose metabélica podem ser detetados num
curto perfodo de tempo apds a morte (em média
16 horas) através da detecdo de niveis elevados de
glucose e cetonas no HV®29,

Contudo, num trabalho de revisdo elaborado em
2011 por Hess et al. os autores restabeleceram
o interesse em avaliar o metabolismo da glucose
através da combinacdo entre as somas das
concentracoes de glucose e lactato (mg/dL) no HV
ou no fluido cerebrospinal®4y,

Sédio e cloro

Num estudo de Zilg, foi demonstrado que os niveis
de cloro e sédio sofrem um ligeiro decréscimo com o
aumento do IPM. Este decréscimo dos niveis de cloro
esodionoHV post-mortemestao associados a difusdo
destes eletrélitos para as células circundantes da
retina e da cordide®. Quando avaliados 46 casos, os
niveis séricos de sédio ante-mortem apresentaram
uma correlacdo muito concordante com os niveis de
sédio no HV post-mortem, especialmente em casos
com IPMs curtos®. Uma vez que os niveis de sédio
tendem a diminuir apés a morte, é possivel deduzir
que niveis elevados deste eletrélito podem ser mais
significativos, auxiliando a determinar casos de
desidratacdo®.

Para além disso, quando foram estudados casos
de morte por afogamento, verificou-se que nos
€asos em que ocorreu em dgua doce, apresentavam
niveis significativamente mais baixos do que os
encontrados em afogamentos ocorridos no Mar
Béltico (baixas concentracoes de sal) ou casos de
morte ndo relacionados a afogamentos®. Este
estudo demonstrou ainda que os niveis reduzidos
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de sédio encontrados nos casos de afogamento em
4dgua doce estavam claramente ligados com o tempo
de imersdo®. Outros estudos anteriores verificaram
que os niveis de sédio e cloro estdo aumentados em
casos de afogamentos em dgua salgada e reduzidos
em afogamentos em dgua doce®?. Contudo, existem
diferentes opinides sobre se este fenémeno é
resultante do préprio processo de afogamento
ou do mecanismo de difusdo post-mortem para o
interior do olho através da dgua envolvente®,

Num estudo de Garland et al os autores
demonstraram que os niveis elevados de sodio
e cloro podem também ajudar a distinguir entre
afogamentos em 4gua salgada e mortes cujo
corpo esteve imerso em 3gua mas ndo associado
a afogamento“). Através da comparacdo da
permeabilidade entre olhos humanos e de bovinos,
concluiram que a elevacdo dos niveis de sédio e
cloro post-mortem em mortes em &gua salgada,
com tempos de imersdo inferiores a uma hora,
estariam associados a situacoes de imersdo e ndo de
afogamento®?,

Potassio

Diversos estudos desenvolvidos ao longo dos anos
tém trabalhado no estudo da determinacdo do
IPM através da quantificacdo de potdssio. Vérios
modelos estatisticos e equacdes para estimar o
IPM sdo baseados no facto de que, o aumento do
potdssio no HV segue um crescimento linear ao
longo do tempo®™. Porém, num estudo de Zilg,
este crescimento seguiu uma curva exponencial
que eventualmente tende a equilibrar apds
aproximadamente uma semana®.

Outro dos fatores estudados por alguns autores
como podendo ter influéncia nos niveis de potassio
no HV é a idade do individuo, sendo que, estas
alteracdes podem estar associadas ao tamanho do
globo ocular e 3 composicdo bioquimica e celular do
HV, levando a hipétese de que, quanto mais jovem
for o individuo maior serd o aumento®'?, Estes
resultados parecem estar em desacordo com os de
Ahi e Garg, no qual aidade ndo apresentou qualquer
influéncia nos niveis de potassio no HV“Y, Num
estudo de Tumram et al, os autores verificaram
que climas mais quentes parecem influenciar
nas concentracdes de potdssio, uma vez que 0s
corpos estdo mais sujeitos a deterioracdo?. Estas
afirmacodes estdo em concordédncia com os de Zilg,
demonstrando que, quanto maior a temperatura
ambiente, mais acentuado é o aumento das
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concentracdes de potassio®. Por outro lado, no
estudo de Ahi e Garg, tanto a temperatura como a
humidade ndo apresentaram qualquer tipo de efeito
nos niveis de potdassio®¥. De acordo com iniimeros
investigadores, a utilizacdo de um elétrodo seletivo
de ides com auxilio de fotometria de chama, é o
método de escolha para reduzir erros analiticos“®.

Acido desoxirribonucleico

Poucos estudos tém sido desenvolvidos acerca
da detecdo de éacido desoxirribonucleico (DNA)
no HV como forma de identificacdo de cadaver.
Baseado nisto, Soltyszewski et al. afirmam que os
resultados obtidos apenas do HV nao sao suficientes
como fonte de DNA. Para além disso, reconhecem
que a fiabilidade destes resultados variam muito
consoante a técnica de detecdo utilizada, sendo
que o DNA encontrado pode resultar apenas de
contaminacdo  microbiana®®.

Discussao

Embora existam diversas vantagens na utilizacdo do
HV, como ficou patente e demonstrado ao longo do
pontoanteriordestetrabalho, existemaindaalgumas
discordancias entre estudos, quando considerado
por exemplo a tendéncia de crescimento dos niveis
de potassio post-mortem, o doseamento de glucose
e lactato em conjunto ou separadamente, ou ainda
na capacidade de estabelecer correlacoes entre os
niveis de determinados analitos (ex: farmacos que se
ligam facilmente a proteinas plasmaéticas ou que sdo
mais lipofilicas) comparativamente a outros fluidos
biolégicos (ex: sangue ou urina)‘?.

Uma das dificuldades na utilizacdo do HV deve-se
ao facto das técnicas atualmente utilizadas apenas
estarem validadas e calibradas para amostras como
urina e sangue®@. Outro fator deve-se a prépria
consisténcia viscosa do liquido, o que apresenta
pouca repetibilidade para o mesmo analito®.
Algumas diferencas podem estar associadas a
métodos e técnicas de instrumentacdo distintas
entre estudos, assim como da prépria aspiracao e
manuseamento da amostra“-*. Num dos exemplos
referido numa revisdo de Baniak et al, os autores
referem que o liquido deve ser aspirado no seu
todo para que haja uma representacdo mais precisa
das concentracbes de todos os solutos. Outros
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autores mencionados num trabalho de Bévalot et
al,, pelo contrério, afirmam que deve ser aspirado
apenas 2 mL de HV por cada olho por forma a
evitar a aspiracdo de células epiteliais da retina e
da iris®". Para além disso, Millo et al., referem que
o mesmo deve ser colhido de ambos os olhos e
posteriormente separado em tubos/frascos de 10
mL, comparativamente a Hilal et al. que, embora
assumam existirem opinides divergentes entre
estudos, afirmam que as amostras recolhidas dos
dois olhos possam ser combinadas num mesmo
tubo 051,

Outra controvérsia estd associada a determinacdo
de glucose em simultdneo ou ndo, com lactato.
Num estudo de Zilg, esta afirma que a quantificacdo
de glucose, deve ser realizada isoladamente para
diagnosticar quadros de hiperglicemia ante-mortem,
uma vez que a formacdo de lactato pode ocorrer
por outros processos para além da glicélise post-
mortem (ex: processos de autdlise, derivados do
metabolismo bacteriano, alcoolismo, existéncia
de tumores malignos, entre outros), o que pode
conduzir a falsas conclusdes®s253). Por outro lado,
autores como Hess et al., salientaram a importancia
de realizar estas quantificacdes tendo em conta
a soma conjunta entre os niveis de glucose e de
lactato no HV ou no fluido cerebrospinal®®4".

O estabelecimento de métodos para correlacionar
os valores das concentracoes dos analitos no sangue
e no HV, pode afigurar-se relevante quando se
suspeita de alteracdes post-mortem no sangue ou
quando o HV ndo pode ser recolhido®.

Num estudo de Tumram et al. os autores afirmam
que 0s corpos expostos a temperaturas mais baixas
estdo menos sujeitos a deterioracdo do que aqueles
expostos a temperaturas superiores, podendo desta
forma afetar as determinacoes de potassio®). Em
contrapartida, um outro estudo realizado por Ahi e
Garg comprovou que entre os 21-35°C as variacoes
nos niveis de potassio ndo foram significativas tendo
assim concluido que a humidade e a temperatura
entre os mesmos valores ndo tém influéncia
significativa nos niveis de potassio no HV“,



Conclusdo e perspetivas futuras

Desta forma é possivel concluir que a utilizacdo do
HV pode contribuir positivamente na elucidacdo de
casos forenses nomeadamente na estimativa do IPM,
hiperglicemia/cetoacidose diabética, afogamentos,
ou ainda em casos judiciais para determinacoes
de 4lcool ou drogas. O HV apresenta uma ampla
variedade de vantagens quanto a sua composicdo e
propriedades bioquimicas, uma vez que se encontra
anatomicamente preservado dos processos de
decomposicdo e contaminacdo bacteriana quando
comparado a outros fluidos corporais como sangue
ou urina. No entanto é necessario ter sempre em
consideracdo todas as varidveis que possam desta
forma afetar a obtencdo de resultados fidveis e
rigorosos de modo a minimizar a ocorréncia de erros
analiticos e pds-analiticos.

Relativamente as drogas/farmacos, as moléculas
mais lipofilicas ou fortemente ligadas a proteinas
plasmaticas podem estar quase ausentes no HV
pelo que a sua determinacao/anélise neste tipo de
amostra deve ser realizada com precaucéo.

Ao longo dosanos, tém sido desenvolvidos uma serie
de algoritmos e analises estatisticas para estimar o
IPM. Estas equacOes tém sido aplicadas por forma
a perceber por exemplo, o aumento do potassio
post-mortem ou ainda a relacdo entre os niveis de
etanol no sangue e o HV, no entanto, é importante
que se estabelecam correlacdes e algoritmos mais
consensuais de maneira a proceder a uma correta
realizacdo e interpretacdo dos achados laboratoriais.

Futuramente, éimportante quesejamrealizados mais
estudos acerca dos fenémenos de redistribuicdo e
biotransformacdo post-mortem de variados analitos
(ex: benzodiazepinas, antidepressores ciclicos,
drogas de abuso, entre outros), nomeadamente em
relacdo aos diferentes compartimentos oculares
considerando estudos com um maior nidmero de
€asos.

Para além disso é essencial que haja um
desenvolvimento de métodos de validacdo e
uniformizacdo para técnicas como GC ou LC para
a utilizacdo de HV, assim como a otimizacdo dos
métodos de colheita e extracdo.
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Apesar das possiveis desvantagens e/ou limitacoes
das determinacdes analiticas ao HV post-mortem,
esta amostra apresenta diversas oportunidades no
futuro da toxicologia forense e na elucidacdo de
€asos post-mortem.
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