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Farmacogenética em Toxicologia Forense

Resumo

A farmacogenética é a ciéncia que estuda a influéncia da componente genética nas
respostas a tratamentos farmacologicos. Estas podem variar entre individuos devido a
varios fatores, sendo um deles a ocorréncia de polimorfismos em genes que codifiquem
proteinas envolvidas no metabolismo, transporte do farmaco ou que sejam o alvo da
acdo farmacologica. Os estudos farmacogenéticos tém desempenhado um importante
papel na area da toxicologia forense uma vez que acrescentam informagées que podem
auxiliar na identificacdo da causa e circunstancia da morte, especialmente nos casos em
que as concentragdes de farmacos encontradas nas analises toxicoldgicas post mortem
sdo dificeis de interpretar. Estas informacfes adicionais servem essencialmente para
determinar se a morte foi intencional ou acidental, tendo sido publicados varios casos
qgue o demonstram. No entanto, estes estudos apresentam ainda bastantes limitacdes e
sd0 necessarias mais evidéncias cientificas para que sejam implementados na rotina
médico-legal e possam ser usados como evidéncia em tribunal. Apesar deste facto, é
amplamente reconhecido que os polimorfismos genéticos podem desempenhar um
relevante papel nas mortes e isto alerta para a necessidade da realizacdo de estudos

farmacogenéticos aquando da prescricdo médica de forma a evitar que tal aconteca.
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Abstract

Pharmacogenetics is the science that studies the influence of genetic component in
responses to pharmacological treatments. These can vary between individuals due to
various factors, one being the occurrence of polymorphisms in genes encoding proteins
involved in metabolism, transport of the drug or are the target of pharmacological
action. The pharmacogenetics studies have played an important role in the field of
forensic toxicology since it adds information that can help to conclude about the cause
and manner of death in cases where drugs are found in certain concentrations and thus
toxicological results are not clear. This additional information should primarily serve to
distinguish intentional and accidental causes and there are several published cases that
show that. However, these studies still have many limitations and are needed more
scientific evidence before can be implemented in forensic routine and can be used as
evidence in court. Despite this fact, there is evidence that genetic polymorphisms may
play a role in the deaths and this points to the need of conducting pharmacogenetics
studies on prescription to avoid that.



Farmacogenética em Toxicologia Forense

Agradecimentos

Aproveito este espaco para agradecer aqueles que diretamente ou indiretamente

contribuiram para a execucdo desta dissertacao.

Em primeiro lugar agradeco a minha orientadora, Prof. Doutora Marcia Claudia Dias de
Carvalho, por toda a disponibilidade e pelos bons conselhos dados ao longo deste

percurso.

A toda a minha familia e amigos, mas principalmente & minha mée, um obrigado pelo

apoio, amor e carinho prestados

Por fim, um agradecimento especial ao Nuno Lima por todo o apoio e paciéncia nos

momentos de maior stress.



Farmacogenética em Toxicologia Forense

Indice

Lo INEOTUGAOD ... 1
1. FarmMaCOgENELICA. .......ccvveee et rte et ste e sraenreenee s 3
2.1. Polimorfismos genéticos do metabolismo de farmacos.............cccccveververiecnnnnn. 4
2.1.1. ReagBes metabolicas de fase | ........cccoeveiiininiiiiee e 5
2.1.2. ReagBes metabolicas de fase ... 8

2.2. Polimorfismos genéticos dos transportadores de farmacos ...........ccccccevevveenene. 9
2.3. Polimorfismos genéticos de alvos farmacol0gicos ...........cccevveveieeiecciecneenne. 11
2.4. Etnia e polimorfiSmOos genetiCoS ........coevririeiiineinise e 12
2.5. Técnicas € métodos de genotiPAgEM .........ecveerererieererieeee e 12
I, TOXICOIOQIa FOIENSE ......eevieie et 16
IV. Aplicacdo da farmacogenética em toxicologia forense ..........ccccevveveeiecnenne. 20
O @ o] [o] o L= SRS 20
O O T O o 11 - U 20
A4.1.2. Tramadol.......c.ooieiieeee e 22

o O I @ ) q oo o (o] 1 - VOSSP 24
R V[ - To (o] - ST P ST 27
4.1.5. EHIMOITING....cvi e 29
4.1.6. FENTANTIO ..c.vieieeie et 30

4.2, ANTIABPIESSIVOS .....evieiieeete sttt bbbttt bbb b b nneas 32
4,21 AMITTIPLTING ..ot 32



Farmacogenética em Toxicologia Forense

4.2.2. VENIafaXiNa........cooiviiriiiiiieieisie e 33
4.2.3. FIUOXEIING ...ttt 36
4.2.4. DOXEPING. ...ttt b ettt b ettt b et n bbb 37

4.3, OULIOS ...ttt b et bt 39
00 I o 0 ) [ USSR 39
A B 1T .4 o 13 SR 40

V. LimitagOes e Perspectivas fULUIES. ..........cuuirieierieierie e 44
VI CONCIUSAD. ...ttt 46
VII.  Referéncias bibliografiCcas..........cccooviiiiiiiiiic i 47

Vi



Farmacogenética em Toxicologia Forense

Indice de Figuras

Figura 1 - Possiveis respostas ao tratamento com o mesmo farmaco numa populacéo de

(0 [1<T ] (- PP 3
Figura 2 - Esquema do metabolismo geral de fAarmacos..................cooiiiiiiiin, 5

Figura 3 - Representacdo esquematica dos genotipos dos diferentes perfis metabdlicos

que podem ser encontrados Na POPUIAGED. .........covviiriiiii i 7

Figura 4 - Representacdo esquematica da distribuicdo e funcédo da P-gp no organismo

NUMANO. . . 10
Figura 5 - Representacdo esquematica do metodo de amplificacdo alelo-
oligonuleotideo eSPeCifiCa...........c.oviieiii i 14

Figura 6 - Representacdo esquematica do método PCR em tempo real com sonda
TAGMAN® . . ..o e 14

Figura 7 - Representacdo dos padrdes de hibridizacdo de diferentes genotipos obtidos
pelo método que recorre a tecnologia de DNA MICroarray..........cocoevveeeeenenenannnn. 15

Figura 8 - Representacdo esquematica das reacdes bioquimicas e enzimas envolvidas
na producao do sinal luminoso na PIroSeqUENCIACAD. .........o.evveriirieeeieieeraeenennn, 15

Figura 9 - Algoritmo para a aplicacdo da farmacogenética em toxicologia forense......19

Figura 10 - Representacdo esquematica do metabolismo da codeina..................... 21
Figura 11 - Representacdo esquematica do metabolismo do tramadol.................... 23
Figura 12 - Representagdo esquematica do metabolismo da oxicodona.................. 24

Figura 13 - Representacdo esquematica da conversao da metadona a 2-etilideno-1,5-

dimetil-3,3-difenilpirrolideno. ... 27

Figura 14 — Representacdo esquematica do metabolismo da etilmorfina................. 29

vii



Farmacogenética em Toxicologia Forense

Figura 15 - Representacdo esquematica do metabolismo do fentanilo.................... 31
Figura 16 - Representagdo esquematica do metabolismo da amitriptilina................ 33
Figura 17 - Representacdo esquematica do metabolismo da venlafaxina................. 34
Figura 18 - Representagdo esquematica do metabolismo da fluoxetina.................. 36
Figura 19 - Representagdo esquematica do metabolismo da doxepina.................... 37

Figura 20 - Distribuicdo mundial mundial da frequéncia dos alelos mutantes para os
ErBS SN P, .t 40

Figura 21 - Frequéncia dos alelos mutantes para os trés SNPs na totalidade de acordo
com o género e a concentracdao de digoxina no grupo de estudo em comparagdo com o

OPUPO CONIOI0. . ..ot 40

Figura 22 - Representagdo esquematica do metabolismo do diazepam................... 41

viii



Farmacogenética em Toxicologia Forense

Indice de Tabelas

Tabela | - Alelos principais das principais enzimas metabdlicas de fase | e consequente

efeito Na sua atIVIAAAE. ... 8
Tabela Il - Farmacogenética das enzimas metabolicasde fase Il........................... 9

Tabela I11 - Descricdo das técnicas de genotipagem mais utilizadas em

FarMACOgENELICA. ...\ et e 13



Farmacogenética em Toxicologia Forense

Abreviaturas

ATP — Adenosina trifosfato

CYP — Citocromo P450 (Cytochrome P450)

DNA — Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)

C¢/Cr— Concentragdo de farmaco pai/Concentracao dos seus metabolitos
MDR 1 — Resisténcia a multiplos farmacos (Multidrug resistance 1)
NAT — N-acetiltransferase

OATP — Polipéptido transportador de anides organicos (Organic anion transporting

polipeptide)

P-gp — Glicoproteina P (P glycoprotein)

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction)
RAM — Reacdes adversas ao medicamento

RFLP — Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (Restriction fragment

length polymorphism)
SLC — Transportadores de solutos (Solute carriers)
SNP — Polimorfismo de nucleotideo Unico (Single nucleotide polimorphism)

TPMT — Tiopurina S-metiltransferase


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FCytochrome&ei=kA3PUo7yCY6y0AXCjoDYCA&usg=AFQjCNGlPP9ggMZKnhkaelqnxML2leeoQA&bvm=bv.59026428,d.d2k
http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism
http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism

Farmacogenética em Toxicologia Forense

. Introducéao

Existe uma grande variedade interindividual na resposta aos farmacos, bem como na sua
toxicidade. Ao administrar uma mesma dose padrdo de um determinado farmaco a um
grupo de doentes é possivel que, em alguns dos casos, ocorram respostas que nao sao as
desejadas: o fa&rmaco pode ndo ter qualquer acdo, o farmaco pode apenas ter acdo

parcial ou o farmaco pode provocar uma reacdo adversa (RAM) (Wilkinson, 2012).

Esta diferenca na resposta aos farmacos pode ser devida a fatores fisioldgicos (idade,
género, estado nutricional), patoldgicos (por exemplo, doencas hepéticas e renais),
ambientais, interacOes entre farmacos ou mesmo devido a determinados habitos de vida,
como a ingestdo de alcool e o consumo de tabaco (Evans e Relling, 2004). No entanto,
fatores genéticos podem também estar relacionados com a alteracdo da eficacia dos
farmacos e desencadeamento de reacGes adversas (Kallow et al., 2001). Desta forma,
considerando que os fatores genéticos podem contribuir para a eficicia e a seguranca de
um medicamento (Metzger et al., 2006), a é&rea de Farmacogenética e/ou
Farmacogenomica tem sido desenvolvida e €, atualmente, de grande interesse tanto na

clinica como na toxicologia forense (Neuvonen et al., 2011).

A Farmacogenética e/ou Farmacogendmica pode entdo ser definida como a ciéncia que
estuda as bases genéticas das respostas interindividuais a tratamentos farmacolégicos
(Shi et al., 2001), estando a Farmacogenética direcionada para o estudo dos efeitos de
gene isolados e a Farmacogendmica para o estudo simultaneo de todos 0s genes e das
suas interacfes. A diferenca entre os dois conceitos é muito ténue e, desta forma, sdo
normalmente utilizados indistintamente (Evans e Relling, 1999).

Estima-se que 99,99% do genoma humano seja idéntico em todos os individuos, sendo
que as diferencas encontradas podem ser mutacBes, quando a sua incidéncia na
populacdo é inferior a 1%, ou polimorfismos, quando estas ocorrem com mais
frequéncia e, por isso, € comum a sua presenca na populacéo. O tipo de polimorfismo
mais prevalente envolve apenas a variacdo de um Unico par de bases na sequéncia de
acido desoxirribonucleico (DNA), sendo denominado de polimorfismo de nucle6tido

unico ou SNP (Single Nucleotide Polimorphism) (Cooper et al., 2005). Mais de 1,4
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milhdes de SNP foram identificados no genoma humano sendo 60,000 deles na regido
codificadora dos genes (Evans e Johnson, 2001).

A maioria dos efeitos dos farmacos é determinada pela interacdo destes com diversos
produtos da expressdo genética, tais como enzimas, transportadores e alvos
farmacoldgicos. Polimorfismos nestes produtos da expressdo genética podem resultar
em alteracOes na farmacocinética - absorcao, distribuicdo, metabolizacéo e excre¢do — e
na farmacodinamica - interacdo do farmaco com os alvos de acdo (Wilkinson, 2012).
Tal pode levar a efeitos ndo desejados e a necessidade da individualizacdo terapéutica

consoante os SNP encontrados (Evans e Relling, 2004).

As RAM constituem um importante problema de satde publica uma vez que sdo causas
significativas de hospitalizacdo, aumento do tempo de permanéncia hospitalar e até
mesmo de Obito. Em Portugal, segundo dados do Sistema Nacional de
Farmacovigilancia, as RAM foram responsaveis por 333 mortes, no periodo de 2009 a
2011 (Infarmed, 2012a).

A autopsia médico-legal é o primeiro método utilizado para determinar a causa da morte
quando se suspeita que esta ndo foi de causa natural. Em alguns casos, mesmo apds
autopsia completa, recorrendo a observacdo histolégica e ao despiste toxicoldgico, a
causa da morte continua a ser ambigua (Ackerman et al., 2001). As mortes relacionadas
com farmacos estdo incluidas neste grupo (Koski et al., 2007) e, nestes casos, pode ser
de extrema importancia a genotipagem post mortem e a analise da proporcdo de
metabolitos no sangue de forma a verificar se os fatores genéticos podem ter estado na

origem da morte, possibilitando, assim, descartar outras causas (Druid et al., 1999).

O objetivo do presente trabalho € estabelecer uma relagdo entre a farmacogenética e a
toxicologia forense, recorrendo a apresentacdo de alguns casos reais que ilustram a

aplicacdo da farmacogenética no contexto médico-legal.
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Il.  Farmacogenética

A uma populacdo de doentes com 0 mesmo diagnostico e aos quais foi administrado o
mesmo tratamento podem ser verificadas diferentes respostas terapéuticas (figura 1).
Excluindo outros fatores influenciadores, tais resultados podem ser estudados e
explicados pela Farmacogenética/Farmacogendémica (Kallow et al., 2001; Evans e
Relling, 2004).

O farmaco provoca

O farmaco atua como O farmaco néo atua ou atua

1

! | toxicidade
esperado | com menor intensidade do i

1

| 1

| 1

gue o esperado

Figura 1 — Possiveis respostas ao tratamento com o mesmo farmaco numa populacgéo de

doentes.

Os primeiros relatos farmacogenéticos documentados datam na década de 50 em que se
constatou que a primaquina e outros farmacos antimalaricos quimicamente relacionados
causavam uma crise hemolitica aguda em cerca de 10% dos afro-americanos e que tal
raramente acontecia nos caucasianos. Mais tarde soube-se que esta diferenca devia-se a
deficiéncia na enzima glucose-6-fosfato desidrogenase. A variacdo genética entre
populacbes foi observada também atraves da toxicidade de alguns farmacos,
nomeadamente succinilcolina e isoniazida. No primeiro caso observou-se que em alguns

individuos ocorria um prolongamento da paralisia muscular induzida pelo farmaco e
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consequente aumento do risco de apneia. Em relacdo a isoniazida, o seu metabolismo
depende essencialmente da acetilacdo e as diferencas observadas entre as diferentes
populacdes permitiram classificar os pacientes como acetiladores rapidos ou lentos
(Pessba et al., 2006; Sajantila et al., 2010).

Estas e outras situagcbes documentadas, juntamente com a teoria de que a genética seria
a base das RAM observadas, foram sumarizadas em 1957 e pouco tempo mais tarde
surgiu entdo o termo ‘“farmacogenética”. A0 longo das décadas seguintes o0s
mecanismos moleculares foram sendo descobertos e na década de 80 o gene CYP2D6

foi o primeiro a ser clonado e caraterizado (Gonzalez et al., 1988).

Através dos conhecimentos de farmacogenética que foram adquiridos ao longo dos
anos, atualmente sabe-se que a resposta terapéutica a um farmaco pode entdo ser
alterada por polimorfismos a nivel das enzimas metabolizadoras, transportadores ou

alvos farmacoldgicos (Wilkinson, 2012).

2.1. Polimorfismos genéticos do metabolismo de farmacos

Os farmacos, outros quimicos e até compostos endégenos aos quais 0 organismo esta
exposto sdo, na sua maioria, compostos lipdfilos. Assim, para serem excretados,
necessitam de sofrer alteracBes, de forma a tornarem-se mais hidrossoluveis e,
consequentemente, mais facilmente excretados. O metabolismo é responsavel por essas
modificagdes, que podem ocorrer por reacoes de fase I, como por exemplo, oxidacdes,
reducdes e hidrolises e/ou reacbes de fase Il, que incluem reacbes de conjugacdo com

ido sulfato, acido glucorénico, grupo acetilo, grupo metilo e glutationa (figura 2).

E também importante referir que o metabolismo, além de ser responsavel pela
destoxificacdo de compostos, pode converter pro-farmacos nos seus compostos
farmacologicamente ativos (Evans e Relling, 1999; Wilkinson, 2012). As enzimas que
intervém nestes processos demonstram ter variac@es interindividuais na sua expressao e
atividade, o que resulta em diferentes fendtipos. Tal pode ser resultado de causas

transitorias como inibicdo ou indugdo das enzimas por outros farmacos ou de causas
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permanentes, que é o caso de polimorfismos nos genes que codificam a expressao

dessas enzimas (Ma et al., 2002).

Metabolismo
Enzimas de Fase Enzimas de Fase Il
Enzimas do citocromo P450 e N-Acetiltransferase
l e Catecol O-metiltransferase

e Oxidacdo _ l )

e Reducéo Conjugacéo

e Hidrlise l
e Acetato
e Acido glucorénico
e Sulfato

| Metabolitos com maior hidrossolubilidage1

Figura 2 — Esquema do metabolismo geral de farmacos.

Em seguida apresentam-se as enzimas envolvidas nas reacOes ja referidas e as alteracdes
que nelas podem ocorrer que levam a modificacdes na farmacocinética de farmacos por
elas metabolizados e, por conseguinte, a modificacdes na resposta farmacoldgica dos

Mesmaos.

2.1.1. Reagdes metabdlicas de fase |

As enzimas do citocromo P450 (CYP) tém um papel fundamental nas reacgdes
metabdlicas de fase I. Existem cerca de mais de 30 familias e diversas subfamilias de
CYP, sendo que as principais na metabolizacdo de fa&rmacos sdo as familias de 1 a 3 e as
restantes intervém essencialmente na biossintese e metabolismo de compostos
enddgenos (Singh et al.,, 2011). O genoma humano contém cerca de 115 genes

codificadores de enzimas CYP, 57 dos quais sdo funcionais e os restantes pseudogenes.

5
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Dentro das familias de 1 a 3 existem 22 isoformas diferentes, sendo que estas sdo
altamente polimorficas em comparacdo com o que se verifica nas restantes familias

(Rodriguez-Antona e Ingelman-Sundberg, 2006).

Consoante o seu grau de polimorfismo e a respetiva influéncia na suscetibilidade
interindividual aos xenobidticos, as enzimas CYP sdo distribuidas em duas classes
distintas (Rodriguez-Antona e Ingelman-Sundberg, 2006):

Classe 1 constituida pelas CYP1Al, CYP1A2, CYP2E1l e CYP3A4, que sdo
caraterizadas por estarem envolvidas tanto no metabolismo de farmacos como de pro-

carcinogénios e por terem um baixo grau de polimorfismos funcionais;

Classe Il constituida pelas CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6, que
sdo caraterizadas por estarem envolvidas apenas no metabolismo de farmacos e serem
altamente polimdrficas, podendo levar a perturbac6es colossais no metabolismo e efeito

dos mesmos.

Tais polimorfismos podem levar a que o perfil metabdlico dos individuos seja alterado,
0 que se traduz em diferentes fen6tipos (Ingelman-Sundberg, 2004; Ingelman-Sundberg

et al., 2007) (figura 3), nomeadamente:

Metabolizadores pobres sdo individuos com auséncia da enzima funcional, o que pode
decorrer de delecdo do gene ou da homozigotia para alelos responsaveis por
metabolismo deficiente;

Metabolizadores intermédios sdo individuos heterozigoticos para um alelo funcional e
um ndo funcional ou deficiente, 0 que resulta numa atividade diminuida da enzima

metabolizadora;

Metabolizadores extensivos sdo individuos homozigoticos para os alelos funcionais e é

o fendtipo mais comum na populacéo;

Metabolizadores ultra-rapidos séo individuos que tém mdaltiplas duplicagdes do gene

que codifica a enzima, 0 que se traduz num aumento de produc¢do da mesma.
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el

Metabolizador Metabolizador Metabolizador Metabolizador ultra-
pobre intermédio extensivo rapido

X — delegdo do gene B - clo o funcional B - alelo deficiente [ - alelo fincional

Figura 3 - Representacdo esquematica dos gendtipos dos diferentes perfis metab6licos
que podem ser encontrados na populagédo (adaptado de (Sajantila et al., 2010).

Por serem responsaveis pelo metabolismo da maioria dos farmacos, as enzimas do CYP
tém sido o alvo preferencial de estudo em farmacogenética. A identificacdo dos
polimorfismos pode entdo ser utilizada para prever a resposta a um determinado
farmaco e os avancos tecnoldgicos permitiram que tal fosse possivel (Jortani et al.,
2012). A genotipagem e o consequente aperfeicoamento dos métodos utilizados
revolucionaram o campo da farmacogenética. A enzima CYP2D6 foi a primeira a ser
caraterizada a nivel molecular e atualmente conhecem-se cerca de 90 variacGes alélicas.
Contudo, também foram identificadas variagbes alélicas para outras enzimas
importantes — 21 e 29 para a CYP2C9 e CYP2C19, respetivamente. Para as enzimas
CYP3A4 e CYP3AGS estdo também descritas algumas mas uma vez que estas enzimas
sdo pouco polimorficas e os alelos variantes aparecem normalmente em heterozigotia
com o alelo funcional, ndo sdo tdo relevantes. Na tabela | estdo representados os
principais alelos das enzimas referidas anteriormente e a forma como estes afetam a
atividade das mesmas. O alelo funcional é representado por *1 e as variantes por

*seguido do nimero correspondente (Johansson et al., 1993; Pelotti e Bini, 2011).
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Tabela | — Alelos principais das principais enzimas metabdlicas de fase | e consequente
efeito na sua atividade (Pelotti e Bini, 2011; Jortani et al., 2012).

Alelos

Funcionais | Nao funcionais Funcéo reduzida Atividade
aumentada

CYP2D6 *1: *2 *3: %4 *5: *@ * 9; *10; *17; *29; *41 Duplica(;éo

dos alelos

CYP2C19
funcionais

CYP2C9 *2;*3

CYP3A5

2.1.2. ReagOes metabolicas de fase 11

Os exemplos mais importantes de enzimas de fase Il sdo a N-acetiltransferase (NAT) e a
tiopurina S-metiltransferase (TPMT). Existem dois genes da NAT — NAT1 e NAT2
(Blum et al., 1990), sendo que os polimorfismos que levam a alteragdes no metabolismo
dos farmacos envolvem o NAT2 e estdo normalmente associados a rea¢des adversas no

tratamento com isoniazida, dapsona e sulfoniazida (Ingelman-Sundberg, 2001).

Os farmacos tiopurinicos, tais como a mercaptopurina e a azatiopurina (pro-farmaco que
in vivo €& convertido em mercaptopurina), sdo usados na clinica como
imunossupressores e no tratamento de neoplasias. A metabolizacdo destes farmacos &,
em parte, catalisada pela TPMT. Esta enzima pode ter variagdes genéticas e sabe-se que
cerca de 90% dos individuos tém a sua atividade aumentada (Evans, 2003). O resumo
do que foi anteriormente referido, bem como outros exemplos de variagdes
farmacogenéticas que envolvem as enzimas metabdlicas de fase Il, séo descritos na
tabela I1.
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Tabela 1l - Farmacogenética das enzimas metabolicas de fase Il (adaptada de
(Guttmacher e Collins, 2003).

Enzima Frequéncia do fenétipo Farmacos Efeito do

metabolizador pobre metabolizados  polimorfismo

N-Acetiltransferase 2 52% dos americanos brancos Isoniazida Efeito
17 % dos japoneses Hidralazina aumentado do
Procainamida farmaco,
podendo levar
Uridina difosfato- 10,9% dos caucasianos Irinotecano ..
a toxicidade
glucuronosiltransferase 4% dos chineses

1A1 1% dos japoneses

Tiopurina S- 1 em cada 300 caucasianos Mercaptopurina
metiltransferase 1 em cada 2500 asiaticos Azatiopurna

Catecol O- 25% dos caucasianos Levodopa

metiltransferase

2.2. Polimorfismos genéticos dos transportadores de farmacos

Algumas proteinas funcionam como transportadores e sdo fundamentais para 0s
processos de absorgdo, distribuicdo, toxicidade e eficacia dos farmacos, uma vez que
auxiliam a transposicdo de barreiras fisiologicas. A inibicdo ou inducdo destes
transportadores devido a polimorfismos apenas sao significativas ao nivel da eficacia do
farmaco se a eliminacdo deste ou a sua distribuicdo no tecido alvo é efetuada
principalmente pelo transportador, afetando assim a sua concentragdo na corrente
sanguinea e no local de acéo (Shitara et al., 2006; Maeda e Sugiyama, 2008). Pode ser
apresentada como exemplo a glicoproteina P (P-gp), produto da expressdo do gene de
resisténcia a maltiplos farmacos (MDR1 ou ABCBL). Este transportador é dependente
de adenosina trifosfato (ATP) e esta presente na superficie luminal dos tecidos que
funcionam como barreiras bioldgicas, tais como, intestino e cérebro, assim como nos

orgdos com funcgdes excretoras que é o caso do figado e rins (figura 4). A distribuicdo
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da P-gp indica que esta protege o organismo dos efeitos toxicos de alguns xenobi6ticos
pois limita a sua absor¢do a partir do Iumen intestinal, favorece a excrecédo renal e biliar
e reduz a sua acumulacdo nos tecidos mais vulneraveis, tais como o cérebro e os
testiculos (Higgins, 2007; Hodges et al., 2011).

Proximal
Tubule

>

Figura 4 — Representacdo esquematica da distribuicéo e funcéo da P-gp no organismo
humano (Fonte: Endres, C. J., et al. (2006). The role of transporters in drug interactions.

European Journal of Pharmaceutical Sciences, 27, pp. 501-517).

A expressdo aumentada de P-gp foi descoberta pela primeira vez em células tumorais
resistentes e pensa-se que estes transportadores sdo responsaveis pelo fenémeno de
resisténcia mediante o efluxo de antineoplasicos do espaco intracelular. Assim, pode-se
correlacionar variagcdes na expressao genética da P-gp a variagdes interindividuais na
suscetibilidade a determinados farmacos (Song et al., 2002; Hodges et al., 2011). A P-
gp intervém no transporte da digoxina, alguns antineoplasicos, morfina, metadona,

fentanilo, entre outros (Lotsch et al., 2004).

10
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Importa ainda referir aqui os transportadores de anibes organicos (OATPs) que séo
codificados pela familia de genes transportadores de solutos (SLC). Estes OATPs sdo
proteinas transmembranares expressas na membrana basolateral (sinosoidal) dos
hepatocitos, funcionando como transportadores de influxo de uma vasta gama de

compostos enddgenos, assim como de farmacos (Niemi, 2009).

2.3. Polimorfismos genéticos dos alvos farmacoldgicos

Os farmacos exercem a sua atividade farmacoldgica por ligacdo e subsequente
modulacdo da atividade de alvos especificos do organismo que podem ser proteinas,
acidos nucleicos ou outros alvos moleculares (Wilkinson, 2012). Nestes estdo incluidos
0s recetores Bo-adrenérgicos, recetores da insulina, enzima conversora da angiotensina,

entre outros (Evans, 2003).

As interacdes entre farmacos, bem como os polimorfismos nos genes que codificam a
expressdo dos alvos farmacoldgicos, podem influenciar a sensibilidade dos alvos a
determinados farmacos, modificando assim a resposta terapéutica dos mesmos. Os
polimorfismos apenas sdo significativos quando se observa que as variacOes
interindividuais sdo minimas no que respeita a concentracdo do farmaco na corrente

sanguinea mas bastante percetiveis ao nivel da farmacodinamica (Evans, 2003).

Num estudo realizado por (Holloway et al., 2000) verificou-se que nos individuos que
possuem uma ou mais cépias do alelo variante que contenha o aminoéacido glicina no
lugar da arginina, na posi¢ao 16, o recetor Pp-adrenérgico oferece maior resisténcia ao
tratamento com broncodilatadores, estando desta forma mais suscetiveis aos riscos da
asma. Outro exemplo, é a enzima timidilato sintase que tem um papel fundamental na
sintese e reparacdo do DNA, sendo desta forma alvo de inibi¢do por parte do farmaco
antineoplasico 5-fluorouracilo. Os niveis de expressdo da timidilato sintase, in vivo,
aparentam ser regulados pelo nimero de polimorfismos encontrados na regido
potenciadora do DNA. Observou-se que a expressdo e atividade da enzima aumenta
com um aumento do namero de polimorfismos, sendo que a resisténcia a acdo deste
farmaco e de outros antimetabolitos aparenta estar associada a uma superexpressao da
timidilato sintase (Lee et al., 2005).

11
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2.4. Etnia e polimorfismos genéticos

O fend6tipo metabdlico de um individuo é determinado, em parte, pela hereditariedade
de um conjunto de alelos que codificam enzimas, transportadores e recetores. Existem
polimorfismos nestes alelos carateristicos dos diferentes grupos étnicos e, desta forma,
pode ser relevante considerar a etnia dos individuos durante os estudos clinicos ou
forenses. Por exemplo, a frequéncia do fendtipo metabolizador pobre para a enzima
CYP2D6 é maior na populacdo caucasiana (5-10%) do que na populacdo do extremo
oriente e asiatica (2-4%). Pelo contrario, a frequéncia do fendtipo metabolizador pobre
para a enzima CYP2C9 é mais baixa nos caucasianos (2-4%) em comparagao com o que
se verifica nos orientais (15-25%) (Yasuda et al., 2008).

2.5.Técnicas e métodos de genotipagem

A viabilidade dos resultados obtidos em farmacogenética depende em grande parte das
tecnologias disponiveis e a sua correta utilizacdo. As técnicas devem ser capazes de
identificar todos as mutacGes que tenham um impacto significativo na expressao e/ou
funcdo das enzimas metabdlicas, transportadores ou recetores. Atualmente existem
diversas metodologias e kits disponiveis para a genotipagem de enzimas metabdlicas e
em todas elas ocorrem extracao e isolamento do DNA da amostra de sangue ou tecido,
amplificacdo do DNA e detecdo dos polimorfismos (Jannetto et al., 2004). Para a
analise dos genes pode-se recorrer a detecdo de polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP) que é uma técnica considerada mais tradicional,
necessitando de amplificacdo prévia recorrendo a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Esta baseia-se na digestdo de DNA com endonucleases de restricdo e posterior
separacdo dos fragmentos obtidos por eletroforese em gel de agarose, originando
padrdes de restricdo. A sua principal limitagdo reside no facto de que os polimorfismos
para serem detetados tém de criar alteragdes no material genético que levem a criacdo
de novos locais de restricdo, uma vez que sdo estes que determinam o padrdo de
fragmentacdo do DNA (Jortani et al., 2012). Na tabela 111 sdo sumarizadas algumas das

técnicas de genotipagem e as respetivas vantagens e desvantagens.

12
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Tabela 11l — Descricdo das técnicas de genotipagem mais utilizadas em

farmacogenética (Jannetto et al., 2004; Verrecas et al., 2004; Hirata et al., 2006).
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A sintese de DNA ocorre Detecéo da luz, Preciséo, Sequenciamen
através de um conjunto de sendo que a sua flexibilidade,  to s6 pode ser
reacOes que inclui vérias intensidade é processamento realizado
enzimas (ATP sulfurilase e proporcional ao paralelo e pode unidireccional
o luciferase) e substratos numero de ser facilmente mente
’% (adenosina 5’ fosfossulfato e nucleétidos automatizada
'S luciferina). Quando um incorporados. A
§ nucleotido é incorporado, é sequéncia final de
g detetado imediatamente pela um fragmento é
2 libertagéo e transformacéo do obtida a partir de
a pirofosfato em ATP pela ATP  cada incorporagéo
sulfurilase. Este por sua vez relativamente a
fornece energia a luciferase uma coordenada na
para oxidar a luciferina, placa de fibra ética
emitindo luz (figura 8) (figura 8)
* Amplificagho >
Alelo “A”% Alelo “B"!f;;
e Oligonucledtido especifico para o alelo “A” Ponko de mutaglo
=== Ohgonucleotido comum
Figura 5 - Representacdo esquematica do método de amplificacdo alelo-

oligonuleotideo especifica (adaptado de (Hirata et al., 2006).

o e G e s — Hibridizagao
5 o= S — ——
@D
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> 3 3
D2
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@ ) S—
Produto final
— - —p- -
G K} e G 3
@P Corante 1 D2 Corante2 @ Supressor Dna polimerase

Figura 6 — Representacdo esquemética do método PCR em tempo real com sonda
TagMan®. Durante a PCR em tempo real a sonda hibridiza com a sequéncia de DNA
complementar e no processo de amplificacdo a sonda é degradada devido a atividade da

14



Farmacogenética em Toxicologia Forense

DNA polimerase. O supressor € separado da molécula fluorescente e esta separacao
resulta num aumento da fluorescéncia; tal ndo ocorre quando a sonda nédo hibridiza
(adaptado de (Maths, 2010).

Figura 7 — Representacao dos padrdes de hibridizacdo de diferentes genotipos obtidos

pelo método que recorre a tecnologia de DNA microarray (adaptado de (Smith, 2000).

(DNA)n + dNTP dNDP + dNMP + fosfato

Sequéncia de nucledtidos
6 ¢ - A € @ T

APS + PPi

Lucn‘erma Oxiluciferina

6§ © T A G € T
Nucleétido Tempo
adicionado
- S
dNTP dNDP + dNMP + fosfato A incorporacio de um nucledtido gera luz

que no programa se traduz num pico
ATP ADP + AMP + fosfato U

Figura 8 — Representacdo esquematica das reagdes bioquimicas e enzimas envolvidas

na producdo do sinal luminoso na pirosequenciacdo (adaptado de (Petrosino et al.,

2009).

Como se pode verificar existem muitas possibilidades de escolha nos métodos de
genotipagem e a decisdo depende de varios fatores, entre 0s quais, o nivel prévio de
conhecimento da mutagdo/polimorfismo, sensibilidade e especificidade do método,

requisitos da amostra e custo (Jannetto et al., 2004).
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I11.  Toxicologia forense

A Toxicologia Forense é uma ciéncia multidisciplinar que engloba conhecimentos de
toxicologia analitica, bem como de farmacocinética e farmacodinamia, e é responsavel
pela detecdo e identificacdo de xenobidticos no organismo humano, usualmente, no
seguimento de solicitagdes processuais de investigagdo criminal (Holmgren e Ahlner,
2006). Desta forma, é uma ferramenta essencial na interpretacéo de dados toxicoldgicos
post mortem e normalmente tem um papel critico na determinacdo da causa e
circunstancia da morte (Druid e Holmgren, 1997). E importante fazer aqui a disting&o
destes dois conceitos, sendo que o primeiro refere-se a doenga ou trauma que iniciou
uma série de acontecimentos patologicos que conduziram diretamente a morte, ou as
circunstancias do acidente ou violéncia que produziram a lesdo fatal. O segundo
conceito refere-se a forma ou circunstancia que levou a causa de morte, podendo ser
classificada como natural ou ndo natural e dentro desta pode ser ainda classificada como

ocupacional, acidental, suicidio, homicidio ou indeterminada (ICMEA, 2007).

Para melhor compreensdo do tema é Util o conhecimento de alguns principios e
procedimentos a serem seguidos em toxicologia forense. E importante ter em conta que
nenhum aspeto decorrente da investigacdo da causa da morte é considerado
isoladamente e que existe comunicacgdo entre os varios membros da equipa no que diz
respeito a histéria do caso, registos médico-farmacéuticos e circunstancias da morte.
Portanto, os resultados toxicoldgicos ndo tém qualquer significado se ndo forem
interpretados no contexto de todas as evidéncias encontradas. Quanto a procedimentos,
podem existir evidéncias encontradas no exame externo ao cadaver que justifiquem a
realizacdo dos testes toxicoldgicos. Nestas estdo incluidas comprimidos encontrados nos
bolsos da roupa; fragmentos de farmacos na boca ou nariz; pé nas narinas e adesivos
transdérmicos no corpo. Na analise dos casos, outros fatores devem ser considerados
para além da concentracdo do farmaco, tais como interacdes entre farmacos, data da
colheita, local utilizado para a colheita, via pela qual o farmaco foi administrado e o

periodo de tempo a que o individuo esteve exposto a este (Wyman, 2012).

Em determinados casos onde nédo existe patologia ou trauma evidente e os resultados

toxicologicos e bioquimicos ndo sdo conclusivos ou sdo dificeis de interpretar, a causa
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e/ou circunstancia da morte continuam a ser ambiguas. Tal pode acontecer nas mortes
induzidas por farmacos uma vez que quando os resultados toxicoldgicos post mortem
revelam concentracGes fatais de determinado farmaco pode ser complicado determinar
se a morte foi acidental ou intencional se ndo existirem testemunhas ou evidéncias que
ajudem na conclusdo do caso. Em alguns casos, a execugdo de testes farmacogenéticos
pode demonstrar, por exemplo, que uma sobredosagem acidental de determinado
farmaco possa ter sido devida a carateristicas intrinsecas do individuo em relacdo a
capacidade de metabolizar esse mesmo farmaco (Ackerman et al., 2001; Koski et al.,
2007).

De uma forma geral, o objetivo dos estudos farmacogenéticos é a individualizacdo da
terapia com base em informacdo genética, facilitando deste modo a escolha dos
farmacos disponiveis e a adocdo da dosagem adequada a cada individuo. A aplicacédo de
tais conhecimentos permite a reducédo das falhas e custos dos tratamentos e das RAM e,
consequentemente, as mortes provocadas por estas, em casos mais extremos (Koo e
Lee, 2006). No entanto, a farmacogenética pode e deve ser utilizada no contexto
médico-legal, sendo que os resultados também podem contribuir para determinar a
seguranca dos farmacos na clinica. Deste modo, a genética, juntamente com a patologia
e a toxicologia, ttm um papel importante na determinacdo da causa e circunstancia da

morte (Neuvonen et al., 2011).

Na clinica, para se obter informacdes acerca do fendtipo de metabolizacdo de um
individuo recorre-se tradicionalmente a determinacdo do racio entre a concentracdo do
farmaco pai e a concentracdo dos seus metabolitos (C¢/Cy,), as quais sdo obtidas através
de amostras de urina. A interpretacdo dos resultados permite estipular a capacidade
metabolica do individuo para o farmaco em questdo (Dahl et al., 1995). Porém, o racio
C¢/Cn, pode ser influenciado por interaces entre farmacos e pelas variagdes genéticas
anteriormente descritas. Por essa razdo, a genotipagem tornou-se uma ferramenta
importante para prever os fenotipos de metabolizacdo (Holmgren e Ahlner, 2006). A
analise do genoma de loci farmacologicamente relevantes tem como vantagem o fato de
os resultados ndo serem influenciados por fatores fisiologicos nem por interacoes
medicamentosas e para se obter os resultados ndo € necessario que os individuos sejam

submetidos aos farmacos e aos seus potenciais efeitos adversos, como acontece com 0
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método tradicional. Por fim, a genotipagem permite que, com uma Unica amostra, se
consiga prever o perfil metabolico para varios farmacos (Maron et al., 1996; Ensom et
al., 2001).

A interpretacdo de resultados em toxicologia forense é uma tarefa complexa devido as
extrapolacbes que necessitam de ser realizadas quanto & concentracéo de farmacos post
mortem e ante mortem (Skopp, 2010). As concentra¢Bes de farmacos encontradas tém
de ser comparadas com valores de referéncia pré-existentes, de modo a verificar se estas
se encontram no intervalo terapéutico ou toxico (Wyman, 2012). Durante alguns anos
na maioria das sobredosagens fatais por farmacos pressupunha-se que tivesse sido
suicidio mas verificou-se, mais tarde, que o consumo crénico de dosagens elevadas de
farmacos poderia estar na origem da morte e, atualmente, € uma possibilidade relevante.
Com efeito, de forma a diferenciar uma sobredosagem aguda e uma intoxicacdo cronica,
pode-se analisar a distribuicdo do farmaco em diferentes amostras uma vez que no
primeiro caso normalmente ndo se encontram niveis elevados de farmaco nas seguintes
amostras: humor vitreo, liquido cefalorraquidiano e cabelo. Por outro lado, o récio
C¢/Cr, pode ser util para distinguir se a morte foi devida a uma ingestdo aguda (racio
elevado) ou resultado do uso cronico (Druid et al., 1999). Todavia, como acontece na
clinica, estes métodos podem levar a conclusdes erradas uma vez que um elevado racio
pode ser também consequéncia de um metabolismo ineficiente quer por interacfes entre
farmacos quer por polimorfismos. Nas situacdes de duvida, descritas no esquema da
figura 9, a genotipagem ¢é a alternativa a ser adotada e a sua contribuicdo tem ganho

notoriedade na toxicologia forense (Holmgren e Ahlner, 2006; Andresen et al., 2013).
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Anélise dos resultados toxicoldgicos
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Figura 9 — Algoritmo para a aplicacdo da farmacogenética em toxicologia forense
(adaptado de (Wong et al., 2006).
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IV. Aplicacdo da farmacogenética em toxicologia forense

Neste capitulo serdo referidos os fa&rmacos mais frequentemente associados & area da
toxicologia forense, bem como exemplos de casos que envolvem esses mesmos
farmacos e demonstram a relevancia da aplicacdo da farmacogenética em contexto

médico-legal.

4.1. Opidides

A maioria dos opidides sdo agonistas dos recetores [ e sdo geralmente utilizados para o
alivio da dor aguda e crénica, podendo também ser usados como antitissicos. Sdo
caraterizados por apresentarem uma estreita janela terapéutica e estdo associados a
graves efeitos adversos/toxicos (tolerdncia, dependéncia, hipotensdo, choque
circulatério, apneia e depressdo respiratéria) quando administrados em doses
excessivas. Assim, a dosagem correta dos farmacos deve assegurar o controlo da dor
sem a ocorréncia de efeitos toxicos (Somogyi et al., 2007). A CYP2D6 é a principal
responsavel pela metabolizacdo de um grande numero de opidides, tais como, codeina,
tramadol, dihidrocodeina, etilmorfina, oxicodona e metadona. Os diferentes perfis de
metabolizacdo para esta enzima fazem com que a acdo analgésica seja afetada em
diferentes formas que vao ser descritas em seguida farmaco a farmaco (Lotsch et al.,
2004).

4.1.1. Codeina

A codeina é metabolizada principalmente no figado por uma das trés vias representadas
na figura 10. A glucoronidacdo com consequente formacdo de codeina-6-glucoronideo é
responsavel por cerca de 50-70% da metabolizacdo da codeina que é administrada,
enquanto que 10-15% desta sofre N-desmetilacdo por agédo do CYP3A4, convertendo-se
em norcodeina. Esta por sua vez, por conjugacdo com &cido glucorénico, da origem a
norcodeina-6-glucoronideo ou uma pequena fracdo pode sofrer O-desmetilacdo por acao
da CYP2D6, convertendo-se em normorfina. Por ultimo, uma pequena percentagem
(<15%) da dose de codeina administrada pode sofrer O-desmetilagéo, convertendo-se

em morfina que, apos glucoronidacdo, d& origem a dois metabolitos: um inativo
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(morfina-3-glucoronideo) e outro ativo (morfina-6-glucoronideo). Uma pequena
percentagem da morfina pode ser N-desmetilada a normorfina (Thorn et al., 2009).

A morfina e a morfina-6-glucoronideo tém grande afinidade para os recetores [, 0 que
ndo se verifica para a codeina e restantes metabolitos (Chen et al., 1991). Desta forma, a
O-desmetilacdo da codeina a morfina é fundamental para a acdo analgésica desejada e o
gendtipo da CYP2D6 influencia diretamente a eficicia e efeitos adversos do farmaco
em questdo. De facto, individuos metabolizadores pobres para a CYP2D6 apresentam
um efeito analgésico muito reduzido e os que sdo metabolizadores ultra-rapidos estdo

mais sujeitos a toxicidade associada aos opidides (Lotsch et al., 2004).
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Figura 10 — Representacdo esquematica do metabolismo da codeina.

A sobredosagem de codeina provoca depressdo do sistema nervoso central e risco de

morte por depressdo respiratoria. Segundo (Baselt, 2008) estima-se que para um adulto
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a dose letal minima por via oral seja de 0,5-1 g, 0 que equivale a 17-34 comprimidos,
contendo 30 mg de codeina cada. Por outro lado, a Associacdo Internacional de
Toxicologistas Forenses estima que concentracdes plasmaticas de codeina acima de 0,3
mg/L estdo associadas a toxicidade e acima de 1,6 mg/L sdo possivelmente letais
(T.LA.F.T, 2004).

Caso 1

Um recém-nascido de 13 dias de idade foi encontrado morto em sua casa e a autopsia
revelou intoxicacdo por morfina como a causa da morte. A investigacdo permitiu apurar
que a mée foi medicada no pos-parto com codeina (30 mg) e paracetamol (500 mg) de
forma a aliviar as dores devido a episiotomia. A genotipagem realizada posteriormente
revelou que a mée possui fenotipo de metabolizador ultra-rapido para CYP2D6, o que
veio a justificar a concentracdo elevada de morfina encontrada no leite da mée e no
sangue do recém-nascido. Foi entdo possivel concluir que a elevada atividade da
CYP2D6 resultou num aumento da O-desmetilacdo da codeina a morfina, sendo que
esta foi transferida para o recém-nascido através do leite materno e resultou numa
acumulacdo que foi fatal (Koren et al., 2006). A morte foi acidental, porém, sem a
realizacdo dos testes farmacogenéticos, o caso poderia ter sido interpretado como

infanticidio ou negligéncia médica.

O caso apresentado demonstra a importancia da realizagdo da genotipagem em maes
que estejam a amamentar antes de se iniciar o tratamento com codeina. No entanto, 0s
testes genéticos sdo caros e ndo fazem parte do procedimento habitual e, por essa razao,
sem conhecimento do fendtipo em questdo, a melhor alternativa € ndo prescrever
codeina ou outros opidides que sejam metabolizados em grande extensdo pela CYP2D6
(Sajantila, 2012; Matich, 2013).

4.1.2. Tramadol

O tramadol é comercializado sob a forma de uma mistura racémica e a O-desmetilagéo
por acdo da CYP2D6 € a principal via de metabolizac¢do (figura 11), dando origem ao

metabolito O-desmetiltramadol que tem cerca de 200 vezes mais afinidade para os
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recetores W. Este é entdo responsavel pela analgesia mediada pelos recetores opiodides
enquanto que os enantidmeros (+)- e (-)-tramadol contribuem para o efeito por inibicéo
da recaptacdo da serotonina e noradrenalina. Apesar da N-desmetilacdo contribuir
apenas para uma pequena parte da metabolizacao do tramadol e desta via ainda nédo
estar completamente caraterizada, é importante referir que o N-desmetiltramadol é outro
metabolito que pode ser encontrado no organismo aquando o consumo de tramadol
(figura 11) (Elkalioubie et al., 2011; Costa et al., 2013).
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Figura 11 — Representacdo esquematica do metabolismo do tramadol (adaptado de
(Musshoff et al., 2010).

Num estudo realizado por (Levo et al., 2003) procedeu-se a determinacdo do gendétipo
da CYP2D6 e da concentracdo de tramadol e dos seus metabolitos (O- e N-
desmetiltramadol) em 33 casos onde este farmaco estava presente nas analises
toxicoldgicas post mortem. A genotipagem permitiu agrupar os individuos em quatro
grupos distintos segundo o nimero de alelos funcionais dos seus genes correspondentes
a CYP2D6. Os resultados demonstraram uma correlacdo entre o numero de alelos

funcionais € 0s récios da CtramadoI/CO—desmetiItramadol e da CtramadoI/CN—desmetiItramadol, sendo que
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a medida que o nimero de alelos aumentava os valores do primeiro racio diminuiame o
do segundo aumentavam. Tal comprovou o efeito dos polimorfismos da CYP2D6 no
metabolismo do tramadol e evidenciou que a N-desmetilacdo pode prevenir a
acumulacdo deste farmaco nos individuos metabolizadores pobres. Apesar de em
nenhum dos casos se ter verificado que os polimorfismos poderiam estar diretamente
associados a causa da morte, este estudo foi um dos pioneiros a evidenciar que a andlise
genética post mortem das varias etapas da farmacocinética € possivel e relevante para a
avaliacdo dos efeitos adversos dos farmacos, assim como para a interpretacdo de casos

de intoxicagdes a nivel forense.
4.1.3. Oxicodona

A oxicodona é metabolizada no figado a noroxicodona e oximorfona (figura 12), sendo
que o primeiro metabolito € o encontrado em maior quantidade na circulacdo sanguinea
enguanto que o segundo corresponde ao metabolito ativo e que é formado com
intervencdo da CYP2D6 (Musshoff et al., 2010). Em ingestdes agudas em adultos as
concentracfes deste farmaco variam entre 0,4 e 0,7 mg/L mas em combinag¢do com
outros farmacos, como por exemplo os antidepressivos, a ingestdo de apenas 0,1 mg/L

pode ser fatal.
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Figura 12 - Representacdo esquematica do metabolismo da oxicodona (adaptado de
(Lalovic et al., 2004).

Quando prescrita, a oxicodona, muitas vezes, é consumida indevidamente e o abuso da

sua utilizacdo pode ser fatal. Porém, o fenotipo deficiente da CYP2D6, resultando numa
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metabolizacdo ineficiente dos farmacos, pode ter também um papel significante na
toxicidade da oxicodona. As hipdteses referidas anteriormente levaram a realizacéo de
um estudo em 15 casos onde as mortes foram repentinas, inesperadas e onde a
oxicodona estava implicada na causa da mesma (Jannetto et al., 2002). Em cada caso
determinou-se o genotipo da CYP2D6 de forma a inferir o fenétipo de cada individuo.
Os resultados foram os seguintes 2 individuos eram homozigoticos para a CYP2D6*4
apresentando o fendtipo metabolizadores pobres (casos 1 e 2); 4 eram heterozigoticos
para a CYP2D6*4 e por isso apresentavam o fenotipo de metabolizadores intermédios
(casos 3 a 6) e os restantes 9 eram metabolizadores extensivos (casos 7 a 15). Estes
resultados foram comparados com os obtidos num grupo controlo de 26 individuos.
Quanto as concentracBes séricas de oxicodona encontradas, nos dois metabolizadores
pobres os valores foram 0,437 e 0,450 mg/L, sendo a média 0,444 mg/L; nos quatro
metabolizadores intermédios variaram entre 0,773 e 2,000 mg/L, sendo a média 1,268
mg/L e nos nove metabolizadores extensivos variaram entre 0,150 e 2,070 mg/L, sendo
a média 0,598 mg/L. Os resultados ndo foram significativamente diferentes nos trés

grupos.

Uma vez que se pretende compreender a relevancia da genotipagem para a
determinacgédo/confirmacdo da causa e circunstancia da morte, 0s casos mais importantes
para abordar a questdo sdo os 6 primeiros dado que representam os metabolizadores
pobres e intermédios. No entanto, nos casos 4 e 6 ja estava comprovado que se tratavam
de suicidios e, por ndo terem relevancia para o que se pretende, apenas serdo analisados

pormenorizadamente os restantes 4 (Jannetto et al., 2002):
Caso 1

Um homem caucasiano com 45 anos foi encontrado morto na sua cama pelo colega com
o qual morava. Foram também encontrados no local 12 comprimidos dos 60 que lhe
foram prescritos para a sua dor de costas cronica. O individuo tinha um historial médico
de abuso de farmacos, depressao e tentativa de suicidio. No entanto, pelas informacdes
recolhidas, recentemente ndo tinha demonstrado qualquer ideacgéo suicida. Tinha ainda
um historial de alcoolismo. Nas andlises toxicoldgicas apenas a oxicodona estava
presente mas a autdpsia revelou a existéncia de cirrose hepatica. Concluiu-se entdo que

a sua reduzida capacidade hepatica devido a cirrose, juntamente com a deficiéncia em
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CYP2D6, podem ter contribuido para atingir a concentracao fatal de oxicodona. A causa
da morte foi entdo sobredosagem por oxicodona e a morte foi acidental.

Caso 2

Um homem caucasiano com 48 anos e com historial médico de abuso de farmacos, bem
como de cocaina e alcool, foi encontrado morto apds ter tomado uma dose superior de
oxicodona, que lhe foi prescrita para o controlo das dores de costas. No certificado de
Obito vinha descrito que a causa da morte foi sobredosagem por oxicodona e conclui-se
que esta foi acidental, possivelmente resultante do facto do individuo ter excedido a

dose do farmaco e simultaneamente ser metabolizador pobre.
Caso 3

Uma mulher caucasina com 43 anos e com historial médico de colocacdo de banda
gastrica e varias cirurgias a hérnias foi encontrada morta 6 dias ap6s a sua Ultima
cirurgia. Segundo as informacdes obtidas a cirurgia ocorrera sem nenhuma complicacédo
mas apos a alta a senhora queixara-se com muita dor. Apos revisdo da medicagdo que
estava a tomar verificou-se que havia um défice nos comprimidos de oxicodona. Na
autopsia ficou comprovada a ingestdo de uma dose excessiva, tendo sido encontrados 9
comprimidos no estdmago. A senhora estava a tomar simultaneamente outros farmacos
analgésicos e um deles que estava também presente nas andlises toxicoldgicas — a
miperidina — é igualmente substrato da CYP2D6 e por isso pode ter interferido na
metabolizacdo da oxicodona. Reunindo todas as informacdes conclui-se que a morte foi
acidental e devida ao abuso de medicamentos para o alivio da dor. Apesar disso, a
atividade reduzida da CYP2D6 devido ao fendtipo de metabolizador intermédio pode

também ter contribuido para 0 aumento da concentracdo sérica de oxicodona.
Caso 5

Um homem caucasiano com 43 anos e com historial médico de abuso de drogas e alcool
foi encontrado morto na manhd seguinte a uma festa na qual tinha participado. As
analises toxicologicas revelaram a presencga de concentracdes elevadas de oxicodona e
ainda de metadona. Sabendo que o metabolismo pela CYP2D6 € deficiente neste

individuo e que a metadona compete com a oxicodona para esta isoenzima, tal explica
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as concentracOes elevadas de oxicodona e permite concluir que, possivelmente, a morte

foi resultado da sobredosagem por combinagdo de farmacos.

Este estudo demonstrou uma elevada prevaléncia de metabolizadores pobres e
intermédios nos casos estudados em comparacdo com o grupo controlo. Embora os
resultados ndo sejam estatisticamente significativos pela amostra reduzida, é
incontestavel que a genotipagem da CYP2D6 forneceu informacdes adicionais Uteis para

se estabelecer a causa da morte.
4.1.4. Metadona

A metadona é principalmente utilizada como tratamento de substituicdo em caso de
toxicodependéncia major de opiaceos (Infarmed, 2010a) e ao longo dos anos tem-se
verificado uma elevada prevaléncia deste farmaco nas mortes relacionadas com
medicamentos (Wolf et al., 2004). Esta existe no mercado maioritariamente sob a forma
de uma mistura racémica dos enantidmeros R- e S-metadona, sendo que o primeiro é
responsavel pela ativacdo dos recetores opidides p e 0 segundo inibe o canal de potassio
cardiaco, sendo assim responsavel pelos efeitos indesejados que ocorrem ao nivel
cardiaco aquando o tratamento com metadona. A metadona é metabolizada por N-
desmetilacdo a um metabolito inativo, o 2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolideno
(EDDRP) (figura 13).

CH3
CH3CH,C — C——CHy;— CH—N

|
e CHs CHs

Metadona

N-desmetilagio

CHCH3
NCH;

Figura 13 — Representacdo esquematica da conversdao da metadona a 2-etilideno-1,5-
dimetil-3,3-difenilpirrolideno (adaptado de (George et al., 2012).
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Vérias isoenzimas da familia do citocromo P450 estdo envolvidas na metabolizacdo da
metadona a EDDP, principalmente, CYP3A4, CYP2B6 e CYP2C19, e, em menor
extensdo, a CYP2D6 e a CYP2C9 (Eap et al., 2007). No entanto, pensava-se que a
toxicidade associada a este farmaco fosse devida essencialmente aos alelos polimorficos
CYP2D6*3,*4 e *5 que dao origem ao fendtipo metabolizador pobre. Todavia, essa
hipotese ndo foi comprovada no estudo realizado por Wong et alli (2003) onde foram
analisados 21 casos fatais relacionados com a metadona. A genotipagem realizada
revelou: um heterozigético para o alelo CYP2D6*3, dois homozigdticos para
CYP2D6*4 e cinco heterozigéticos para CYP2D6*4. A todos estes individuos
correspondiam o fendtipo metabolizador pobre ou intermédio, porém, apesar da
prevaléncia ser superior a do grupo de controlo, essa diferenca ndo era estatisticamente
significativa. Por essa razdo, nao foi possivel concluir que os polimorfismos genéticos
da CYP2D6 estavam diretamente associados a toxicidade da metadona, sendo que a
maioria das causas de morte estavam relacionadas a interacdes entre farmacos
administrados concomitantemente com a metadona e que competem para as mesmas
enzimas metabolicas, levando ao aumento da sua concentracdo plasmatica. Apesar
destas conclusdes, os investigadores reconheceram que a farmacogenética ajudou a
complementar outras descobertas dos casos e a interpretar melhor a toxicidade da
metadona nos metabolizadores pobres e intermédios (Wong et al., 2003).

E igualmente importante referir as conclusdes retiradas num estudo realizado por (Eap
et al., 2007) no qual se verificou que o decréscimo na atividade da CYP2B6 devido a
polimorfismos genéticos estava associado somente ao aumento da concentragdo
plasmatica do enantiomero S-metadona, com consequente aumento do risco cardiaco e
morte. Assim, os polimorfismos da CYP2B6 tém um grande impacto na toxicidade da
metadona e a genotipagem post mortem desta enzima pode ser igualmente de extrema
relevancia na interpretacdo das mortes relacionadas a este farmaco, como comprovado
num estudo mais recente efetuado em 40 casos fatais onde a metadona estava envolvida

na causa da morte (Bunten et al., 2010).
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4.1.5. Etilmorfina

A etilmorfina estd presente essencialmente em preparacGes liquidas como agente
antitissico. A sua estrutura molecular é muito semelhante & da morfina, diferindo
apenas pelo facto de ter um grupo etilo na posicdo 3. Quanto a sua afinidade para os
recetores opidides é 1/300 vezes menor do que a da morfina mas assume-se que 0S seus
efeitos farmacol6gicos se devam a dose que é metabolizada a morfina pela enzima
CYP2D6 (figura 14), a qual pode variar de 5 a 20% (Somogyi et al., 2007).
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Figura 14 — Representacdo esquematica do metabolismo da etilmorfina (adaptado de
(Aasmundstad et al., 1995).

Caso

Um lactente do sexo masculino e com 10 meses de idade foi encontrado morto, na sua
cama, em decubito ventral. Foram recolhidas informacGes dos familiares e verificou-se
que o bebé tinha sintomas de infecdo nas vias respiratorias ha ja algum tempo,
apresentando tosse, febre e secrecdes aumentadas. A irma mais velha declarou ainda
que, na noite anterior ao incidente, tinha dado ao bebé uma colher de cha de xarope para
a tosse. Este medicamento nédo foi prescrito para o bebé, tendo sido adquirido pela mée
numa situacdo anterior. As analises toxicoldgicas post mortem detetaram a presenca de
etilmorfina e morfina, em concentracdes de 0,17 uM (0,054 mg/L) e 0,090 uM (0,026
mg/L), respetivamente. O racio morfina/etilmorfina foi de 0,53, sendo este valor

superior ao esperado apos ingestdo exclusiva de etilmorfina. Uma possivel explicacéo
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para isso seria um metabolismo ultra-rapido, porém, a genotipagem revelou que o bebé
era um metabolizador extensivo, excluindo esta hipdtese. Apds autdpsia completa
concluiu-se que a morte foi causada pela combinacdo de trés fatores: infecdo
respiratoria com obstrucdo parcial das vias aéreas, sedacdo e depressdo respiratoria
induzida pelo opiodide e pela posicdo em que o bebé estava a dormir pois poderia ter
dificultado a respiracdo. Este foi o primeiro caso em que a morte de uma crianga foi
associada a ingestdo de etilmorfina, alertando para os possiveis efeitos letais que uma
pequena dose de opidides pode exercer nas criangas, principalmente na presenca de
infecdes ou outras patologias que comprometam o funcionamento do sistema

respiratdrio (Helland et al., 2010).

4.1.6. Fentanilo

O fentanilo é usado como componente analgésico da anestesia geral e no controlo da
dor crénica, essencialmente nos pacientes com cancro uma vez que € 50 a 100 vezes
mais potente do que a morfina. Este farmaco é administrado principalmente por via
intravenosa e transdérmica, sendo que determinadas carateristicas do farmaco, como a
lipofilia e baixo peso molecular fazem com que a absorcdo pela pele seja facilitada e,
por essa razdo e devido a sua comodidade, os adesivos transdérmicos Sao
preferencialmente utilizados (Palmer, 2010). No entanto, desde que surgiram foram
reportadas varias mortes relacionadas com a ma utilizacdo ou com o abuso deste
farmaco (Jumbelic, 2010).

O metabolismo do fentanilo inclui a N-desalquilacdo do anel piperidinico que da origem
ao norfentanilo, a hidrolise do grupo amida que da origem ao despropionilfentanilo e a
hidroxilagdo do grupo metilo que da origem o hidroxifentanilo. Por sua vez, o

norfentanilo ou o hidroxifentanilo podem originar o hidroxinorfetanilo (figura 15).
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Figura 15 - Representacdo esquematica do metabolismo do fentanilo (adaptado de
(Palmer, 2010).

O norfentanilo, formado por acdo da CYP3A4, é o principal metabolito do fentanilo. No
entanto, é importante referir que este e o0s restantes metabolitos ndo sdo
farmacologicamente ativos (Palmer, 2010; Infarmed, 2012b). Assim, a toxicidade do
fentanilo pode ser parcialmente devida a variante CYP3A4*1B, bem como a CYP3A5*3
como foi evidenciado pelo estudo de 25 casos em que a morte estava relacionada com a
ingestdo de fentanilo. Nestes foram recolhidas amostras de sangue, através das quais se
determinou as concentracdes de fentanilo e norfentanilo e procedeu-se a genotipagem
das enzimas CYP3A4 e CYP3A5. Dos 25 individuos, 1 era homozigético para
CYP3A4*1B e heterozigotico para CYP3A5*3, 1 era heterozigotico para ambas, 22
eram homozig6ticos para CYP3A4*1 e homozigéticos para CYP3A5*3 e 1 era
homozigético para CYP3A4*1 e homozigdtico para CYP3A5*1 (Jin et al., 2005).

Os resultados permitiram verificar que a homozigotia para CYP3A5*3 associada a
presenca do alelo CYP3A4*1B, principalmente se este também estiver em homozigotia,

acarreta um metabolismo deficiente do fentanilo. No entanto, como a maior parte da
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populagéo caucasiana carrega o alelo CYP3A5*3, com uma frequéncia que varia entre
0,85 a 0,95, a genotipagem desta enzima podera ser de maior utilidade nos individuos
de raca negra e nos asiaticos, em que a frequéncia é menor - 0,35 a 0,67 e 0,27 a 0,55,
respetivamente. Por sua vez, a genotipagem da CYP3A4 é relevante em todos 0s casos,
com destaque para 0s caucasianos uma vez que, como referido, na sua maioria a enzima
CYP3AD5 ndo existe ou tem uma atividade muito diminuida e assim os individuos que
possuam o alelo CYP3A4*1B, sobretudo em homozigotia podem ndo metabolizar
eficazmente o fentanilo, resultando num aumento da sua concentracdo plasmatica e
toxicidade (Jin et al., 2005).

4.2. Antidepressivos

4.2.1. Amitriptilina

A amitriptilina pertence a classe dos antidepressivos triciclicos e apesar de apresentar
uma janela terapéutica estreita e existirem outros antidepressivos mais recentes no
mercado, continua a ser prescrita com elevada frequéncia para o tratamento de estados
depressivos. A amitriptilina é metabolizada por trés processos diferentes,
nomeadamente, N-oxidacao, oxidacdo do anel aliciclico em C10 e do anel aromatico em
C12, e N-desalquilacdo do grupo dialquilamino (figura 16). Em todos 0s processos
intervém as enzimas do citocromo P450, sendo que a CYP2D6 esta associada aos dois
primeiros e a CYP2C19 ao ultimo e mais importante para o efeito clinico pretendido
pois 0 metabolito resultante, a nortriptilina, é ativo. A toxicidade deste farmaco esta
associada aos efeitos anticolinérgicos exacerbados, podendo também dar origem a

problemas cardiovasculares (Koski et al., 2006; Infarmed, 2010b).

A correlacdo entre as variacOes genéticas das enzimas envolvidas no metabolismo da
amitriptilina, nomeadamente a CYP2D6 e a CYP2C19, e o0 réacio
amitriptilina/metabolitos encontrado em amostras de sangue colhidas post mortem,
assim como a forma como esta variabilidade genética pode contribuir para intoxicagdes
acidentais foram os objetivos do estudo realizado por (Koski et al., 2006). Neste estudo
foram analisados 202 casos, nos quais a amitriptilina estava presente nas analises

toxicoldgicas, numa concentracdo de pelo menos 0,2 mg/L. Com as amostras de sangue
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de origem femoral procedeu-se a genotipagem e a determinacdo da concentracdo de
amitriptilina e dos seus metabolitos de forma a calcular os racios pretendidos. Os
resultados obtidos demonstraram que existia uma correlacdo positiva entre o nimero de
alelos funcionais da CYP2D6 e da CYP2C19 e os racios dos metabolitos resultantes da
acdo destas. No entanto, os resultados sdo mais claros e significativos no caso da
CYP2D6 e pensa-se que tal deve-se ao fato de possivelmente outras enzimas
participarem na N-desalquilacdo da amitriptilina, principalmente quando esta se
encontra em elevadas concentracBes. Desta forma, naturalmente as alteracdes na
CYP2C19 nédo tém um impacto tdo acentuado no seu metabolismo. Dos casos
estudados, em nenhum deles a morte esteve diretamente relacionada com a combinagéo
da toma de amitriptilina e da existéncia do fenotipo metabolizador pobre em relacdo as
enzimas referidas. A maioria das causas foi suicidio ou morte acidental devido a

ingestdo simultanea de varias substancias.
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Figura 16 — Representacdo esquematica do metabolismo da amitriptilina (adaptado de
(Musshoff et al., 2010).
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4.2.2. Venlafaxina

A venlafaxina é um antidepressivo da classe dos inibidores da recaptacdo da serotonina
e noradrenalina, sendo administrada sob a forma de mistura racémica de S- e R-
enantiomeros. Ambos sdo farmacologicamente ativos, no entanto, o S-enantidmero
inibe apenas a recaptacdo da serotonina e o R-enantidmero inibe a recaptacéo dos dois
neurotransmissores. A CYP2D6, CYP3A4 e CYP2C19 sdo as enzimas responsaveis
pelas principais vias de metabolizacdo da venlafaxina (figura 17), sendo que a primeira
é responsavel pela formacédo do seu principal metabolito — O-desmetilvenlafaxina — e a
segunda pela formacgédo do N-desmetilvenlafaxina, tendo a enzima estereosselectividade
para 0 R-enantiomero. Ambos os metabolitos referidos podem dar origem a N,O-
didesmetilvenlafaxina. A classe de antidepressivos na qual a venlafaxina se integra €
considerada mais segura do que a classe de antidepressivos triciclicos mas mais toxica
do que a classe dos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina. A toxicidade deste
farmaco manifesta-se sob a forma de sedacdo, taquicardia, convulsdes,
hipotensdo/hipertensdo e sindrome serotoninérgico. A sobredosagem estd também
associada a casos fatais (Henry, 1997; Kingbéack et al., 2012).
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Figura 17 - Representacdo esquematica do metabolismo da venlafaxina (adaptado de
(Jornil et al., 2013). UGT: UDP-glucoronosiltransferase.
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Uma vez que a O-desmetilvenlafaxina é farmacologicamente ativa, as concentragdes
terapéuticas e toxicas de venlafaxina sdo estimadas como a soma das concentragdes de
venlafaxina e deste metabolito. Para concentracBes entre 1 a 1,5 mg/L a toxicidade

manifesta-se e entre 3 e 7 mg/L ja é potencialmente fatal.

Caso

Um individuo do sexo masculino, com 34 anos de idade foi encontrado morto na sua
cama pela namorada. No local, ndo havia indicios de crime nem suicidio. Uma vez que
a morte foi inesperada e a causa e circunstancia da morte eram desconhecidas foi
realizada uma autdpsia. Nas andlises toxicologicas foram identificadas varias
substancias que correspondiam a medica¢do que o individuo estava a tomar. Uma vez
que a concentracdo de venlafaxina encontrada era potencialmente fatal — 4,5 mg/kg — e
que o racio O-desmetilvenlafaxina/venlafaxina era anormalmente baixo levantou-se a
hipdtese de a morte ter resultado de uma intoxicacdo por venlafaxina devido a uma
metabolizag&o ineficaz por parte das enzimas CYP2D6 e CYP2C19. Para a CYP2D6, o
genotipo encontrado (*4/*5) correspondia a uma atividade nula da enzima, ou seja, um
fenotipo de metabolizador pobre e o mesmo se verificou para a CYP2C19 (*2/*2).
Devido a baixa concentracdo de N-desmetilvenlafaxina e elevada concentracdo de
outros farmacos encontrados (ex: quetiapina) que sdo metabolizados principalmente
pela CYP3A4, pensa-se que esta enzima também tinha uma atividade reduzida. Porém,
como ndo foi efetuada a genotipagem tal afirmacdo ndo passa de uma especulacdo.
Apbs analise dos registos médicos, da autdpsia e das analises toxicoldgicas concluiu-se
que a morte foi acidental e foi devida a intoxicacdo por farmacos, na qual contribuiram
varios fatores, entre 0os mais importantes a combinacdo da venlafaxina, oxicodona e
etanol, que foi agravada pelo fato de o individuo ser um metabolizador pobre para as
enzimas metabolizadoras da venlafaxina, potenciando o seu efeito cardiotoxico. E
importante referir que para o estudo deste caso foi utilizado, como auxiliar, um
programa de simulacdo da farmacocinética da venlafaxina e O-desmetilvenlafaxina, de
forma a determinar as concentracfes e racio destas em populagdes virtuais com
diferentes fendtipos, permitindo a comparacdo com os resultados encontrados no caso

em questdo. O recurso a este tipo de programas tem ainda muitas limitagdes mas, como
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demonstrado neste caso, pode ser uma aposta promissora no rastreio de causas
provaveis para concentracdes inesperadas de medicamentos em toxicologia forense
(Jornil et al., 2013).

4.2.3. Fluoxetina

A fluoxetina ¢ um inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina e € primariamente
metabolizada no figado, através de desmetilacdo, originando o metabolito ativo

norfluoxetina e a principal enzima interveniente neste processo é a CYP2D6 (figura 18).
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Figura 18 — Representacdo esquematica do metabolismo da fluoxetina (adaptado de
(Hiemke e Hartter, 2000).

Atualmente, esta classe de antidepressivos € a Unica indicada para o tratamento da
depressdo em criangas com idades perto dos oito anos e nas quais 0 acompanhamento

psicoldgico ndo foi suficiente (Blazquez et al., 2012).
Caso

Uma crianga do sexo masculino com 9 anos de idade entrou em estado de mal epilético
e teve uma paragem cardiaca que levou a sua morte. A crianga sofria de défice de
atencdo e hiperatividade, tinha um distarbio obsessivo-compulsivo e ainda apresentava
sindrome de Tourette, sendo que, por estes motivos, estava a ser tratado com
metilfenidato, fluoxetina e clonidina. Com base nos registos médicos e no depoimento
dos pais, foi possivel apurar que, durante aproximadamente 10 meses, a criangca
apresentou sintomatologia que indicava uma intoxicacdo metabdlica. Os resultados

toxicologicos post mortem demonstraram que as concentragdes de fluoxetina e
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norfluoxetina eram superiores as esperadas. A genotipagem para a enzima
metabolizadora revelou um defeito genético no locus CYP2D6, o que resulta no
fenotipo metabolizador pobre, explicando assim os elevados niveis encontrados. Foi
entdo determinada que a causa da morte foi intoxicacdo por fluoxetina mas que esta foi
acidental. O teste genético foi de extrema importancia neste caso uma vez que, COmo 0s
pais eram 0s responsaveis pelo controlo da medicagédo, estavam a ser incriminados pela
morte da criangca mas, perante a evidéncia genética encontrada, a investigacdo foi
encerrada (Sallee et al., 2000).

4.2.4. Doxepina

A doxepina é um antidepressivo triciclico cujo metabolismo depende essencialmente da
enzima CYP2D6. A doxepina sofre desmetilacdo por acdo de um conjunto de enzimas
(CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 e CYP2C19) dando origem a nordoxepina que é
farmacologicamente ativa. Por sua vez, os metabolitos inativos — hidroxidoxepina e

hidroxinordoxepina — formam-se por acédo da CYP2D6 (figura 19) (Koski et al., 2007).
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Figura 19 - Representacdo esquemética do metabolismo da doxepina (adaptado de
(Neukamm et al., 2013).

Caso

Uma mulher, com 52 anos de idade e com historial médico de tentativas de suicidio foi

encontrada morta na sua cama. Segundo as informacGes obtidas ultimamente ndo havia
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indicios desse tipo de pensamento. A paciente era polimedicada, tomando um total de
18 comprimidos por dia, sendo que dias antes da sua morte houve alteragdes nas
dosagens de alguns farmacos, nomeadamente, da doxepina, que passou de 25 mg para
100mg e depois para 150 mg, a amlodipina foi administrada pela primeira vez neste
periodo de tempo e a dosagem do protipendilo também foi duplicada. Os testes
toxicoldgicos detetaram elevadas concentragdes de doxepina e nordoxepina e 0 racio
entre estas também foi elevado, o que sugeriu que a morte foi devida a este farmaco.
Relativamente a genotipagem, ndo se verificou quaisquer mutacdes nos genes que
codificam a CYP2C9 e CYP2C19 mas encontrou-se uma no da CYP2D6 que se traduz
numa reduzida producao da enzima no figado, podendo levar ao fen6tipo metabolizador
intermédio. Com o auxilio do modelo farmacocinético e tendo em conta o fenétipo da
paciente, estudou-se a hipotese do suicidio e a dose de doxepina que teria de ser
ingerida numa s6 vez foi estimada, sendo que foi de 1500 mg, o que corresponde a cerca
de 60 comprimidos. Uma vez que a toma da medicacao era supervisionada, que o quarto
da doente era frequentemente revistado e que na autdpsia ndo foram encontrados
residuos de comprimidos no estdmago, esta hipotese ndo é muito credivel. Concluiu-se
entdo que a morte foi acidental, provocada por uma intoxicacdo gradual e que a
concentracdo letal da doxepina foi atingida devido a interagdes com os outros farmacos
e a particularidades genéticas que diminuiram a capacidade metabdlica da paciente
(Neukamm et al., 2013).

Todos os anos sdo cometidos suicidios por pessoas medicadas com antidepressivos.
Embora possam existir variados motivos que levem os individuos a cometer esse ato, a
ineficacia do tratamento pode estar associada ao agravamento do estado depressivo e
levar, por fim, o individuo a pér termo a vida. Num estudo efetuado por (Zackrisson et
al., 2010) pretendeu-se analisar casos de suicidio, recorrendo a genotipagem post
mortem da CYP2D6. Verificou-se que a duplicacdo do gene que codifica a enzima era
encontrada com grande frequéncia. Desta forma, particularmente para a classe dos
antidepressivos, os metabolizadores ultra-rapidos podem estar mais suscetiveis a
tendéncias suicidas uma vez que os farmacos ndo estdo a ter o efeito terapéutico
pretendido. A farmacogenética pode entdo representar um papel importante na
prescri¢do destes farmacos, de modo a diminuir as fatalidades (Zackrisson et al., 2010).
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4.3. Outros

4.3.1.Digoxina

A digoxina é um cardiotdnico e por essa razdo é utilizada no tratamento de problemas
cardiacos, tal como a fibrilacdo atrial. Este farmaco apresenta uma janela terapéutica
estreita e os seus efeitos adversos estdo estritamente relacionados com a sua
concentracdo plasmatica. Desta forma, uma metabolizagdo/eliminagdo ineficaz com
consequente acumulacdo de digoxina pode ser letal. Concentracdes abaixo de 2,6
nmol/L sdo consideradas terapéuticas e acima de 7 nmol/L sdo consideradas tdxicas.
Muitas vezes é detetada nas analises toxicoldgicas post mortem e quando se encontra
dentro dos limites de toxicidade, dificulta a determinacdo da causa da morte. A
glicoproteina P tem um papel importante na eliminacdo da digoxina e, por esta razao,
alteracdes genéticas no gene MDR1 podem dificultar este processo. O 3435C>T,
localizado no ex&o 26, o 1236C>T, localizado no exdo 21 e o 2677G>T/A, localizado
no exdo 12, sdo os trés SNPs mais estudados. A alteracdo nos dois primeiros SNPs néo
leva a modificagbes no aminoacido que é sintetizado mas no Gltimo a substituicdo da
guanina por timina leva a formacéo de serina em vez da alanina. No entanto, o hapl6tipo
TTT tem maior impacto no metabolismo da digoxina do que qualquer dos trés

separadamente (Neuvonen et al., 2011; Wilkinson, 2012).

O efeito dos SNPs na concentracdo sérica de digoxina foi estudo na Finlandia num
grupo de 112 casos fatais, nos quais este farmaco foi identificado nas analises
toxicoldgicas. O grupo controlo foi constituido por 143 finlandeses e o grupo de estudo
foi dividido consoante o sexo e subdivido em trés, consoante a concentracdo de
digoxina encontrada (<2,6, >2,6 e >7 nmol/L). Os resultados encontrados demonstraram
que existe uma correlagé@o positiva entre o numero de alelos mutantes e a concentracao
plasmatica de digoxina. Tal verificou-se tanto para os SNPs individualmente como para
o0 hapl6tipo TTT. Este estudo permitiu também tirar outras conclusdes importantes uma
vez que se verificou que a proporcdo de alelos mutantes na populagdo finlandesa é
superior a encontrada nos outros paises da Europa (figura 20) e que a propor¢éo também

é superior nas mulheres do que nos homens, principalmente no grupo com maior

39



Farmacogenética em Toxicologia Forense

concentracdo plasmaética de digoxina (figura 21). Tal alerta para a vulnerabilidade destes
dois grupos para os efeitos letais da digoxina, bem como, possivelmente, de outros
farmacos uma vez que existe uma grande variabilidade de substratos da glicoproteina P.
Por outro lado, esta pesquisa demonstra que a genotipagem pode ser de grande utilidade
no esclarecimento da causa e circunstancia da morte nos casos em que o farmaco se

encontra no intervalo de toxicidade (Neuvonen et al., 2011).
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(adaptado de (Neuvonen et al., 2011).
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Figura 21 — Frequéncia dos alelos mutantes para os trés SNPs na totalidade de acordo
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grupo controlo (linhas horizontais) (adaptado de (Neuvonen et al., 2011).
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4.3.2. Diazepam

A farmacogenética em toxicologia forense ndo se resume apenas a aplicacdo de testes
genéticos em casos de morte uma vez que estes podem ser uma ferramenta util para
esclarecer davidas noutros atos criminosos. Tome-se como exemplo um condutor que é
apanhado a conduzir sob influéncia de substancias medicamentosas. Neste caso a
genotipagem pode ajudar a distinguir se o individuo tomou a medicac&o de acordo com
as indicacdes medicas ou se abusou da dose (Jones et al., 2007). V&o ser apresentados
de seguida casos relacionados com o diazepam em que o0s resultados das analises ndo
coincidiam com os depoimentos dos infratores, recorrendo-se a testes genéticos para
verificar se estes adicionavam novas informacgoes e auxiliavam a averiguar o sucedido.
Desta forma, estes casos vém demonstrar a aplicabilidade da farmacogenética neste

campo da toxicologia forense.

O diazepam ¢é uma benzodiazepina utilizada essencialmente como ansiolitico e indutor
do sono. No seu metabolismo intervém especialmente a CYP3A4 e a CYP2C19, sendo
estas responsaveis pela hidroxilacdo e N-desmetilacéo, respetivamente (figura 22). O
nordiazepam € o principal metabolito resultante (Infarmed, 2006).
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Figura 22 — Representacdo esquematica do metabolismo do diazepam (adaptado de
(Andresen et al., 2013).
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Caso 1

Um individuo foi detido por obstrucdo a autoridade e os resultados da andlise efetuada
ao sangue foram os seguintes: 1,23 g/Kg de alcool e 6,4 mg/L de diazepam. Dado que 0
nordiazepam e os outros metabolitos ndo foram detetados, poderiam néo existir ou estar
abaixo do limite de detecdo (0,011 mg/L). Recorreu-se & genotipagem da CYP2C19 de
forma a clarificar se o individuo abusou do farmaco deliberadamente ou se este foi
administrado com indicacdo médica e verificou-se que o genotipo correspondia a um
metabolizador extensivo. Tal ndo justifica a elevada concentracdo de diazepam nem a
auséncia de metabolitos, sendo que outras hipoteses foram levantadas, tais como, a
inibicdo das enzimas CYP2C19 e CYP3A4 por outras substancias que ndo estavam a ser
analisadas e/ou erros pré-analiticos que antecederam a colheita. Concluiu-se que, como
o individuo estava muito agitado, provavelmente o diazepam foi-lhe administrado por
profissionais de salde antes da colheita da amostra de sangue, justificando assim 0s
resultados obtidos (Andresen et al., 2013).

Caso 2

Um individuo foi detido por tentativa de roubo e as analises toxicoldgicas efetuadas ao
sangue revelaram a presenca de diazepam numa concentracdo de 1,1 mg/L,
nordiazepam numa concentracdo de 0,012 mg/L e alcool numa concentracdo de 1,36
g/Kg. Devido ao elevado racio diazepam/nordiazepam suspeitava-se de abuso do
farmaco mas recorreu-se a genotipagem da CYP2C19 pois a dose ingerida poderia até
ser a correta e o racio encontrado poderia ser justificado por um genoétipo que resultasse
numa metabolizacdo ineficaz. Contudo, verificou-se que o individuo era um
metabolizador extensivo para a CYP2C19. O suspeito informou que tinha tomado
metadona, buprenorfina e doxepina e estas interagcdes poderiam ter resultado na inibi¢do
das enzimas metabolicas. No entanto, nenhum destes farmacos foi detetado nas analises

toxicoldgicas (Andresen et al., 2013).

A anélise dos dois casos anteriores mostra que a farmacogenética ndo foi muito util para
explicar os resultados. No estudo em que 0s casos apresentados estdo incluidos foram
analisados outros em situa¢Ges semelhantes mas relacionados com morfina/codeina e a

concluséo foi a mesma, ou seja, de uma forma geral a aplicacdo da farmacogenética em
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casos forenses tem uma relevancia moderada, devendo por isso ser aplicada em casos

muito concretos e ndo como procedimento de rotina (Andresen et al., 2013).
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V. Limitaces e perspetivas futuras

Atualmente existem diversos métodos de genotipagem que fornecem informacéo
valiosa quanto ao gendtipo (Jannetto et al., 2004). No entanto, a correta correlacdo do
genotipo com o respetivo fenotipo é ainda um desafio para os profissionais uma vez
que, segundo estudos fenotipicos, apenas em individuos que tenham auséncia completa
de uma determinada enzima € que se consegue prever com certeza o fendtipo correto.
Dentro e entre as outras classes fenotipicas esta correlacdo ja é mais ambigua pois
verificam-se algumas sobreposi¢des na atividade da enzima. Individuos com o gendtipo
semelhante podem apresentar diferentes fen6tipos que podem ser explicados, por fatores
ndo genéticos, como por exemplo a dieta, ou entdo por interagcdes entre farmacos, que
podem fazer com que um individuo com um gen6tipo correspondente a um
metabolizador extensivo apresente resultados de um metabolizador pobre ou intermédio,

.....

Bini, 2011).

Sabe-se que existem alteracfes quimicas e/ou estruturais na molécula de DNA que nao
afetam a sequéncia de nucleétidos mas afetam a expressao da informacéo nela contida.
Tais alteracdes sdo transmitidas a descendéncia da célula em que ocorrem, tendo por
isso um efeito hereditario. O ramo da genética que estuda este fenémeno designa-se de
epigenética e espera-se que no futuro esta possa vir a ser incluida mais frequentemente
nos estudos realizados de forma a melhorar a correlagdo gendtipo-fenétipo (Pelotti e
Bini, 2011).

Nos casos apresentados ao longo do trabalho pode-se verificar que, em alguns deles, os
resultados auxiliaram na inimputabilidade de suspeitos. A possibilidade dos resultados
farmacogenéticos serem usados como evidéncia nos tribunais € uma preocupacao para
alguns autores caso tal seja utilizado inadequadamente. Pode-se chegar ao extremo de
utilizar as condicdes bioldgicas identificaveis que predispdem os individuos para atos
criminosos para diminuir a sua culpabilidade. Desta forma, € necessario cautela na

interpretacdo e utilizacdo dos resultados farmacogenéticos (Wong et al., 2010).

Apesar dos varios casos apresentados e da relevancia crescente da farmacogenética em

toxicologia forense, a comunidade medico-legal ainda ndo est4d muito convencida do
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total potencial da genética como um fator determinante na causa de morte em parte
devido ao fato de apenas se conseguir estabelecer uma forte correlagéo entre gendtipo-
fenotipo para um namero limitado de farmacos. Serdo necessarias mais evidéncias
cientificas para que esta realidade seja aceite. Porém, devido ao rapido desenvolvimento
tecnoldgico espera-se que, num futuro préximo, as limitagcBes apresentadas sejam

resolvidas e a farmacogenética passe a estar incluida na rotina médico-legal.
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VI. Conclusao

O campo da toxicologia forense enfrenta varios obstaculos na interpretacdo dos
resultados uma vez que estabelecer a causa e circunstancia da morte é um desafio,
principalmente em casos de suicidio, acidente ou quando a causa é desconhecida. A
comunicacdo entre os varios profissionais envolvidos nos casos forenses € essencial
para determinar com maior fiabilidade estes parametros. A farmacogenética é uma
ciéncia complexa que envolve simultaneamente conhecimentos de farmacologia e
genética e a sua utilizacdo na area da toxicologia forense pode revelar novos aspetos
importantes para a resolugéo dos casos, tal como foi demonstrado com exemplos ao
longo do trabalho. Verificou-se também que na maior parte dos casos apresentados as
analises toxicologicas detetaram mdltiplos farmacos. Assim, é muito importante ter
conhecimento acerca do tipo de interacdes entre os varios farmacos de modo a que a

interpretacdo de toda a informacao seja correta.

Devido a sua relevancia espera-se que no futuro a farmacogenética seja uma ferramenta
de rotina médico-legal e que sejam desenvolvidos e/ou aperfeicoados modelos
informaticos que permitam ultrapassar a principal limitagdo da sua utilizagdo, ou seja, a
correlacdo entre gendtipo-fendtipo. Por fim, é importante salientar que todos os casos
apresentados alertam indiretamente para a necessidade da aplicacdo da farmacogenética
na pratica clinica de forma a individualizar a terapéutica e diminuir a ocorréncia de

mortes devido a polimorfismos e/ou interagoes.
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