Bilis como matriz alternativa ou complementar na analise de drogas de abuso e benzodiazepinas
por imunoensaios. Estudo preliminar.
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INTRODUGAO

A bilis € um fluido corporal que contribui para a purificagdo do
figado, sendo uma das vias de eliminacdo de xenobidticos e
metabolitos que, uma vez presentes na bilis, sdo excretados nas
fezes. Em situagéo post-mortem a bilis pode ser colhida através da
pungdo direta na vesicula biliar e consequente aspiragdo. Esta
matriz é considerada uma amostra alternativa valiosa, na medida
em que pode apresentar valores elevados das substancias
presentes.

OBJETIVO

Verificar a viabilidade do uso de amostras de bilis nas analises de
triagem de drogas de abuso e de benzodiazepinas por imunoensaios
enzimaticos.

MATERIAL E METODOS

A andlise das amostras de bilis foi efetuada num equipamento
semi-automatico, EVOLIS Twin Plus System (Figura 1), seguindo
os procedimentos de analise usados no Servigo de Quimica e
Toxicologia Forenses para as amostras de sangue.

Figura 1. EVOLIS Twin Plus System.

Foram usados os testes para analise de opiaceos, metabolitos da
cocaina, canabinodides, anfetaminas, metanfetaminas e benzodia-
zepinas da OraSure Technologies, Inc.. As amostras de bilis
(200ul) foram diluidas com diluente forense numa propor¢do de
1:4. Paralelamente, nos casos possiveis, foi também analisada a
amostra de sangue. Na avaliagdo dos resultados qualitativos sobre
a presenga ou auséncia das substdncias a pesquisar foram
usados os valores de cut-off em vigor para as amostras de
sangue.

Figura 2. Placas de EIA ap6s analise.
Posteriormente, realizou-se a confirmagdo por métodos mais
sensiveis e precisos, como a cromatografia de gases associada a
espetrometria de massa (GC/MS) e a cromatografia liquida

associada a espetrometria de massa (LC/MS-MS). Foram
analisados 37 casos: 28 com amostras de sangue e bilis; e 9
apenas com amostra de bilis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da técnica de imunoensaios enzimaticos (EIA) obtiveram-
-se os resultados apresentados na Tabela 1 na andlise de drogas

de abuso classicas e benzodiazepinas.
Tabela 1. Resultados da andlise de bilis por imunoensaios nos
diferentes grupos de substancias.

Opidceos 12 25
Metabolitos da cocaina 32 5
Canabindides 18 19
Anfetaminas 27 10
Metanfetaminas 5 32
Benzodiazepinas 24 13

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos por EIA em
fungdo das respetivas confirmagdes por GC/MS e/ou LC/MS-MS,
de acordo com o painel atualmente em vigor no SQTF.

Tabela 2. Razao entre os resultados obtidos por imunoensaios e
os resultados das respetivas confirmagdes.
EIA positivo/
Confirmagéio
negativa (%)

EIA negativo/
Confirmagéio
negativa (%)

EIA positivo/
Confirmagéio
positiva (%)

Opidceos 100 50 50
Metabolitos da cocaina 100 85 15
Canabinéides 100 66 34
Anfetaminas 100 100 (o]
Metanfetaminas 100 100 (o]
Benzodiazepinas 100 23 77

Nao foram identificados casos de falsos negativos por EIA em
todos os grupos de substancias. Nos ensaios de metabolitos da
cocaina e de anfetaminas verificou-se um elevado numero de
casos positivos, muitos dos quais foram considerados falsos
positivos apés a confirmacéo por GC/MS.

Na Figura 3 é ilustrada a comparagéo dos resultados obtidos na
analise simultdnea das amostras de bilis e de sangue por EIA.
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Figura 3. Concordancia percentual dos resultados obtidos por
imunoensaios entre as amostras de bilis e de sangue.

Apesar da dificil correlacdo entre a amostra de bilis e a de sangue,
verificou-se uma boa taxa de resultados concordantes, mesmo
sabendo que a bilis € uma amostra mais complexa e com alguns
interferentes.

CONCLUSAO

A amostra de bilis pode ser analisada por imunoensaios para a
triagem de drogas de abuso e de benzodiazepinas. Nao se detetou a
presenca de falsos negativos. Ainda que existam alguns falsos
positivos nestes ensaios, a bilis € uma boa amostra alternativa ou
complementar para a andlise por EIA, na medida em que contribui
para uma resposta mais rapida e menos onerosa. Sera uma amostra
a explorar em estudos futuros.




