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Resumo

As drogas de abuso sdo substancias quimicas que produzem efeitos prejudiciais a
salde e, por serem nocivas para 0s consumidores, sao controladas em todo o mundo. O
consumo destas substancias estd presente no quotidiano do Homem desde os tempos
primordios, fazendo parte da cultura, da religido e das relagdes humanas e esta quase sempre
associado a procura de altera¢6es do grau de consciéncia e do estado emocional e/ou fisico.

O consumo de drogas de abuso tem atingido dimensbes significativas,
maioritariamente na Europa e na populagéo jovem, sendo uma preocupacéo para as autoridades
e um perigo para a saude publica a nivel mundial. Dada a diversidade de drogas de abuso
existentes no mundo e a réapida evolucdo destas no mercado ilicito, os laboratorios de
toxicologia forense tém demonstrado dificuldade em acompanhar esse crescimento. O SQTF-
C analisa essencialmente cinco grupos de drogas de abuso ilicitas destacando-se 0s opiaceos,
cocaina e metabolitos, anfetaminas e derivados, canabindides e novas substancias psicoativas
(catinonas sintéticas e feniletilaminas).

Em toxicologia forense, as analises definidas para a dete¢éo e quantificacdo de drogas
de abuso séo realizadas no sangue, sendo esta a matriz biologica preferencial. Porém, quando
necessario sao utilizadas outras matrizes biologicas (fluidos e 6rgéos), para detetar e confirmar
a presenca de drogas de abuso, alternativas ou auxiliares ao sangue, com o intuito de fornecer
informacdes relevantes ou de orientar a analise toxicoldgica, nomeadamente a urina, 0 humor
vitreo, o liquido pericardico, o figado, o rim, a bilis, o estbmago e seu contetdo, a saliva, 0
cabelo, entre muitas outras.

O presente estdgio consistiu na observacdo e no acompanhamento de todos 0s
procedimentos realizados nas amostras bioldgicas e ndo biologicas no SQTF-C do INMLCEF,
I.P., desde a rececdo, armazenamento e conservacdo das amostras, bem como também na
aplicacdo dos procedimentos de ensaio validados e acreditados de confirmacdo e de
quantificacdo dos diferentes grupos de drogas de abuso.

Durante o estagio foi possivel observar a preparacdo da amostra através da técnica de
extracdo em fase solida (SPE) e a aplicacdo da cromatografia de gases acoplada a espetrometria
de massa (GC-MS), como técnica analitica de rotina do SQTF-C do INMLCF, 1.P. para a
detecdo e quantificacdo dos respetivos grupos de drogas de abuso em sangue.

Com o presente estagio foram adquiridos e desenvolvidos conhecimentos que
permitiram o seu relacionamento com os adquiridos durante toda a formacao académica.

Palavras-chave: Toxicologia Forense; INMLCEF, I.P.; Drogas de abuso; SPE; GC-MS
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Abstract

Drugs of abuse are chemicals that cause harmful health effects, and because they are
harmful to consumers, they are controlled worldwide. The consumption of these substances has
been present in the daily life of Man since pre-historic times, being part of their culture, religion
and human relations, and is almost always associated with the search for changes in the level
of consciousness and emotional and/or physical state.

The consumption of drugs of abuse has reached significant proportions, mainly in
Europe and within the young population, having become a concern for the authorities and a
danger to public health worldwide. Given the diversity of drugs of abuse that exist in the world
and their rapid evolution in the illicit market, the forensic toxicology laboratories have faced
some challenges when it comes to keeping up with this growth. Essentially, the SQTF-C
analyzes five groups of illicit drugs of abuse: opiates, cocaine and metabolites, amphetamines
and derivatives, cannabinoids, and new psychoactive substances (synthetic cathinones and
phenylethylamines).

In forensic toxicology, analysis used for the detection and quantification of drugs of
abuse are performed to blood, which is the preferred biological matrix. However, when
necessary, analysis to detect and confirm the presence of drugs of abuse can be made to other
biological matrices (fluids and organs), alternative or auxiliary to blood, namely urine, vitreous
humor, pericardial fluid, liver, kidney, bile, stomach contents, saliva, hair, among many others,
with the aim to provide relevant information or guide the toxicological analysis.

The present internship involved the observation and monitoring of all procedures
performed on biological and non-biological samples in the SQTF-C of INMLCF, I.P., from
sample reception, storage and conservation, as well as the application of the validated and
accredited confirmation and quantification testing procedures for the different groups of drugs
of abuse.

During the internship, it was possible to observe sample preparation using the solid
phase extraction technique (SPE) and the application of gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS), as a routine analytical technique used in the SQTF-C of INMLCEF, I.P.
for the detection and quantification of the respective groups of drugs of abuse present in blood
samples.

With this internship, different skills were acquired and developed that could be related
to the theoretical knowledge gained during academic training.

Keywords: Forensic Toxicology; INMLCF, I.P.; Drugs of abuse; SPE; GC-MS
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1. Introducéo

1.1. Toxicologia

A toxicologia é uma ciéncia multidisciplinar que estuda as substancias toxicas e
as alteragdes que estas produzem no organismo, por outras palavras, é o estudo da
interacdo entre as substancias toxicas e os sistemas bioldgicos a fim de determinar
qualitativa e quantitativamente o potencial toxico destas substancias que induzem danos
e de onde podem resultar efeitos adversos para os diferentes sistemas. A toxicologia
investiga a natureza destes efeitos adversos, a sua incidéncia, os fatores que influenciam
0 seu desenvolvimento e a sua reversibilidade, bem como também desenvolve os
tratamentos para as intoxicagOes. Dentro dos fatores que influenciam a toxicidade da
substancia podem ser destacados os seguintes: dose, concentracdo, composi¢éo, via de
administracdo, excrec¢do, estado de saude, idade, sexo, variabilidade genética, fatores
ambientais e interagdes medicamentosas (1-4).

A toxicologia pretende avaliar os efeitos das substancias toxicas nos seres vivos
de forma a prevenir intoxicacOes e os seus efeitos adversos, porém, uma vez ocorrida a
intoxicacdo, a toxicologia tem como objetivo identificar, diagnosticar, tratar ou atenuar
os efeitos nocivos e estabelecer o prognostico. A toxicologia compreende também o
estudo do proprio agente toxico, desde a origem, mecanismo de acdo, propriedades,
consequéncias dos seus efeitos lesivos, métodos qualitativos e quantitativos, meios de
contrariar os desequilibrios dindmicos que provocam, valorizacdo do grau de toxicidade
dos agentes toxicos, medidas profilaticas da intoxicacéo e tratamento geral (1-3,5-7).

Segundo Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim, o
primeiro grande toxicologista, mais conhecido pelo seu pseudénimo Paracelso, “todas as
substancias sdo venenos: ndo ha nenhuma que nédo seja veneno. A dose distingue o0 veneno
do remédio” (1-5,8,9).

Mathieu Joseph Bonaventure Orfila, toxicologista espanhol conhecido por Orfila,
em 1813, ganhou o titulo de “pai da Toxicologia” apds ter publicado o seu primeiro
trabalho cientifico completo de importancia internacional na area da toxicologia forense,
denominado por “Traité des poisons tirés des régnes minéral végétal et animal” ou,
“Toxicologie générale, considéréée sous rapports of the physiologie, the pathologie et la
meédecine legal” onde definiu veneno como “qualquer substincia que, quando tomada
internamente numa dose muito pequena, ou aplicada de qualquer forma a um corpo vivo,
deprecia a saude ou destroi completamente a vida” (2-5,8,9). Orfila foi quem introduziu
as provas quimicas em sede judicial, afirmando que “deve ser provada a presenca de um
veneno no sangue ou nos 6rgdos antes de o veneno ser considerado como a causa de
morte” (1,2,5).

Dado que a toxicologia consiste numa ciéncia multidisciplinar e dada a sua
abrangéncia e o seus objetivos, esta implica o dominio de diversas areas como a anatomia,
farmacologia, bioquimica, imunologia, fisiologia, quimica, biologia entre outras, e possui
varios ramos, sendo os mais referidos a toxicologia clinica, forense, ocupacional,
farmacoldgica, mecanistica, ambiental, analitica, regulatdria, veterinaria e a experimental
(1,2,5,6,8).
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1.1.1. Toxicologia forense

A toxicologia forense é uma &rea da toxicologia que aplica os principios da
toxicologia fundamental e os principios da quimica analitica instrumental no
esclarecimento de questdes judiciarias e judiciais. Estas questdes estdo relacionadas com
situacOes de intoxicagéo e seus potenciais efeitos adversos, fatais ou ndo, no &mbito dos
diversos dominios do direito, nomeadamente o direito penal, civil e do trabalho. A
aplicacdo da toxicologia forense associada ao direito tem como intuito cooperar na
investigagdo toxicoldgica em causas civis, criminais e sociais, de forma a evitar possiveis
injusticas a qualquer membro da sociedade. Deste modo, a toxicologia forense estuda e
aplica a toxicologia aos objetivos da lei (1-3,7,9,10).

A principal &rea de atuacdo da Toxicologia Forense consiste na correta
interpretacdo dos resultados toxicol6gicos e na forma como esta ciéncia se pode e deve
articular com as restantes areas da intervencao forense e nao propriamente na quimica
analitica e nos seus métodos instrumentais, porém estes séo fundamentais para a obtengéo
de resultados laboratoriais de qualidade (1).

A interpretacdo dos resultados toxicologicos tem por base o estudo simultaneo da
toxicocinética e toxicodindmica de diferentes substancias, dos fatores que interferem com
as mesmas, dos sinais e sintomas que resultam da intoxicacdo, assim como das tabelas
das doses toxicas e letais. Os sinais e sintomas auxiliam na orientacdo da analise
toxicoldgica e as tabelas das doses toxicas e letais apenas sdo Uteis quando interpretadas
em conjunto com todos os outros fatores (1). Deste modo, a toxicologia forense pode ser
considerada uma ciéncia forense multidisciplinar que aplica métodos e praticas cientificas
para investigar os efeitos nocivos que drogas ou outras substancias quimicas toxicas
possam causar hum organismo (11).

Dada a extensa aplicabilidade pratica da toxicologia forense, o toxicologista
forense deve apresentar inUmeras competéncias, nomeadamente o dominio dos
fundamentos tedricos e préaticos das diversas areas de atuacdo da toxicologia forense, a
capacidade de analise das propriedades fisicas e quimicas dos tOXicos e 0S Seus
mecanismos de acdo, bem como a compreensdo da atuacdo destes nos sistemas
bioldgicos. O toxicologista forense deve ainda compreender os fatores que interferem na
toxicocinética e na toxicodindmica, particularmente os fatores quimicos, bioldgicos e
dindmicos. Para além destas competéncias, o toxicologista forense deve compreender o
fendmeno de redistribuicdo post mortem e interpretar os resultados toxicoldgicos obtidos
tendo em conta este fendmeno. E também da competéncia do toxicologista forense
reconhecer os sinais e sintomas provocados pela exposi¢do a diferentes tdxicos, bem
como compreender o motivo da maior ou menor vulnerabilidade dos diferentes 6rgaos e
sistemas fisiologicos aos efeitos toxicos provocados por estes. O toxicologista forense
deve também ser capaz de comunicar eficazmente com médicos, patologistas, legistas,
policias e membros de profissdo juridica (1,2,5,6).

Das principais competéncias do toxicologista forense podem destacar-se as
seguintes: o dominio dos fundamentos teoéricos e praticos das metodologias analiticas
utilizadas nas andlises toxicologicas, a interpretacao dos resultados toxicologicos obtidos
e respetivo enquadramento legal, a manutencdo da cadeia de custodia em todos os
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procedimentos realizados no laboratério, devido as implicagdes legais, e a garantia da
qualidade dos procedimentos analiticos (1,2,5).

Segundo Orfila “a presenca de um veneno deve ser comprovada no sangue e nos
6rgdos antes que possa ser considerada uma causa de morte”, pelo que o toxicologista
forense deve ter em conta cinco etapas em qualquer exame toxicoldgico, séo elas: a
detecdo, de forma a detetar quaisquer drogas ou venenos nas amostras submetidas a
procedimentos de triagem; a identificacdo, de modo a identificar conclusivamente
quaisquer drogas, metabolitos ou venenos através de testes fisico-quimicos especificos; a
utilizacdo de testes corroborativos, quando disponiveis, para confirmar a identificagdo e
a quantidade de qualquer substancia encontrada; a quantificacdo, de forma a quantificar
com precisdo as drogas, metabolitos ou venenos presentes; e, por fim, a interpretacéo e o
relatério, de modo a relatar os achados analiticos no contexto do caso, as informacdes
fornecidas e as perguntas feitas pelo investigador (2,3).

A primeira etapa, a detecdo da droga ou veneno, é a etapa mais dificil, dado que a
natureza do veneno pode nédo ser conhecida, pelo que os testes de triagem para possiveis
drogas ou venenos devem ser utilizados quando n&o existem informacdes sobre a possivel
identidade, estando disponiveis imunoensaios para a triagem de uma ampla gama de
substancias presentes em amostras biologicas como o sangue, a urina e o humor vitreo.
Os métodos de triagem sdo mais flexiveis que os métodos analiticos especificos e, como
tal, podem ser aplicados a diversas substancias, sendo estes, portanto, essenciais para a
investigacdo de intoxicacdes com substancias desconhecidas ou até mesmo quando o
agente toxico é conhecido ou suspeito. Apds ser verificada a presenca do agente toxico,
procedimentos analiticos especificos devem ser usados para identifica-lo
conclusivamente (2,3).

1.2. Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses

O Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. (INMLCF, 1.P.)
é um instituto publico, sob superintendéncia e tutela do Ministéerio da Justica, dotado de
autonomia administrativa e financeira e de patriménio proprio (12).

O INMLCEF, I.P. ¢é a instituicdo nacional de referéncia na area cientifica da
medicina legal e outras ciéncias forenses, a qual cabe a prestacdo de um conjunto de
servigos especializados de apoio técnico pericial e laboratorial e a coopera¢do com 0s
tribunais, com o Ministério Publico e com érgdos de policia criminal e demais servicos e
entidades que intervém no sistema de administracdo da justica através da realizacdo de
exames e pericias médico-legais e forenses que Ihe sdo solicitados, nos termos da lei (12—
14). Esta instituicdo realiza uma série de exames e pericias em individuos vivos e em
cadaveres, nomeadamente exames e pericias laboratoriais quimicas e toxicoldgicas para
determinar inimeras substancias em amostras bioldgicas e nao biologicas no Servico de
Quimica e Toxicologia Forenses do INMLCF, I.P. (13).

O INMLCEF, I.P. tem por base o valor da administracdo da justica e dedica-se de
forma a que a sua intervengdo nos processos judiciais sirva os interesses legalmente
protegidos dos cidaddos (15). A prossecucdo do interesse publico € sem divida um dos
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principais valores desta instituicdo, desenvolvendo a sua missdo pericial em articulacéo
funcional com as autoridades judicirias e judiciais no ambito da administragdo da justica,
na execucgdo e cumprimento das normas e dos principios legais e éticos que asseguram o0
devido respeito pelos direitos, liberdades e garantias dos cidaddos (14,15). Para além
disso, toda a atividade pericial da responsabilidade do INMLCF € realizada com
autonomia técnica e cientifica, com isencdo e imparcialidade, sob as normas legais
processuais aplicaveis e as decisbes das autoridades judiciarias e judiciais competentes
(15). Quanto ao rigor e a qualidade, o INMLCF encontra-se permanentemente em
atualizacdo relativamente a evolucdo das metodologias técnico-cientificas de ambito
pericial, desenvolvendo regularmente trabalhos cientificos relevantes, o que promove a
investigacao e o desenvolvimento quer da medicina legal quer de outras ciéncias forenses
(15).

O Decreto-Lei n.° 166/2012, de 31 de julho, define a instituicdo e as competéncias
funcionais do INMLCF, I.P. na area das ciéncias forenses e nos diversos dominios do
Direito, de forma a garantir a realizacdo das pericias médico-legais e forenses no
INMLCEF, I.P. Os estatutos do INMLCF, I.P, nomeadamente a organizacao interna dos
servigos e as competéncias das diferentes unidades organicas do INMLCF, I.P.,
encontram-se disponiveis no anexo da Portaria n.° 19/2013, de 21 de janeiro.

1.2.1. Servico de Quimica e Toxicologia Forenses

O Servico de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF), com sede na Delegacao
Sul e extens@es funcionais nas delegagdes do Centro e do Norte, rege-se pelo artigo 6.°
da Portaria n.° 19/2013, de 21 de janeiro, que refere que o SQTF é responsavel por
assegurar a realizacéo de pericias e exames laboratoriais quimicos e toxicologicos, a nivel
nacional, para a determinacdo, confirmacéo e quantificacdo de substancias com interesse
forense, nomeadamente de drogas de abuso (e.g. opiaceos, cocaina e metabolitos,
anfetaminas e derivados, canabindides), medicamentos (e.g. ansioliticos, sedativos,
hipnoticos, antipsicéticos, antidepressivos, anticonvulsivos), pesticidas (e.g.
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretréides), substancias volateis (e.g.
etanol, solventes organicos) e de outras substancias e grupos (e.g. monoxido de carbono,
metais e metaldides), em diferentes tipos de amostras biologicas, principalmente sangue,
urina, humor vitreo, figado, conteldo gastrico e em amostras nao biolégicas (16,17).

As referidas pericias e exames laboratoriais sdo realizados no ambito da atividade
das delegacGes e dos gabinetes médico-legais e forenses assim como quando solicitados
pelas autoridades e entidades para o efeito competentes ou pelo presidente do conselho
diretivo do INMLCEF. Para além das referidas competéncias, também compete ao SQTF
emitir pareceres e prestar auxilio técnico-cientifico no dominio das suas competéncias
(16,17).

O SQTF consiste num servico acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditacéo,
I.P. (IPAC), que confirma o cumprimento dos requisitos da norma internacional NP EP
ISO/IEC 17025:2005, nomeadamente para os procedimentos de ensaio do alcool, drogas
de abuso e benzodiazepinas (16). Deste modo, o0 servigo garante a qualidade dos seus

6



As drogas de abuso em contexto forense

resultados, uma vez que todas as atividades realizadas no mesmo decorrem de acordo
com a legislacdo e as boas préticas laboratoriais.

O SQTF da Delegacéo Centro esta dividido em trés setores, nomeadamente o setor
administrativo, o setor de recegéo, registo e armazenamento de amostras e o setor de
andlises quimicas e toxicoldgicas. O setor de rece¢do, registo e armazenamento de
amostras é responsavel por receber e verificar as amostras e os respetivos documentos
para a realizagdo dos exames toxicoldgicos assim como armazenar, preparar e entregar as
bolsas com o devido material para acondicionamento e transporte de amostras e ainda a
limpeza e preparacdo do material utilizado no servigo. Relativamente ao setor de anélises
quimicas e toxicolOgicas, este é responsavel por desenvolver, validar e executar
procedimentos de ensaio bem como desenvolver projetos cientificos com interesse para
0 servico. Este setor é constituido por 5 equipas de trabalho que estdo divididas de acordo
com o tipo de técnica analitica utilizada. A equipa 1 realiza testes de triagem de drogas
de abuso e benzodiazepinas através de reagdes imuno-enziméticas. A equipa 2 é
responsavel pela realizacéo de ensaios de confirmacao e quantificacao de drogas de abuso
e pela triagem e confirmacdo de medicamentos e pesticidas através da cromatografia de
gases acoplada a espetrometria de massa (GC-MS). A equipa 3 realiza a confirmacéo e
quantificacdo de medicamentos por cromatografia liquida acoplada a espetrometria de
massa (LC-MS). A equipa 4 realiza analises de detecéo, confirmagdo e quantificagédo de
substancias volateis, nomeadamente etanol, por cromatografia de gases com detetor de
ionizacdo de chama (GC-FID). A equipa 5 realiza a confirmacdo e quantificacdo de
monoxido de carbono pela técnica analitica de espetrofotometria molecular (UV/VIS) e
a confirmacdo e quantificacdo de metais, nomeadamente o arsénio e o cianeto por
absorcdo atomica (AA).

1.2.1.1. Exames toxicoldgicos

As pericias medico-legais e forenses, nomeadamente 0s exames e pericias no
ambito da toxicologia forense, sdo regidos pela lei n.° 45/2004, de 19 de agosto, que
estabelece o regime juridico das pericias médico-legais e forenses. Os exames
toxicoldgicos sdo realizados obrigatoriamente no SQTF do INMLCF, I.P., para a
determinacdo, confirmacdo e quantificacdo de substancias quimicas toxicas com interesse
forense em amostras bioldgicas e ndo biologicas, nomeadamente de drogas de abuso,
medicamentos, pesticidas, substancias volateis e de outras substancias e grupos, e
somente sdo realizados por entidades terceiras, publicas ou privadas, contratadas ou
indicadas para o efeito pelo INMLCF, 1.P. quando perante manifesta impossibilidade dos
servicos do INMLCF, I.P.. Estas pericias toxicoldgicas podem ainda ser solicitadas
diretamente pelos tribunais as entidades terceiras supracitadas, sempre que o considerem
necessario (18).

Os exames toxicoldgicos sdo obrigatoriamente solicitados ao SQTF da delegacéo
do Instituto da area territorial do tribunal ou da autoridade policial que os requer, pelo
que as pericias toxicologicas podem ser solicitadas pelos tribunais e demais servicos e
entidades que intervém no sistema de administracdo da justica (como a autoridade
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judiciéria e judicial e 6rgdos de policia criminal), por entidades publicas e privadas (como
os hospitais), por particulares, pelo Servico de Patologia Forense das DelegacOes e
Gabinetes Médico-legais e Forenses do INMLCF, I.P., no @mbito das suas atividades, e
pelo presidente do conselho diretivo (12,18,19).

As pericias toxicoldgicas ante mortem mais solicitadas atualmente aos Servigos
de Quimica e Toxicologia Forenses do INMLCF, I.P. incluem a determinacdo e
quantificacdo de alcool e substancias psicotropicas e estupefacientes, nomeadamente
cocaina e metabolitos, anfetaminas e derivados, canabindides e opiaceos. Estas pericias
sdo solicitadas essencialmente para fiscalizacdo da conducdo rodoviaria sob estado de
influéncia, verificagdo do estado de toxicodependéncia, avaliacdo de intoxicacOes
abusivas, avaliacdo da dopagem em atletas de alta competigéo e verificacdo do estado de
influéncia no local de trabalho. Relativamente as pericias toxicoldgicas post mortem,
estas geralmente sdo solicitadas para auxiliar as autdpsias médico-legais na determinacao
da causa de morte, seja por morte violenta (acidente, suicidio, homicidio), morte
relacionada com o consumo de drogas de abuso ou morte subita (5).

1.3. Drogas de abuso

O consumo de drogas de abuso esta presente no quotidiano do Homem e faz
parte da historia da Humanidade desde a antiguidade, uma vez que remonta aos tempos
primordios aquando da descoberta experimental das caracteristicas de algumas plantas
(20,21).

A utilizacdo destas substancias fez desde sempre parte da cultura, da religido e
das relagdes humanas e esteve quase sempre associada a procura de alteragdes do grau de
consciéncia e do estado emocional e/ou fisico, tanto em cerimdnias religiosas ou culturais,
como para fins terapéuticos, misticos ou unicamente recreativos associados a procura de
sensacOes de prazer e de bem-estar por parte do consumidor (20-22).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o termo “droga”, utilizado
atualmente por todo o mundo, veio substituir os termos inicialmente utilizados como
“substancias toxicas” e “narcéticos”. Este conceito refere-se a qualquer substancia
quimica, licita ou ilicita, ndo produzida pelo organismo, que pode afetar 0s processos
fisiolégicos e/ou bioquimicos de tecidos do organismo, com capacidade de curar ou
prevenir uma dada patologia ou até mesmo melhorar a condicéo fisica ou mental.

Esta terminologia é ambigua, uma vez que nao distingue a finalidade para a qual
as substancias sao utilizadas nem quais os efeitos por elas provocados (23). De acordo
com OMS, as substancias utilizadas com fins terapéuticos, para evitar ou tratar uma
doenca produzindo efeitos benéficos sdo chamadas de medicamentos. As que sdo
utilizadas com outros fins e que produzem efeitos prejudiciais a satde sdo denominadas
de drogas ilegais que por serem nocivas para 0s consumidores sdo controladas em todo
mundo. Assim, todos os medicamentos sdo drogas, contudo nem todas as drogas sdo
medicamentos.

Existem diversos critérios para classificar as drogas, uma vez que nao é possivel
reunir todas numa so classe devido a diversidade de estruturas quimicas, dos seus efeitos
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e dos mecanismos de acdo (24). A classificacdo mais utilizada é a que tem por base o
efeito das drogas no Sistema Nervoso Central (SNC), onde se dividem em drogas
estimulantes, supressoras e alucinogénias (24-26). As drogas estimulantes sdo as que
ativam ou aumentam a atividade do SNC, desenvolvendo o estado de alerta e atencéo,
suprimindo o sono, a fadiga e o apetite, como a cocaina, as anfetaminas e a nicotina, as
supressoras sdo as que suprimem, diminuem ou inibem a atividade do SNC, como a
heroina, a morfina, a codeina, as benzodiazepinas e até mesmo o &lcool, e as
alucinogénias sdo as que causam um efeito perturbador do SNC induzindo alteracGes na
percecdo, sentimento e sensacdo, como a cannabis, a metilenodioximetanfetamina
(MDMA) e a dietilamida do &cido lisérgico (LSD) (26,27). Importa ainda realcar que 0s
efeitos das drogas e as respetivas doses letais ndo dependem s6 da substancia em si como
também da qualidade e quantidade desta, bem como de varios outros fatores,
nomeadamente das doses, da via de administracéo, da frequéncia e duragdo do consumo,
das caracteristicas do consumidor e do meio ambiente onde ocorre o consumo (24).

Uma outra classificacao utilizada tem por base a origem das drogas, agrupando-
as em trés grupos, as drogas naturais, as semissintéticas e as sinteticas. As drogas naturais
sdo aquelas que se obtém diretamente da natureza, como o 6pio, a morfina, a codeina e a
coca, as semissintéticas sdo obtidas por modificacdo da estrutura das substancias de
origem natural, como a heroina e a LSD e, as drogas sintéticas sdo as que se obtém
totalmente por sintese quimica como a metadona, a MDMA (conhecida por ecstasy) e as
anfetaminas (26).

Segundo a United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), as drogas
podem ser classificadas em drogas licitas, como o alcool e o tabaco e em drogas ilicitas,
sendo estas todas as substancias consumidas, produzidas e traficadas ilegalmente e que
por isso estdo sob controlo internacional (26).

De acordo com a OMS, as drogas podem ainda ser classificadas em drogas mais
perigosas e menos perigosas, sendo as primeiras aquelas que causam dependéncia fisica,
com maior rapidez e que apresentam maior toxicidade e as menos perigosas aquelas que
s0 criam dependéncia psicoldgica, com menor rapidez e que apresentam menor
toxicidade.

As drogas de abuso sdo designadas substancias psicoativas bem como drogas
psicotropicas dadas as alteracbes que as mesmas causam ao nivel do SNC e,
consequentemente as perturbagdes que causam ao nivel da funcdo mental (26).

Desde o século XIX até a atualidade o consumo de drogas tem tomado
proporcdes significativas, principalmente na Europa e na populacdo jovem, o que se
tornou uma preocupacdo para as autoridades e um perigo para a saude publica a nivel
mundial. Na ultima década tém surgido outras substancias que vieram juntar-se as ja
existentes de forma a desviar o controlo internacional e as implicacdes legais das drogas,
0 que comprova a evolucdo do mercado (24,28-33).

Dada a diversidade de drogas de abuso existentes no mundo, neste relatorio seréo
apenas abordados os grupos de drogas de abuso ilicitas analisadas no SQTF do INMLCF,
I.P., destacando-se 0s opiaceos, cocaina e metabolitos, anfetaminas e derivados,
canabinoides e novas substancias psicoativas (NSP), considerados pelo Servi¢o de
Intervencdo nos Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias (SICAD) como as drogas

9



As drogas de abuso em contexto forense

ilicitas de maior consumo e importéncia a nivel nacional e pelo Observatorio Europeu da
Droga e da Toxicodependéncia (OEDT) a nivel europeu (16,34).

1.3.1. Opiaceos

Os opidceos sdo substancias extraidas de uma planta denominada popularmente
de papoila (Papaver somniferum), que apds ser cortada liberta um liquido leitoso de
coloracdo branca, que ao secar constitui 0 chamado 6pio, responsavel pela denominagédo
de opiaceo (35).

Os termos “opiaceos” e “opioides” sdo geralmente considerados na literatura
como sindnimos, porém o termo “opiaceos’ refere-se a0S COMpostos que apresentam uma
estrutura base relacionada com os produtos encontrados no Opio, pelo que inclui os
alcaloides naturais do 6épio e os seus derivados semissintéticos. O termo “opioides”
refere-se a compostos que apresentem as mesmas propriedades funcionais e
farmacologicas do opiaceo, independentemente da sua estrutura, pelo que inclui os
opiaceos, 0s compostos semissintéticos, os sintéticos e 0s compostos enddgenos que
interagem com os recetores opioides, como é o caso das encefalinas, endorfinas e
dinorfinas (35).

Com base na origem, 0s opiaceos podem ser naturais, semissintéticos ou
sintéticos, sendo os naturais 0s que ndo sofrem nenhuma modificacao, ou seja, sdo obtidos
diretamente da planta do opio, como € o caso da morfina e codeina ou os produzidos pelo
corpo humano (opioides endogenos), os semissintéticos os que resultam de modificagdes
quimicas parciais das substancias naturais, como € o caso da oxicodona e da heroina que
é obtida da morfina através de uma pequena modificacdo quimica, nomeadamente a
acetilacé@o de grupos hidroxilo, e os sintéticos como € o caso da metadona, do fentanilo e
do levorfanol, que ndo sdo derivados de opiaceos mas apresentam afinidade para o recetor
opioide produzindo efeitos clinicamente semelhantes (34,35).

A morfina é o principal alcaloide presente no 6pio e a sua utilizacdo iniciou-se
devido a sua eficacia na capacidade de aliviar a dor intensa. A morfina foi isolada pela
primeira vez em 1806 (Figura 1 (a)), e somente em 1874 foi sintetizada a heroina (Figura
1 (b)) (35). A heroina é o opiaceo ilicito mais comum no mercado de drogas da UE e,
como tal, o mais consumido na Europa (34). Habitualmente, a heroina esta disponivel de
duas formas, a heroina castanha produzida maioritariamente a partir da morfina extraida
da papoila, sendo esta a forma mais comum, e a heroina branca. Esta droga pode ser
fumada, inalada ou injetada. O consumo de drogas de abuso por via endovenosa esta
normalmente associado ao consumo de opiaceos, porém também é comum o0 consumo
por esta via de estimulantes como as anfetaminas ou a cocaina (34).
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Figura 1 — Estrutura quimica da morfina (a) e da heroina (b) (adaptado de (35))

Para além da heroina, existem outros opiaceos sintéticos disponiveis nos mercados
ilicitos da Europa que também sdo apreendidos, em menores quantidades, tendo, no
entanto, ocorrido um aumento significativo de apreensfes em 2017 deste tipo de opiaceos.
Os opiéaceos sintéticos incluem o 6épio e os opiaceos medicinais como a morfina, a
metadona, a buprenorfina, o tramadol, varios derivados do fentanilo, a codeina, a di-
hidrocodeina e a oxicodona (34). As quantidades de morfina, codeina e metadona
apreendidas em 2018 foram superiores as de 2017, tendo este aumento confirmado o
crescente interesse por estes opiaceos medicinais (36). Alguns destes opiaceos podem ter
sido desviados da industria farmacéutica, enquanto outros séo fabricados ilegalmente
(34).

As principais aplicacdes terapéuticas dos opiaceos sdo a analgesia, edema
pulmonar agudo, tosse, diarreia, tremores, anestesia, entre outros (35).

1.3.2. Cocaina e metabolitos

A cocaina é o principal alcaloide produzido a partir das folhas da planta
Erythroxylum coca, cultivada essencialmente na América Central e do Sul e consiste num
estimulante do SNC. A sua utilizacdo remonta a épocas muito anteriores a descoberta da
América (1492), onde as suas folhas eram mastigadas para combaterem a sensagdo de
fome e de fadiga (24,30,31,37-39). A primeira referéncia as propriedades anestésicas
surgiu em 1653, nomeadamente no alivio de dores de dentes, depois no seculo XIX
passou a ser considerado um remédio milagroso para dores, cansaco, depressao, substituto
alimentar e estimulante. Pela primeira vez, em 1860, Niemann isolou das folhas de coca
uma substancia a qual se designou cocaina (25,30,39).

A cocaina é sintetizada a partir da ecgonina na presenca de metanol e acido
benzoico, originando um éster do acido benzoico e da metilecgonina
(metilbenzoilecgonina) (Figura 2). A estrutura quimica da cocaina para além de ligacGes
ésteres é constituida por um grupo hidrofilico (amina) e um grupo hidrofébico (benzeno)
(38-40).
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Figura 2 - Estrutura quimica da ecgonina e da cocaina, respetivamente (adaptado de (39,41))

Enquanto droga de abuso, a cocaina pode ser encontra sob quatro formas distintas,
nomeadamente as folhas de coca, a pasta de coca (sulfato de cocaina), cloridrato de
cocaina e base de cocaina (base livre ou crack). As folhas sdo consumidas por mastigacdo
ou por infusdo em que a sua velocidade de atuacdo € lenta enquanto a pasta € um produto
ndo refinado que resulta da maceracéo das folhas de coca com &cido sulfurico e outros
solventes sendo posteriormente fumada e em que o seu inicio de a¢do é muito rapido. O
cloridrato de cocaina resulta da adi¢do de &cido cloridrico formando um sal, que forma
um po cristalino, branco, inodoro de sabor amargo e soltvel em agua, com acéo rapida e
habitualmente ¢ inalado ou administrado por via endovenosa. O crack resulta da mistura
cloridrato de cocaina com uma solucdo basica (amoniaco, hidréxido de sodio ou
bicarbonato de sodio) e éter, com um inicio de agdo muito rapido e habitualmente é
fumado. Esta forma geralmente ¢ conhecida por “coca”, “branca”, “neve”, “gulosa”,
“julia” entre outras (39). Contudo, na Europa, a cocaina encontra-se disponivel
principalmente sob duas formas, das quais a mais comum € a cocaina em po (sal de
cloridrato de cocaina), consumida por absorcéo pela mucosa nasal, e a menos comum € a
cocaina-crack (forma livre), consumida por inalacdo (34). A cocaina pode também ser
consumida por outras vias de administracdo, ainda assim menos comuns, como a
administracao intravenosa e a via oral (24,31).

A cocaina contém duas ligacdes éster, pelo que € rapidamente metabolizada
através da hidrolise destas. A benzoilecgonina (BE) é o metabolito originado pela
hidrolise do éster alquilico da cocaina e o éster metilico da ecgonina (EME) é o metabolito
resultante da hidrolise do éster fenilico (grupo benzoato) (Figura 3 (a,b)). Estes
metabolitos sdo, por sua vez, metabolizados em ecgonina (Figura 3 (c)) (38,39,42). Para
além da ecgonina, a BE pode ainda originar as m- e p-hidroxibenzoilecgonina, por
mecanismos de oxida¢do, sendo ambos metabolitos minoritarios na urina (Figura 3 (d))
(38,39). A administracdo simultanea de cocaina e etanol origina o metabolito cocaetileno
(CE), através da transesterificacdo hepatica (Figura 3 (¢)) (38,39,42). Este metabolito, ao
contréario da BE e do EME, que sdo metabolitos inativos, € um metabolito ativo (38). A
toxicidade do cocaetileno é superior a da cocaina, apresentando efeitos adversos mais
intensos, nomeadamente a euforia (38). O cocaetileno pode ser utilizado como marcador
do consumo simultaneo de cocaina e etanol (42).

Para além destes metabolitos, a cocaina apresenta outros metabolitos minoritarios
incluindo a norcocaina e o éster metilico da anidroecgonina (EMAE) (Figura 3 (f, g))
(38). A norcocaina € um metabolito ativo resultante da N-desmetilacdo da cocaina e esta
associada a distdrbios respiratorios, convulsdes e chogues hipovolémicos, enquanto o
éster metilico anidroecgonina (EMAE) é um metabolito resultante da pirdlise da cocaina,
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quando fumada, pelo que este é um pode ser utilizado como marcador de exposi¢cdo ao
crack (38,39,42).
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Figura 3 - Principais vias metabdlicas da cocaina (adaptado de (39))

A cocaina e 0s seus metabolitos sdo excretados principalmente atraves da urina,
sendo que a dose de cocaina administrada € eliminada em 1-9% na forma inalterada, em
35-54% na forma de benzoilecgonina (BE) e 32-49% como éster metilico ecgonina
(EME) (39,42). Apos o consumo de uma dose de cocaina, independentemente da via de
administracao, cerca de 64-69% desta dose ainda se encontra presente na urina ao fim de
3 dias (42).

Diversos produtos contendo cocaina foram surgindo e tornando-se populares,
provavelmente devido as sensac¢des de bem-estar fisico que estes provocavam, apesar de
inimeros relatos de arritmias cardiacas ou até mesmo mortes. Atualmente, a aplicacéo da
cocaina para fins terapéuticos esta limitada a sua utilizacdo como anestésico local em
oftalmologia e em cirurgias ao ouvido, nariz e garganta (38).

O consumo de cocaina afeta diversos sistemas fisiologicos, porém os primeiros
sinais do consumo cronico refletem-se em lesdes da mucosa nasal e perfuracdes do septo
nasal. Os sintomas mais comuns estao associados a complicac6es cardiovasculares, como
arritmias, miocardite, isquemia e enfarte do miocérdio, rutura da aorta e morte subita, e
perturbacdes neuroldgicas, como psicose, depressdo, paranoia, esquizofrenia, insonias e
alucinacdes tacteis. As complicacdes cardiovasculares sao as principais causas de morte
entre 0s consumidores de cocaina (24,31,39,43,44).

As principais drogas estimulantes ilicitas disponiveis na Europa sdo a cocaina, as
anfetaminas, as metanfetaminas e a MDMA. Porém, a cocaina tem demonstrado ser o
estimulante ilicito mais consumido na Europa, tendo o seu consumo aumentado nos
altimos anos (34).
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Em 2018, na Unido Europeia, 0 numero de apreensdes e as quantidades
apreendidas de cocaina atingiram 0s niveis mais elevados de sempre. A cocaina é a
segunda droga ilicita mais apreendida (10%) na Europa, logo a seguir a cannabis herbacea
(40%) e a resina de cannabis (29%) (36).

O ndmero de apreensdes de cocaina-crack tem-se mantido baixo e estavel nos
paises que comunicam a sua ocorréncia. Isto pode, em parte, ser explicado pelo facto de
o crack ser fabricado na Europa, proximo dos mercados de consumidores, € nao ser
transportado através de fronteiras, onde habitualmente tém lugar muitas apreensées de
droga. O nimero de apreensdes de folhas de coca tem aumentado (34).

1.3.3. Anfetaminas e derivados

As anfetaminas sdo um conjunto substancias sintéticas quimicamente derivadas
da estrutura da feniletilamina, que constituem um grupo farmacologico muito extenso. A
anfetamina (AMPH) foi sintetizada pela primeira vez em 1887, porém somente foi
colocada no mercado em 1935. A sua utilizacdo generalizou-se durante a Il Guerra
Mundial, em que os exeércitos utilizavam a AMPH de forma a combater a fadiga dos
soldados, devido aos seus efeitos estimulantes, e durante o0 pos guerra foi amplamente
consumido por parte da populacdo do Japdo provocando uma pandemia de consumo de
forma a aumentar a capacidade de trabalho, o que levou a que a OMS adotasse medidas
para o seu controlo (45).

A partir da estrutura quimica base da anfetamina foram desenvolvidos varios
derivados, sendo os mais conhecidos a anfetamina (speed), a metanfetamina (ice, crystal
meth) e a 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) (Figura 4). Estas habitualmente sdo
denominadas coletivamente por “anfetaminas” e dada a facilidade de sintese dos seus
principios ativos, sdo produzidas permanentemente novas anfetaminas em laboratorios
clandestinos, o que dificulta bastante o seu controlo (34,45).

As anfetaminas apresentam-se como um 6leo incolor volatil insoldvel em agua ou
como um p6 branco solivel em agua, sendo o p6 a forma mais comum da maioria dos
produtos ilicitos de anfetaminas e conhecido por speed (34).

As anfetaminas sdo fortes estimulantes do SNC e do sistema simpatico, porém
também apresentam efeitos nos sistemas cardiovascular, pulmonar, gastrointestinal,
metabolico e muscular (45).
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Figura 4 — Estrutura quimica da anfetamina (a), da metanfetamina (b) e da MDMA (c) (adaptado de (45))

Na ultima década, os dados sobre as apreensdes indicam que a oferta de
metanfetamina esta a aumentar lentamente e a expandir-se geograficamente, mas ainda é
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muito inferior & de anfetamina. Contudo, apreensdes de 6leo de anfetamina em alguns
Estados-Membros sugerem que este produto pode ser traficado entre paises, realizando-
se a fase final da producdo no local de destino ou nas suas proximidades. Na Uni&o
Europeia, é também fabricada alguma anfetamina para exportacéo (34).

Em 2018, verificou-se que o nimero de apreensdes de anfetaminas na UE tem
vindo a aumentar nos Ultimos trés anos, por outro lado, o nimero de apreensdes de
metanfetaminas tem vindo a aumentar desde 2002, observando-se uma estabilizacdo da
quantidade apreendida desde 2013. Para além disso, verificou-se que o numero de
apreensdes de metanfetaminas € muito mais baixo que o das anfetaminas (36).

A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) é uma droga sintética quimicamente
relacionada com a anfetamina e andlogo da metanfetamina, embora as propriedades
farmacoldgicas sejam distintas, e € muito utilizada para fins recreativos e tem sido alvo
de estudo para produzir NSP com iguais efeitos (46). A MDMA é consumida sob a forma
de comprimidos, habitualmente e popularmente denominados ecstasy, ou sob a forma de
po ou cristais. Uma das maiores estrategias de comercializacdo desta substancia consiste
na constante introdug&o no mercado de comprimidos com novos desenhos, diversas cores,
formas e logétipos de marcas (34).

Segundo o OEDT, o numero de apreensdes de MDMA na UE tem aumentado
desde 2010, nas suas diferentes formas. Apesar de o numero de apreensdes de
comprimidos de MDMA ter vindo a aumentar desde 2015, analogamente ao teor médio
de MDMA presente nestes, verificou-se uma diminuicdo deste no ano de 2018. Deste
modo, 0 aumento do numero total de apreensbes de MDMA deve-se ao aumento de
apreensdes de MDMA nas restantes formas, nomeadamente em poé (34,36).

As principais vias de administracdo desta substancia sdo a via oral, sob a forma
de comprimidos, cristais ou po, e a via inalatoria (34).

Geralmente, a MDMA é consumida em simultaneo com outras substancias, como
0 éalcool, a cannabis, alucinogénios e outros estimulantes. Nos paises em que sdo
registados niveis elevados de consumo, observou-se que a MDMA deixou de ser uma
droga restrita a discotecas, bares e fetais de musica, sendo consumida por um conjunto
mais alargado de jovens (34).

As anfetaminas e a MDMA, sob a forma de comprimidos e po, foram duas das
drogas de abuso mais encontradas em cenarios de diversao noturna (34,36).

1.3.4. Canabindides

Os canabinoides naturais ou fitocanabinoides obtidos da planta Cannabis sativa,
original da Asia Central, sdo das substancias ilicitas mais consumidas em todo o mundo
e por todas as faixas etarias. A planta Cannabis sativa é constituida por mais de 400
substancias quimicas que diferem na sua estrutura, mas que partilham as suas
propriedades farmacol6gicas, sendo a sua principal classe os canabindides, estando
atualmente identificados cerca de 60 fitocanabinoides (47).

O cultivo desta planta remonta aos tempos em que era utilizada para aquisigéo
de fibras téxteis e como planta medicinal e no século VII a.C, os asiaticos incorporavam
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a Cannabis em rituais religiosos e como medicina artesanal, nomeadamente como
elemento terapéutico em doencas psiquiatricas e neuroldgicas. Em 1842, o cirurgido
irlandés O’Shaughnessy estudou o0s efeitos farmacoldgicos da planta e promoveu a sua
utilizacdo com fim terapéutico ap6s o meédico Ramazzini ter estudado os seus potenciais
efeitos toxicos. Em 1964 a OMS classificou os canabinoides dentro das drogas que
produzem dependéncia, uma vez que o seu potencial psicotropico se destacou em relacdo
ao seu potencial efeito terapéutico. Desde os anos 60, os canabindides foram estudados
com o intuito terapéutico, de forma a encontrar um antagonista dos recetores canabinogides
com propriedades analgésicas e anti-inflamatorias e sem efeitos psicotrépicos (48,49).

Alguns botanicos afirmam que existem trés espécies de cannabis, a Cannabis
sativa, a Cannabis indica e a Cannabis ruderalis. A composi¢do quimica da cannabis
sativa varia nas diferentes partes da planta, sendo a cannabis predominante no caule, o
6leo nas sementes e de A-tetrahidrocanabinol (A%>-THC) nas zonas mais altas da planta
com flor (47).

O AS-THC consiste no principio ativo da Cannabis sob a forma pura e foi isolado
da planta em 1964 por Gaoni e Mechoulam (Figura 5 (a)), porém este nao foi o primeiro
canabindide descoberto, mas sim o Canabinol (CBN), obtido da resina da cannabis em
1896 (Figura 5 (b)). A estrutura deste canabindide foi descoberta em 1940 e no mesmo
foi isolado outro principio da resina da cannabis, o Canabidiol (CBD) (Figura 5 (c)). O
A®-THC é o canabinoide natural da cannabis sativa com maior poténcia psicoativa,
motivo pelo qual a poténcia dos produtos de cannabis depende da sua quantidade,
geralmente representada em percentagem de A%>-THC. Diferentes partes da planta contém
percentagens variadas de A®-THC, sendo este um dos fatores responsavel pela variagio
das propriedades psicoativas da cannabis. Este canabindide apresenta atividade agonista
parcial para com os recetores canabindides, presentes no Sistema Nervoso (47-49).

Na Europa, a cannabis é uma das drogas mais conhecidas sendo a sua utilizacao
recreativa tdo antiga quanto a sua utilizacdo em medicina (34,49). Os padrdes de consumo
de cannabis sdo muito diversificados e vdo desde o consumo experimental e/ou ocasional
ao regular, existindo ainda o consumo dependente (34).
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Figura 5 - Estrutura quimica do A%>-THC (a), do canabinol (b) e do canabidiol (c) (adaptado de (50))

As formas de consumo da cannabis variam de acordo com as preparacfes da
mesma e com 0 seu grau de poténcia, sendo as mais comuns a cannabis herbacea ou erva
(“marijuana”), a resina (haxixe) e o 6leo de haxixe (6leo de cannabis) (34,47). A erva,
também conhecida por “marijuana”, € constituida por varias partes da planta sendo
habitualmente uma mistura de flores e folhas secas para posterior formagéo de cigarros,
sendo estes fumados. A resina, também conhecida por haxixe, é libertada pela propria
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planta em formato de gotas, porém também pode ser extraida com a utilizacdo de
solventes organicos. Esta depois de obtida da planta é queimada e misturada com tabaco
para posteriormente ser fumada em cigarros ou em cachimbos especiais. A resina é cinco
a oito vezes mais potente que a erva. O 6leo de haxixe ou 6leo de cannabis é obtido por
extracdo a quente da planta ou do haxixe através da utilizacdo de solventes organicos que
posteriormente sdo evaporados. Este dleo consiste na forma concentrada de resina de
cannabis pelo que apresenta maior poténcia que o haxixe e é popularmente conhecido por
“bleo negro” ou “Oleo de mel” (34,47).

A via de administragdo mais comum da cannabis é a inalatéria, sendo que na
Europa é misturada com tabaco, contudo também pode ser administrada por via oral
(48,51).

A cannabis € a droga com maior nimero de apreensdes, sendo a herbécea e a
resina os dois principais produtos de cannabis comercializados no mercado europeu de
drogas. Desde 2009, o nimero de apreensdes de cannabis herbacea tem ultrapassado o da
resina de cannabis, porém a quantidade de resina apreendida tem sido superior a herbacea,
0 que pode ser explicado pelo facto de a resina ser traficada em maiores quantidades
(34,36). Apesar do reduzido numero de apreensdes, o Oleo de cannabis tem sido
apreendido em grandes quantidades nos ultimos anos (34).

O numero de apreensdes de cannabis na Unido Europeia tem-se mantido
relativamente estavel desde 2012, quer para cannabis herbacea, como para resina de
cannabis (34,36). Ainda que o nimero de apreensdes de plantas de cannabis seja muito
inferior ao de cannabis herbacea e de resina de cannabis, este pode ser um forte indicador
da producéo desta droga (34,36).

Em alguns paises da UE, a comercializacdo de produtos de cannabis herbacea e
6leo de cannabis, desde 2017, tem sido disponibilizada em lojas de alimentacao saudavel
ou lojas de especialidade. Esta comercializacdo de venda livre assenta no facto de estes
produtos apresentarem poucos ou nenhuns efeitos toxicos devido a sua baixa poténcia e,
como tal, ndo sdo fiscalizados ao abrigo da lei de combate a droga (34).

1.3.5. Novas substancias psicoativas

O conceito “novas substancias psicoativas” (NSP) refere-se as novas substancias
narcoticas ou psicotropicas, na forma pura ou em preparacdo que ndo sao controladas pela
Convencao Unica das Nagdes Unidas de 1961 sobre narcéticos, nem pela Convencéo das
Nacdes Unidas de 1971 sobre psicotropicos, mas que podem representar uma ameaca a
salde publica comparavel com as que sdo apresentadas nas referidas convencdes (32,52—
54).

Atualmente, esta € a definicdo legalmente utilizada pela Unido Europeia e
adotada pelo Observatdrio Europeu da Droga e Toxicodependéncia - OEDT (European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA), pelo Servigo Europeu de
Policia (European Union’s Law Enforcement Agency, EUROPOL), pelo Escritorio das
Nacdes Unidas sobre Drogas e Crime (United Nations Office on Drugs and Crime,
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UNODC), pelo Servico de Intervencdo nos Comportamentos Aditivos e nas
Dependéncias (SICAD) e por outras entidades, que sdo responsaveis pela monitorizagdo
da evolucdo do consumo de drogas na Europa, as quais tém o objetivo de diminuir a
procura e a oferta destas substancias e, consequentemente a diminui¢cdo dos riscos
associados ao consumo e ao trafico das mesmas (32).

A utilizagdo do termo “novo” das NSP ndo se refere unicamente a substancias
descobertas e sintetizadas recentemente, uma vez que a data de origem de grande parte
delas remonta a séculos passados, mas sim a recente disponibilidade no mercado e ao
novo uso ilicito (32,55).

Ateé ao atual conceito de NSP surgiram varios termos e conceitos para as mesmas
substancias, todos eles transmitindo a nocdo de legalidade, auséncia de sangdes legais e
também de seguranca (quanto ao nivel de perigosidade que as restantes drogas listadas na
lei acarretam), como “Designer Drugs”, “Legal Highs”, “Legal Drugs”, “Research
Chemicals”, “Herbal Highs”, “Smart Drugs”, “Party Pills”, “Bath Salts”, “Plant
Fertiliser’, “Drug Analogues”, “Emerging Psychoactive Substances”, “Novel
Psychoactive Substances”, “Synthetic Drugs”, “Plant Food”, “Glass Cleaner”
(20,32,52,54,56-60).

Nos anos 80 destacou-se o0 surgimento das drogas sintéticas, inicialmente para
fins terapéuticos, mas rapidamente obtiveram outros fins, dada a sua modificacdo e
manipulacédo laboratorial de modo a melhorar e a criar dados efeitos psicoativos bem
como prevenir efeitos secundarios indesejados (61,62). Nos anos 90, devido a Internet, a
divulgacdo das NSP aumentou e, consequentemente, a comercializacdo, a
disponibilizacdo e consumo também aumentaram. Porém, é a partir da primeira década
do século XXI que se da um aumento significativo de apreensdes de inimeras NSP em
todo o mundo e, onde se verifica a diminuicdo do consumo de drogas por crencas
religiosas e 0 aumento drastico do consumo recreativo (63).

As NSP, nomeadamente as sintéticas, sdo desenvolvidas como alternativa as
drogas ilegais classicas, ou seja, mimetizam os efeitos das substancias naturais ou
sintéticas que ja sdo controladas (41,52,64).

A maior parte das NSP provém da Asia, que segundo a OEDT e a Europol é a
sede de produco. E na China, em empresas quimicas e farmacéuticas que, a maior parte
destas substancias sdo produzidas em quantidades a granel e de onde sdo exportadas para
a Europa de forma legal, onde posteriormente sdo transformadas em produtos, embaladas,
publicitadas e comercializadas sob a forma de ambientadores, incensos, sais de banho,
comprimidos, ervas, fungos e fertilizantes para plantas (34,65).

Estas substancias podem ainda ser produzidas na Europa, em laboratdrios
clandestinos ou noutros locais, como medicamentos e posteriormente introduzidos nas
cadeias de abastecimento legitimo (62,66). Geralmente, estes produtos sdo
intencionalmente mal rotulados, nomeadamente com a indicacdo de ingredientes que nao
sd0 0s reais e que ndo pertencem ao conteddo do produto, juntamente com um dos
seguintes avisos: “ndo apropriado para consumo humano”; “proibida a venda a menores”;
“manter fora do alcance de criangas” ou “ndo testado quanto aos riscos e toxicidade”
(48,60,64,67—73). Na maior parte dos casos, os consumidores desconhecem o verdadeiro
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contetido desses produtos, 0 que 0s torna ainda mais perigosos para a salde publica
(63,74).

Inicialmente, 0 aumento do consumo de NSP coincidiu com o aparecimento de
novas tecnologias, nomeadamente a Internet ¢ com a abertura de “smartshops”. As
“smartshops” sao lojas fisicas que se dedicaram exclusivamente a comercializagdo de
NSP, tendo sido aberta a primeira loja na Holanda, em 1994. Portugal foi o segundo pais
da Europa a abrir uma destas lojas, sendo que a primeira se designava “O Cogumelo
Magico” e abriu no ano de 2007 em Aveiro. Esta vendia sobretudo produtos naturais,
como cogumelos alucinogénios, salvia divinorum ou kratom. A partir desta foram sendo
abertas varias por todo o pais (26,63,75).

A lei portuguesa, relativamente a regulamentacdo da venda de produtos nas
“smartshops” ndo acompanhou a lei holandesa, uma vez que a holandesa legaliza as
“smartshops” desde que os rotulos e a identificagdo estejam explicitos e rigorosos quanto
a todos os ingredientes da composic¢do do produto, e somente considera ilegal a venda
dissimulada de substancias psicotropicas (76). Em Portugal, a venda dissimulada a precos
reduzidos tornou-se habitual sob diversas formas, tendo-se tornado rapidamente um
problema de saude puablica e, consequentemente levado ao encerramento destes
estabelecimentos, devido a implementagédo do Decreto-lei n.°54/2013 (77).

Atualmente, 0 aumento do consumo destas novas substancias, especialmente nas
faixas etarias mais jovens, tem sido notorio e presume-se ser devido ao crescente numero
de NSP, a evolugédo e ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, ao baixo custo da
sintese de compostos organicos, a globalizacdo comercial, a facil disponibilidade de
reagentes e principalmente a facilidade de acesso (60).

No final de 2019, o EMCDDA monitorizou mais de 790 novas substancias
psicoativas, 53 delas detetadas pela primeira vez na Europa no referido ano (Figura 6)
(34).
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Figura 6 - NUmero e principais grupos de NSP notificadas pela primeira vez ao mecanismo de alerta rapido
(EWS) da UE, entre 2008 e 2019 (adaptado de (36))
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De acordo com a Portaria n°154/2013 anexada ao Decreto-Lei n°54/2013, as novas
substancias psicoativas podem ser divididas em 7 categorias, sendo elas: feniletilaminas
e derivados, piperazinas e derivados, canabindides sintéticos, derivados/andlogos da
cocaina, derivados da catinona, plantas e respetivos constituintes ativos e “Outros”.

1.3.6. Legislacdo das drogas de abuso

Apos a aprovacdo da Convencdo das Nagdes Unidas contra o Tréfico llicito de
Estupefacientes e de Substancias Psicotropicas de 1988 e assinada por Portugal, foi
desenvolvida uma legislagdo de combate a droga em Portugal, o Decreto-Lei n.° 15/93,
de 22 de janeiro, que sofrera vérias atualizacbes sendo a versdo mais atualizada, a
vigésima quarta alteracéo, a Lei n.° 15/2020, de 29 de maio. Este Decreto-lei aprova o
regime juridico aplicAvel ao trafico e consumo de estupefacientes e substancias
psicotropicas e apresenta em anexo, em formato de tabelas, as plantas, substancias e
preparacdes sujeitas a controlo, nomeadamente ao regime revisto no respetivo decreto-
lei, sendo estas atualizadas de acordo com as alteracGes aprovadas pelos 6rgdos proprios
das Nacdes Unidas. Este Decreto-lei tem como objetivos a privacdo dos que se dedicam
ao trafico de estupefacientes, a adotacdo de medidas adequadas para controlar e fiscalizar
0s percursores, produtos quimicos, solventes e as substancias utilizadas para a produgéo
de estupefacientes e de psicotropicos, assim como reforcar e complementar as medidas
previstas na Convencdo sobre Estupefacientes de 1961 e na Convencéo sobre Substancias
Psicotropicas de 1971 (78,79).

A Lei n.° 15/2020 uma vez que se trata da vigésima quarta alteracdo do Decreto-
Lei n.° 15/93, aprova o regime juridico aplicavel ao trafico e consumo de estupefacientes
e substancias psicotropicas, porém acrescenta-lhe novas substancias, com adaptacdo da
Diretiva Delegada (UE) 2019/369 da Comissao, de 13 de dezembro de 2018, e aplicacéo
das decisbes da 62.2 Sessdo da Comissdo dos Estupefacientes das Nacbes Unidas,
realizada em marco de 2019, com o intuito de incluir novas substancias psicoativas na
definicdo de droga (78,79).

Desde 2001, ap0s a entrada em vigor da Lei n.° 30/2000, de 29 de novembro, em
todo o territério nacional, que 0 consumo, a aquisiGao e a posse para consumo proprio de
plantas, substancias ou preparacfes presentes nas tabelas | a IV anexas ao Decreto-Lei n.°
15/93, de 22 de janeiro, deixaram de ser considerados crime em Portugal, ou seja, 0
consumo foi descriminalizado, mas ndo foi despenalizado. Deste modo, consumir
substancias psicoativas ilicitas continua a ser um ato punivel por lei, porém ja ndo é crime,
mas sim uma contraordenacdo (80,81).

A Lei n.° 30/2000, de 29 de novembro, frequentemente denominada de “lei da
descriminalizacdo do consumo”, define o regime juridico aplicavel ao consumo de
estupefacientes e substancias psicotrépicas, bem como a protecao sanitaria e social das
pessoas que consomem tais substancias sem prescri¢cdo médica e distingue o consumo do
trafico, em que o consumo €é penalizado e o trafico é criminalizado. Para além disso, esta
lei cita que “a aquisi¢o e posse para consumo proprio de plantas, substancias ou
preparacdes presentes nas tabelas supracitadas e anexadas ao Decreto-Lei n.° 15/93 néo
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pode exceder a quantidade necesséria para 0 consumo médio individual durante o periodo
de 10 dias”. Esta lei permitiu ainda que a forma como o consumidor de drogas € visto
pela sociedade mudasse, deixando de ser considerado como um criminoso e passando a
ser considerado como um individuo que precisa de ajuda e de apoio especializado (80,81).

1.3.6.1. Legislacdo das NSP
1.3.6.1.1.Na Europa

Atualmente, a legislacdo das NSP na Europa varia de pais para pais, ou seja, em
funcdo da droga e do préprio pais, as san¢Ges aplicaveis ao fornecimento de droga variam,
podendo resultar de inumeros fatores, nomeadamente de fatores histéricos e culturais que
influenciam diretamente o sistema penal, assim como as diferentes opinides nacionais
sobre a eficacia da condenacdo. Em todos os paises europeus a venda de droga é crime,
no entanto como referido anteriormente é punido com diferentes sangdes consoante a lei
do respetivo pais, apesar da comum finalidade a toda a Europa de as proibir (82,83). As
sancOes legais aplicaveis por posse de drogas na Europa para consumo proprio,
nomeadamente a pena de prisao, variam em funcédo do tipo de droga, da quantidade e do
proprio pais (Figura 7).

' Prisdo por qualquer posse de drogas :
Prisdo por posse de drogas, mas ndo VO
para uma pequena quantidade de R
canabis

© Possededrogas menores ndoda
prisdo

ay

Figura 7 - Sancdes legais: possibilidade de priséo por posse de drogas para uso pessoal (delito menor)
(adaptado de (84))

Em 1997, o Conselho da Europa criou uma acao conjunta (Joint Action) com o
objetivo de resolver a questdo das NSP que ndo se enquadravam nas regras definidas pelas
convencdes internacionais sobre drogas. Em 2005, foi ampliado o &mbito da Joint Action
e foi definido o conceito de NSP bem como o intercambio de informagdes, avaliacdo de
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riscos associados ao consumo e de controlo de estupefacientes e substancias
psicotropicas, incluindo as NSP, através do EMCDDA, do Conselho da Europa e da
EUROPOL. Ainda na mesma fase, foi criado o Mecanismo de Alerta Rapido (Early
Warning System — EWS) que consiste num sistema europeu que permite o intercambio
rapido de informagdes sobre as NSP entre os Estados-Membros, para a sinalizacéo
permanente e para a detecdo e investigacao do aparecimento de NSP. Este sistema permite
arecolha e a anélise de informacao de forma rapida, relevante e fiavel, para uma avaliacéo
dos riscos associados ao consumo de NSP, de modo a sustentar a tomada de decisdes
quanto as medidas aplicaveis ao controlo de estupefacientes e substancias psicotropicas
que sejam também aplicaveis a estas novas substancias (32,85).

O sistema EWS inclui trés etapas fundamentais, sendo que a primeira consiste
na emissao de um alerta para a identificacdo de novas drogas que sejam detetadas no
mercado europeu, atraves da passagem de informacéo entre diferentes paises. A segunda
consiste num mecanismo para a avaliagdo dos riscos associados a estas drogas pelo
EMCDDA, caso o tipo de alerta o permita e, a terceira num processo de tomada de decisao
politica colocando as substancias em causa sob controlo dos Estados-Membros (32,85).

Na pratica, cada vez que € detetada uma nova substancia psicoativa no mercado
europeu, os Estados Membros transmitem a informacdo da producéo, do trafico e do
consumo dessa substancia ao EMCDDA e a Europol através dos pontos focais nacionais
da Rede Europeia de Informacgdo sobre Droga e Toxicodependéncia (REITOX) e das
Unidades Nacionais da Europol (32,85).

A REITOX, criada no inicio dos anos 90, é constituida pelos Pontos Focais
Nacionais (PFN) dos 27 Estados-Membros da Unido Europeia, pela Noruega, pelo pais
candidato Turquia e pela Comisséo Europeia. Sob a responsabilidade dos seus governos,
0s Pontos Focais sdo as autoridades nacionais responsaveis pela recolha e envio de
informacdes sobre drogas e toxicodependéncia ao OEDT (32,85).

1.3.6.1.2.Em Portugal

Em Portugal, o Ponto Focal é o Servico de Intervencdo nos Comportamentos
Aditivos e nas Dependéncias (SICAD) que, recebe e distribui os pedidos de informac6es
sobre as novas substancias psicoativas através da rede nacional constituida somente por
parceiros institucionais, como o Instituto Nacional de Emergéncia Médica (INEM), o
Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF), a Autoridade
Nacional do Medicamento e Produtos de Saude (INFARMED), a Policia de Seguranca
Pablica (PSP), a Guarda Nacional Republicana (GNR), a Policia Judiciaria (PJ), entre
outros. Quando o SICAD recebe informacdo de uma nova substancia psicoativa,
encaminha-a para o OEDT, que por sua vez partilha-a com a EUROPOL. Caso a
EUROPOL tenha conhecimento acerca desta, partilha-a com o OEDT que posteriormente
informa os Pontos Focais Nacionais, nomeadamente o SICAD em Portugal, que transmite
a informagé&o pela rede nacional (32,53,85).
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Quando o OEDT e a EUROPOL consideram fundamental analisar com
pormenor 0s riscos do consumo de uma nova substancia, elaboram um relatorio e
encaminham-no para a Comisséo Europeia e para a Agéncia Europeia do Medicamento.
Por sua vez, o Conselho da Unido Europeia pode solicitar uma analise de risco a um
Comité Cientifico que elabora um relatorio sobre a tematica e é com base neste que o
Conselho decide se a substancia deve ou ndo ser colocada sob medida de controlo.
Existem essencialmente 2 premissas para que o Mecanismo de Alerta Rapido (EWS)
funcione eficazmente, uma é a rapidez, em que os alertas nunca devem ser transmitidos
pela rede nacional num prazo superior a 72 horas, e a outra é o alto grau de validade
cientifica na recolha de dados e informacBes por profissionais, peritos e decisores
politicos (85).

A primeira legislagdo que saiu em Portugal sobre as NSP foi a 22 de janeiro de
1993, o Decreto-lei n.° 15/93 que, posteriormente foi alterado pela Lei n.° 13/2012 que
define o “regime juridico do trafico e consumo de estupefacientes e substancias
psicotropicas”. No entanto, esta alteracdo ndo resolveu a problematica das “smartshops”,
especialmente no arquipélago da Madeira onde houve um elevado nimero de ocorréncias
de comercializacdo de novas substancias que ndo se enquadravam nas tabelas das
substéancias proibidas. E nesta sequéncia que surge a primeira decisdo legislativa ao nivel
da tutela penal, o Decreto Legislativo Regional n.° 28/2012, que aprova normas para a
protecdo dos cidad&os e para a reducdo da oferta destas substancias, com a implementacao
de um regime contraordenacional de proibicdo de novas drogas, com base no mecanismo
de alerta rapido e na avaliagdo dos riscos do consumo destas NSP, o que levou ao
encerramento das 6 lojas existentes no arquipélago. Neste sentido, o Ministério da Saude
considerou extremamente preocupante o impacto da oferta das NSP e da sua ilegalidade,
classificando-o como um problema de salde publica. Deste modo, considerou-se
indispensavel estabelecer medidas sanitarias contra a producdo, distribuicdo, venda,
importacdo, exportacdo, publicidade, entrega ou posse de substancias que surgissem no
mercado, dai a implementacéo a 17 de Abril de 2013 do Decreto-Lei n.° 54/2013 (32,75).

Este decreto define o “regime juridico da prevencdo e protecdo contra a
publicidade ¢ o comércio das novas substancias psicoativas” classificando-as como
substancias que ndo se encontram classificadas nem controladas pela legislacdo que, em
estado puro ou numa preparacao, podem representar uma ameaca para a saude publica
comparavel a das substancias previstas na legislacdo, com perigo para a vida ou para a
salde e integridade fisica, devido aos efeitos no SNC. Estas podem eventualmente induzir
alteracdes significativas a nivel da funcdo motora, como também ao nivel das funcdes
mentais, nomeadamente do raciocinio, juizo critico e comportamento com regulares
estados de delirio, alucinacdes ou extrema euforia, podendo causar dependéncia e, em
determinados casos, produzir danos duradouros ou mesmo permanentes na saude dos
consumidores. Este Decreto-Lei ainda determina a proibicdo da producdo, importacao,
exportacdo, publicidade, distribui¢do, venda, disponibilizacdo ou posse de NSP, exceto
quando destinadas para fins industriais ou para uso farmacéutico, desde que devidamente
autorizadas pelo INFARMED. Prevé ainda a detencéo e a possibilidade das autoridades
competentes realizarem analises e pericias previstas no referido Decreto-Lei e
determinarem o encerramento dos estabelecimentos onde as NSP sdo produzidas,
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distribuidas, vendidas, disponibilizadas, armazenadas e/ou para exportacdo, ou a
suspensdo da atividade quando esta tem fins com risco para a satde publica. Na sequéncia
da entrada em vigor deste Decreto-Lei, as “smartshops” em Portugal foram encerradas
pelas autoridades competentes, no entanto as NSP continuam a ser comercializadas e
encontram-se disponiveis na Internet e no mercado ilicito.

Simultaneamente ao referido Decreto-Lei foi publicada a Portaria n.° 154/2013,
que aprova a lista de Novas Substancias Psicoativas a que se refere o artigo 3° do Decreto-
Lei n.° 54/2013 (53,86).

1.4. Matrizes biologicas

A Toxicologia Forense pode separar-se em duas areas distintas de acordo com o
tipo de andlises solicitadas: ante e post-mortem. Consequentemente, a variedade de
matrizes biologicas passiveis de serem usadas na analise toxicologica varia em funcdo da
area de atuacdo. As matrizes preferenciais para colheita in vivo sdo 0 sangue, a urina, o
cabelo e o conteudo gastrico, enquanto post mortem s@o o sangue (periférico e cardiaco),
a urina, o humor vitreo, o contetido gastrico, a bilis e 6rgéos (principalmente o figado e
rim). Em casos particulares podem ainda ser colhidas no decorrer da autopsia outras
matrizes alternativas e adicionais como o liquido cefalorraquidiano, o liquido pericardico,
0 cérebro, o baco e 0 musculo esquelético, bem como unhas, suor ou até mesmo pele, de
forma a permitir e/ou complementar a investigacao toxicologica (10,87-91).

A escolha da matriz é fundamental uma vez que a analise e 0s respetivos
resultados dependem tanto do tipo de matriz como da sua quantidade, pelo que esta deve
ser suficiente para gque seja representativa e para que possa ser possivel a obtencdo de
conclusdes justificaveis. A escolha da matriz depende quase sempre do estudo a realizar,
sendo que na analise de drogas de abuso 0 sangue, a urina e o humor vitreo sdo as matrizes
bioldgicas mais comumente analisadas no SQTF-C. A utilizacdo do sangue deve-se ao
facto de este ser indicativo da exposicdo recente a substancias toxicas e a correlacdo entre
0s niveis sanguineos do toxico e os seus efeitos no organismo. Quanto a utilizacdo da
urina, esta apenas indica a exposi¢cdo ao toxico, sem evidéncia do tempo exato nem dos
possiveis efeitos. Relativamente ao humor vitreo, este comumente é utilizado como
matriz alternativa ao sangue em situac6es de trauma ou putrefacdo, uma vez que apresenta
maior estabilidade quando comparado com outras matrizes e também pelo facto de
algumas drogas apresentarem maior estabilidade nesta matriz do que no sangue, porém a
interpretacdo dos resultados obtidos para a maioria das drogas é complicada devido a
pouca literatura sobre as concentracdes destas substancias nesta matriz (10,92-94).

De seguida serdo abordadas as principais caracteristicas, assim como as vantagens
e as desvantagens das matrizes biologicas supracitadas.
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1.4.1. Sangue

O sangue é a matriz biologica de eleicdo em toxicologia forense, sendo
considerada a mais apropriada para a identificacdo de compostos toxicos, especialmente
para analises quantitativas, visto que € a matriz que melhor representa a correlacao entre
a concentracao do toxico e os respetivos efeitos. Esta matriz permite detetar inimeras
substancias, nomeadamente alcool, drogas de abuso, medicamentos, pesticidas e metais,
tanto in vivo como post mortem (10,92-94).

O sangue apresenta distintas vantagens, nomeadamente o facto de apenas com
uma Gnica matriz ser possivel identificar e quantificar compostos téxicos, tanto na sua
forma inalterada como na forma de metabolitos, ou seja, permite detetar toxicos logo ap6s
a sua administragéo, antes ou durante o seu metabolismo e antes da sua eliminagéo. Para
os exames de confirmacdo, o sangue é também considerado a melhor matriz, dado que a
presenca de compostos nesta é representativa da administracdo recente e do respetivo
estado de influéncia. O sangue total € assim a matriz mais utilizada para a detecdo de
substancias desconhecidas, sendo geralmente o sangue periférico a matriz de eleicdo para
a analise quantitativa de substancias confirmadas. O sangue também consiste numa
amostra analitica Gtil na obtencédo de resultados quantitativos devido a existéncia de uma
extensa base de dados, a partir da qual é possivel correlacionar as concentragdes das
substancias toxicas presentes no sangue de individuos antes e depois da morte com 0s
seus efeitos toxicos. Para além das referidas vantagens, o sangue pode ser colhido de
diferentes locais anatomicos e pode ser analisado através de inimeros métodos de analise.
A detecdo de substancias toxicas e seus metabolitos no sangue pode permitir a
determinacdo do consumo cronico ou agudo, da via de administracéo e/ou da ocorréncia
ou ndo de redistribuicdo post mortem (RPM) (95). Apesar das inumeras vantagens do
sangue, esta matriz também apresenta desvantagens, nomeadamente o facto das
concentragdes de substancias serem sujeitas a alteracdes post mortem, o local de colheita
poder influenciar as concentracBes das substancias toxicas, a existéncia de uma grande
variacdo na correlacdo interpessoal das concentracfes de substancias com os efeitos, as
amostras post mortem estarem frequentemente coaguladas ou hemolisadas e a possivel
distribuicdo desigual das substancias entre o plasma e o sangue total (10,94,96). A
utilizacdo do sangue como matriz biologica para fins de triagem pode exigir uma
preparacdo da amostra e apresenta uma janela de detecdo relativamente baixa quando
comparada com outras amostras, como a urina e o cabelo, ou seja, algumas substancias
sdo detetaveis por periodos de tempo relativamente curtos no sangue quando comparados
com outras matrizes, pelo que nestas situacdes estas matrizes poderdo ser uma escolha
mais adequada para fins de triagem (95).

Apesar da complexidade do sangue e dos possiveis fendmenos de RPM que
podem dificultar a sua analise, alguns critérios de interpretacdo de resultados permanecem
validos, nomeadamente quando é obtido um resultado analitico negativo, isto é, inferior
ao limite de detecdo definido pelo método utilizado, podendo ser interpretado como a
inexisténcia de uma exposi¢do aguda a substancia em causa, enquanto a obtengdo de
concentragdes do sangue que excedam 10 a 20 vezes a concentracdo terapéutica sera
coerente com uma situacdo de intoxicacdo ou de morte. Para além disso, quanto maior

25



As drogas de abuso em contexto forense

for a razdo da concentracao substancia/metabolito maior sera a probabilidade de se tratar
de um caso de intoxicagdo aguda (97).

A interpretacdo dos resultados é extremamente complexa nos casos em que as
substancias presentes nas amostras de sangue cardiaco sofrem RPM e se encontram
presentes em concentracdes que variam entre o limite maximo terapéutico e o limite
minimo para o qual foram reportados casos de intoxicagcdo ou morte. Nestes casos, a
andlise de uma amostra de sangue periférico pode ser decisiva para avaliar o papel que a
substancia teve na vitima pelo que, sempre que possivel, devem ser colhidas durante a
autopsia amostras de sangue post mortem provenientes de dois locais distintos, do coracao
(sangue cardiaco) e dos vasos periféricos (sangue periférico) (97,98). Caso ndo seja
realizada a autopsia, apenas o sangue periférico deve ser coletado. A concentracdo de uma
substancia deve, sempre que possivel, ser determinada em duas ou mais amostras
independentes, uma vez que o valor de um resultado de uma Unica amostra é limitado, a
menos que a distribuicdo da substancia seja conhecida, o que ndo acontece na maioria das
substancias (97).

O local de colheita de sangue post mortem € determinante, visto que as
concentragdes sanguineas post mortem de muitas substancias podem diferir intensamente
quando colhidas de diferentes locais, podendo esta distribuicdo heterogénea de analitos
dever-se a falta de equilibrio da distribuicdo ante mortem ou a alteragdes post mortem,
nomeadamente a RPM. O sangue periférico ¢ um indicador mais confiavel das
concentracdes ante mortem do que o sangue cardiaco, sendo este considerado adequado
apenas para fins de triagem qualitativa inicial (95).

A colheita de sangue deve ser realizada de forma cautelosa para evitar a
contaminacgdo da amostra de 6rgédos adjacentes ou do conteudo gastrico (98).

O local anatémico da colheita de sangue deve ser sempre registado no roétulo do
tubo de colheita, sendo que este deve conter uma quantidade de fluoreto de sodio,
responsavel pela inibicdo da converséao de glucose em etanol e da oxidacgéo do etanol, por
acdo dos microrganismos e a conversao post mortem, pela acdo de colinesterases
(93,97,99). O fluoreto de sodio também € responsavel pela reducdo da perda, por acao
enzimatica, de alguns ésteres (10,100).

O sangue cardiaco deve ser colhido preferencialmente da cavidade direita, porém
devido a ocorréncia de fendmenos de RPM a utilizacdo deste tipo de amostra em analises
quantitativas deve ser evitada, sempre que seja possivel (97). Dado o grande volume
disponivel, o sangue cardiaco é Util para a triagem e analises qualitativas (101).

Relativamente ao sangue periférico post mortem, este deve ser colhido através da
veia femoral, iliaca ou subclavia, uma vez que estes locais geralmente sdo menos afetados
por alteracbes post mortem na concentracao de substancias (97). O sangue periférico é a
amostra de elei¢cdo para a determinacdo de alcoolemia e quantificacdo de substancias de
interesse médico-legal. O sangue periférico encontra-se disponivel em menor volume,
devendo ser sempre colhido para a analise toxicoldgica. A colheita do sangue periférico
post mortem na veia femoral deve-se ao facto de este se encontrar relativamente isolado
dos drgdos internos do térax e do abddémen e, portanto, menos influenciado pelo
fendmeno de RPM (101). Recomenda-se a colheita para um recipiente de plastico
contendo um anticoagulante como o fluoreto de sodio, no inicio da autdpsia, de forma a
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impedir eventuais contaminag@es. O tubo de colheita deve, se possivel, ficar totalmente
preenchido com a amostra, a fim de diminuir a perda de compostos volateis, como o
etanol, no momento da abertura do tubo no laboratério. A pesquisa de tdxicos volateis no
sangue periférico exige condicBes de colheita bastante rigorosas de modo a evitar a perda
parcial ou total destes toxicos. Para a anélise de amostras de sangue ante mortem também
se recomenda a colheita de sangue para um tubo com anticoagulante, nomeadamente o
fluoreto de sddio (98,101).

A dose de uma substéancia esta relacionada com a sua concentragao no sangue em
individuos vivos, motivo pelo qual o sangue € utilizado como a amostra preferencial em
toxicologia post mortem (3).

Na colheita de sangue periférico ante mortem nao se deve recorrer a utilizacéo de
zaragatoas antissépticas contendo alcoois ou iodo para desinfetar a pele antes da puncéo
Venosa, visto que estas podem provocar a sua contaminagdo (101).

1.4.2. Urina

A urina é o principal liquido de excre¢do do organismo e consiste numa das
matrizes biologicas mais utilizadas em toxicologia forense na detecéo de drogas de abuso,
guer em casos ante mortem, quer em casos post mortem. Esta matriz permite a analise
qualitativa tanto das substancias toxicas como também dos seus metabolitos, pelo que é
uma importante ferramenta na analise toxicoldgica para verificar a exposicdo a
substancias toxicas (102).

A urina € uma amostra biologica significativamente menos complexa que o
sangue, uma vez que contém uma pequena quantidade de macromoléculas, devido ao
processo de filtragdo renal, o que simplifica a preparacéo da amostra para analise (88,97).
A urina é composta essencialmente por agua (95-98%), ureia, acido Urico, creatinina e
iGes, nomeadamente sddio, potassio, cloro e magnésio (3,88,102,103). O facto de a urina
ser constituida maioritariamente por agua e por pequenas quantidades de substancias
organicas e inorganicas e, ainda por acumular as substancias consumidas e 0s seus
metabolitos em concentracGes relativamente altas, esta amostra é particularmente
indicada para a utilizacdo em testes imunoenzimaticos (imunoensaios), que permite a
triagem rapida de alguns grupos de substancias com significativo interesse médico-legal
e geralmente com pouca ou henhuma preparacdo da amostra (95,97,98,104,105).

A urina consiste numa matriz bioldgica que apresenta inimeras vantagens para a
detecdo de uma grande variedade de substancias quando comparada com outras matrizes
bioldgicas, nomeadamente pelo facto de estar prontamente disponivel, a sua colheita €
ndo invasiva, tem habitualmente um grande volume disponivel e elevadas concentracGes
de substancias toxicas e/ou dos seus metabolitos (88,105). Esta matriz permite a
determinacdo de concentracGes detetaveis das substancias toxicas, mesmo quando estas
sdo administradas em doses terapéuticas e, em alguns casos, determinar concentracdes de
substancias toxicas cem vezes superiores as determinadas no sangue (105). Para além das
vantagens referidas, a urina também permite detetar a presenca de diversas substancias e
seus metabolitos excretadas poucas horas apds o0 seu consumo e podem continuar a ser
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detetaveis durante varios dias ou semanas apés o Gltimo consumo, sendo as concentragdes
de drogas e dos seus metabolitos geralmente maiores que no sangue (95).

A janela de detecdo da urina € maior do que na maioria das outras matrizes, ou
seja, as drogas geralmente podem ser detetadas na urina por um periodo de tempo maior
do que no sangue e outras matrizes, porém depende de alguns fatores, como a dose, a via
de administragdo, o metabolismo e a eliminacdo das substancias, como também da
especificidade e limite de detecdo da metodologia analitica utilizada. O fator via de
administracdo influencia na quantidade da substancia que € absorvida e 0 metabolismo
influencia no tipo e na quantidade de metabolitos que se formam, o que provoca o
aumento ou a diminuicdo da janela de detecdo. A janela de detecdo de drogas de abuso
na urina pode variar de 24 horas a um més, dependendo maioritariamente da substancia
(3,97,106).

Apesar das inimeras vantagens da urina como matriz bioldgica, esta também
apresenta algumas desvantagens como a necessidade de supervisdo durante a colheita,
dado o elevado risco de adulteracdo da amostra, pelo que é fundamental garantir que a
amostra realmente pertence ao individuo que esta a ser examinado, como também a
auséncia de uma correlacdo com o estado de influenciado e o facto de raramente ser
possivel uma analise quantitativa (104,107).

Nos casos de colheita de urina post mortem, existem trés desvantagens incluindo
a possibilidade de inexisténcia de urina, uma vez que € comum que a bexiga se esvazie
durante o processo de morte, a possibilidade de ndo se detetar a droga original, uma vez
que muitas drogas sdo rapidamente metabolizadas ou estdo presente em concentracoes
relativamente baixas e a dificuldade de interpretar as concentracfes da maioria das drogas
presentes na urina, uma vez que ndo existe uma correlacdo direta entre a concentracéo da
droga na urina e o sangue. O facto de ndo existir uma correlacdo com os niveis sanguineos
esta associada ao facto de a urina ndo ser um fluido circulante, mas sim um residuo
coletado na bexiga. As concentracdes das drogas e seus metabolitos na urina dependem
do tempo de formacdo da urina em relacdo a colheita e ingestdo das drogas. A urina
também ndo apresenta uma correlacdo com efeitos toxicos no momento da colheita, sendo
a bexiga um reservatério e, ao contrario do sangue, ndo esta em equilibrio com os tecidos
(3,101).

A urina colhida durante a autopsia pode fornecer informacdes qualitativas sobre a
exposicdo a determinada substancia ante mortem, nomeadamente drogas de abuso,
podendo a sua presenca ser detetada entre algumas horas até varias semanas apos a
ingestdo, em funcdo da natureza da mesma. A acumulacdo nesta matriz de substancias
toxicas e respetivos metabolitos resulta muitas vezes na ocorréncia de concentracdes
elevadas, facilitando a detecdo dos toxicos (97).

Porém, em casos de morte devido ao consumo de drogas, em que o tempo de
sobrevivéncia é inferior a uma hora, as drogas nao sao excretadas e, como tal, a urina nao
constitui uma matriz ideal para a dete¢do da substancia consumida, ou seja, 0s resultados
podem ser negativos se a morte ocorrer perto no momento da ingestéo (97,101).

A identificacdo positiva de substancias toxicas na urina confirma o consumo
dessas, porém ndo indica a quantidade ingerida e/ou a data de ingestdo, e, no caso
concreto das drogas de abuso, nada prevé quanto ao estado de influenciado, pelo que para
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interpretar o contexto de consumo, o sangue deve ser testado para os analitos encontrados
na urina (97). Nos casos em que existe a suspeita de que a morte terd ocorrido logo apds
0 consumo da substancia (presenca de um recipiente suspeito ou de uma agulha com
seringa no brago do cadaver), os achados negativos da substancia na urina podem ser
consistentes caso as concentracdes sanguineas dessa substancia sejam elevadas (97).

De forma a evitar alteragcbes nas concentracGes dos analitos provocadas pela
degradacdo bacteriana, as amostras de urina devem ser preservadas através da
refrigeracdo e/ou congelacdo das amostras até a sua analise, uma vez que parece ser a
melhor solucéo de preservacéo (88,104,107).

1.4.3. Humor vitreo

O humor vitreo € um fluido gelatinoso e viscoso, localizado no interior do globo
ocular, e composto essencialmente por agua (98-99%) e quantidades vestigiais de acido
hialuronico, glicose, ides, catides, anides e colagénio (95,98). Dada a sua localizacéo,
relativamente inacessivel e protegida de trauma pelo osso orbital e pelo olho, e a sua
composicao, o humor vitreo encontra-se menos suscetivel de contaminacéo, putrefacédo e
redistribuicdo post mortem (95,98,101). Deste modo, as substancias distribuidas nesta
matriz sofrem pouca ou nenhuma sintese e/ou degradacéo, pelo que o humor vitreo €
geralmente utilizado como matriz para a detecdo de substancias quando outras matrizes
ndo estdo disponiveis devido a trauma ou putrefacdo (95). Para além disso, 0 humor vitreo
ndo é afetado pelo embalsamento, pelo que € uma excelente matriz alternativa ao sangue
em casos de embalsamento (95,101). A composicdo relativamente simples do humor
vitreo permite que seja analisado por métodos que requerem pouca ou nenhuma
preparacdo de amostra (95).

O humor vitreo apresenta um papel importante na interpretacdo de alguns
resultados toxicolégicos como matriz alternativa ao sangue, particularmente em corpos
em estado de decomposicao. Pode permitir distinguir a ingestdo de alcool ante mortem e
a formacdo de alcool post mortem, pelo que esta matriz deve ser colhida sempre que
possivel (3,50,98,101).

Esta matriz tem sido cada vez mais utilizada na determinacao de drogas, uma vez
que algumas drogas e seus metabdlitos, como a cocaina, a morfina e a 6-acetilmorfina séo
detetaveis no humor vitreo, porém outras drogas e seus metabolitos, como o THC e o seu
metabolito THC-COOH, sdo menos detetaveis, mesmo quando presentes na urina e/ou
no sangue (95,103).

Algumas drogas de abuso tém-se demonstrado mais estaveis no humor vitreo que
no sangue, o que possivelmente pode ser explicado pela inexisténcia de esterases no olho.
A auséncia destas enzimas, responsaveis pela hidrélise de determinadas substancias e
metabolitos no sangue, torna o humor vitreo relevante para a detecdo de algumas drogas
e metabolitos, uma vez que ndo ocorre a reducdo de concentracdes de determinadas
substancias (3,95,98,101,103,108).

Dada a localizagdo do humor vitreo, existe uma demora na absorcao de drogas e
alcool nesta matriz, bem como uma demora no processo de excre¢do, pelo que as
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concentracOes de drogas presentes no humor vitreo refletem as concentragdes sanguineas
circulantes 1 a 2 h antes da morte, ou seja, as concentragGes presentes no humor vitreo
ficam abaixo dos niveis sanguineos aproximadamente 1 a 2 h (50,101).

O humor vitreo é uma matriz bioldgica de colheita acessivel e que permanece
estéril até trés dias ou mais ap6s a morte, pelo que apresenta maior estabilidade quando
comparado com outras matrizes. Trata-se ainda de uma matriz com facilidade de analise
e pouca ou nenhuma preparacdo da amostra. Porém apresenta um volume disponivel
limitado, motivo pelo qual é aconselhado que a amostra coletada de cada olho seja
combinada num unico recipiente, devidamente identificado (50,98,101). O humor vitreo
apresenta também dificuldade de interpretacdo dos resultados para grande parte das
drogas, uma vez que existe pouca informacdo literaria sobre as concentragcdes de
substancias nesta matriz (3).

Como os analitos sdo transportados da corrente sanguinea por transporte ativo e
passivo atraves da barreira sangue-retina, o humor vitreo esta mais préximo do sangue do
que da urina como material de amostra, 0 que 0 torna uma amostra similar ao sangue
(106).

Na analise do humor vitreo, quando o resultado € positivo para etanol pode-se
suspeitar 0 consumo ante mortem enquanto que se for negativo, com amostra de sangue
positiva, pode-se suspeitar de producdo de etanol post mortem no sangue devido aos
processos de putrefacdo (101).

1.5. Cadeia de custddia

A cadeia de custddia consiste na documentacdo da historia cronoldgica das
amostras em todas as etapas desde a sua colheita até a sua destrui¢édo. O principal objetivo
da cadeia de custddia é garantir a idoneidade e rastreabilidade das amostras utilizadas em
processos judiciais de forma a evitar adulteracbes, nomeadamente alteracdes,
substituicdes, contaminagdes ou destruicdes (97,108,109).

A cadeia de custodia envolve duas componentes, uma até chegar ao SQTF e outra
dentro do SQTF. A primeira inclui as etapas de colheita, acondicionamento, transporte e
entrega das amostras no laboratério e a segunda inclui a rececdo e armazenamento das
amostras, manuseamento, analise e por fim a sua destruicéo, pelo que o laboratorio apenas
é responsavel por esta segunda. Para garantir o cumprimento da cadeia de custddia, as
amostras e as respetivas requisi¢des toxicologicas devem ser colocadas nos diversos
contentores de recolha e recipientes de envio ao SQTF.

1.5.1. Colheita, acondicionamento, transporte e entrega

A colheita das amostras bioldgicas deve obedecer a um conjunto de
procedimentos estandardizados e documentados para garantir a validade dos resultados.
Apdbs colhidas e acondicionadas as amostras bioldgicas, estas devem ser
transportadas o mais rapidamente possivel até ao SQTF em condicGes de temperatura
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apropriadas. Na rececdo, as amostras bioldgicas devem ser sempre acompanhadas das
respetivas requisi¢cdes das andlises solicitadas ao SQTF.

1.5.2. Rececédo, registo e armazenamento

A rececdo das amostras e das respetivas requisi¢cdes consiste na primeira etapa da
cadeia de custddia intralaboratorial. E realizada a verificagio das amostras recebidas com
as informacOes descritas na requisicdo. Posteriormente as amostras sdo rotuladas,
registadas e armazenadas em camaras frigorificas.

A requisicdo enviada com as amostras para 0 SQTF contém o0s seguintes campos:
identificacdo da vitima; informacGes do caso; identificacdo da(s) amostra(s) colhida(s) e
enviada(s); identificacdo das andlises a realizar; identificacdo do remetente, auxiliando o
toxicologista na conducdo das pericias toxicoldgicas.

Ap0s a rececdo das amostras no laboratorio, cada amostra deve ser rotulada com
as seguintes informacdes: o0 numero do processo, nome da vitima, o tipo de amostra a que
corresponde o contetido do recipiente e o local anatomico da colheita, a assinatura do
examinador, a data e hora da colheita.

Quando s&o recebidas amostras, nas quais se observe algum tipo de anomalia, isto
€, com caracteristicas inadequadas, como o volume insuficiente ou o acondicionamento
incorreto, o laboratorio regista todas as ocorréncias.

1.5.3. Manuseamento e analise

1.5.3.1. Triagem ou exame de rastreio

A triagem no SQTF-C do INMLCEF, I.P. é realizada num analisador automatico
(Evolis Twin Plus System), cujo funcionamento tem por base reacdes imuno-enzimaticas,
nomeadamente no Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Este equipamento
permite uma triagem de drogas de abuso e de benzodiazepinas.

Do procedimento de triagem obtém-se um resultado qualitativo e é com base nesse
resultado que as amostras prosseguem ou nao para confirmacado, ou seja, se o resultado
da triagem for positivo as amostras seguem para confirmacdo, se for negativo segue para
relatorio. A triagem permite assim, quando perante um resultado positivo, encaminhar a
amostra para o procedimento de ensaio de confirmacao do grupo de substancias detetada
no procedimento de triagem (110).

1.5.3.2. Exame de confirmacao e quantificacao

O exame de confirmagdo consiste num procedimento qualitativo para um
determinado grupo de substancias realizado numa amostra de sangue que se destina a
identificacdo de uma ou mais substancias.
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A escolha do tipo de exame de confirmagdo a realizar depende do grupo de
substancias a confirmar. O exame de confirmagao permite confirmar a presenca de uma
ou mais substancias em amostras de sangue obtidas in vivo ou post mortem. As
substancias que forem confirmadas acima do limite de quantificagdo do método analitico
séo seguidamente quantificadas.

1.6. Escolha do padréo interno

O padré&o interno consiste numa substancia que deve ser diferente do analito, mas
estruturalmente semelhante, ou seja, com propriedades fisico-quimicas semelhantes as do
analito em estudo. N&o deve reagir com o analito ou com outro qualquer componente da
matriz e ndo deve estar presente na amostra para ndo interferir nos resultados (111,112).

O padrdo interno deve ser suficientemente estavel para que ndo se degrade durante
a preparagdo da amostra e ao longo de todas as etapas do processo de analise.

O padréo interno ideal seria o analogo deuterado da substancia em estudo, porém
nem sempre € possivel, dado o seu elevado custo e o facto de nédo existirem analogos
deuterados disponiveis comercialmente para todas as substancias (112,113). No SQTF
todas as drogas de abuso sdo analisadas com recurso a padrdes internos deuterados.

1.7. Preparacdo da amostra

A preparagdo da amostra consiste na primeira etapa do procedimento analitico e
€ uma das etapas mais importantes, se ndo a mais importante da analise toxicologica. Esta
etapa tem como objetivo a purificacdo da amostra, isto é, a remocdo de eventuais
interferentes da matriz. A purificacdo permite ndo s6 que o analito em estudo seja
analisado, impedindo que os interferentes da matriz afetem a analise, obtendo-se
cromatogramas mais limpos, como também previne a degradacdo das colunas
cromatograficas, aumentando o seu tempo de vida, dado que amostras mais limpas
provocam menos danos no equipamento analitico (114,115). A preparacdo da amostra
consiste assim na extracdo dos analitos de interesse presentes numa matriz bioldgica,
composta por diferentes tipos de interferentes, como proteinas, lipidos, sais minerais,
entre outros.

Existem diversas técnicas de preparacdo da amostra utilizadas na analise
toxicoldgica que permitem extrair os analitos de interesse, bem como concentra-los e
purificad-los, no sentido de eliminar os interferentes e aumentar a sensibilidade e
seletividade analitica, sendo as mais comuns a centrifugacao, a precipitacdo, a extracdo
liquido-liquido (LLE), a extracdo em fase sélida (SPE), a microextracdo em fase solida
(SPME) e a derivatizacdo.

A qualidade da preparacdo da amostra é fundamental para o sucesso da anélise
de matrizes bioldgicas complexas, influenciando a capacidade de dete¢do do método
analitico.
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1.7.1. Técnica de extracdo em fase solida (SPE)

A escolha do procedimento extrativo e do adsorvente é fundamental uma vez
que os procedimentos extrativos podem variar muito em termos de especificidade,
limpeza e eficiéncia de extragcdo (116). A escolha entre a LLE e a SPE, depende
essencialmente do tipo de amostra e das propriedades dos analitos a extrair (117).

A extracdo em fase sélida (SPE) é uma das técnicas de separacdo mais utilizadas
desde os anos 80, uma vez que apresenta inimeras vantagens que se destacam em relacao
as restantes tecnicas, nomeadamente em relacdo a LLE, porém também apresenta
desvantagens (116).

A SPE consiste numa técnica simples de extrema importancia em andlises
toxicoldgicas e de grande versatilidade, uma vez que apresenta uma vasta aplicacdo, como
a analise de drogas de abuso em diversas matrizes bioldgicas, anélise de residuos de
poluentes em amostras ambientais, entre muitas outras (116,118). As principais vantagens
da SPE incluem a retencéo seletiva dos analitos de interesse, a realizacdo simultanea dos
processos de purificacdo e pré-concentracdo da amostra, o baixo consumo de solventes
organicos, a facilidade de execucdo, a extracdo eficiente de medicamentos e drogas, a
protecdo da coluna analitica, a ndo formacdo de emuls@es, a possibilidade de automacéo,
bem como a utilizacdo de pequenos volumes de amostra. Para além disso, a SPE néo
apresenta alguns dos problemas da LLE, especialmente as separac6es de fase incompleta,
as reduzidas recuperacgdes quantitativas e a recorrente utilizacdo de material quebravel
(119,120). A principal desvantagem da SPE coincide com o bloqueio dos poros da fase
extratora pelos componentes da matriz. Outra desvantagem da SPE inclui a possibilidade
de ocorrer adsorcdo irreversivel dos analitos na coluna extratora, impedindo a sua
recuperacao.

Até entdo, a SPE tem sido considerada uma técnica mais eficiente e flexivel que
a LLE, apresentando um maior rendimento quantitativo de extracdo, de facil e rapida
execucdo e de baixo custo e, em casos de equipamentos mais sofisticados, permite a sua
automatizacdo (116,119-122). Para além disso, a SPE permite obter niveis de
recuperacdo de analito mais elevados e produzir extratos mais limpos (120). A SPE tem-
se demonstrado adequada para um pequeno volume de amostra e para que os analitos
presentes em baixas concentracoes sejam identificados na etapa de analise seguinte (104).

Esta técnica permite diversos tipos de interacGes, incluindo a adsorcédo, pontes
de hidrogénio, interacdes polares (hidrofilicas) e apolares (hidrofdbicas), trocas idnicas
(cationicas e anionicas) ou exclusdo molecular, ao contréario da LLE que apenas permite
equilibrios de particdo da fase liquida. Tal diversidade de interacGes e aplicacdes
analiticas na SPE deve-se aos inimeros tipos de adsorventes disponiveis para esta técnica
de extracdo (121,123).

A SPE tem por base a utilizacdo de pequenas colunas de extracdo descartaveis,
que contém a fase solida (fase estacionaria) imobilizada entre duas membranas de
retencdo. Estas colunas encontram-se disponiveis com diversos tipos de enchimento,
sendo estes constituidos por diferentes grupos funcionais e escolhidos de acordo com a
aplicacdo e o objetivo do estudo. Geralmente, estas colunas sdo de polipropileno e contém
cerca de 50 a 500 mg de fase estacionaria com particulas de cerca de 40-60 um e poros
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com aproximadamente 60A de didmetro (116,119,122,124-126). Os analitos de interesse
encontram-se dissolvidos ou suspensos numa solugdo sendo, posteriormente, separados
dos restantes analitos presentes na mistura, de acordo com as suas propriedades fisicas e
quimicas (104). A separacdo por SPE baseia-se na afinidade preferencial do analito ou da
impureza pela fase estacionaria (118).

O processo de SPE pode ser dividido teoricamente em quatro etapas, sendo elas:
0 acondicionamento da coluna, a aplicacdo da amostra, a lavagem da coluna e a eluigéo
dos analitos (Figura 8). Para que ocorra uma melhor adsor¢do dos analitos na coluna, por
vezes é necessario, antes da extracdo, na fase de tratamento da amostra, proceder a acertos
de pH, polaridade e/ou viscosidade (104,119).

O acondicionamento da coluna consiste na ativacdo da fase sélida presente na
coluna, através da adicdo de um solvente apropriado, podendo este ser apolar, uma
solucdo-tampdo ou um solvente ligeiramente polar, seguido da adi¢cdo de agua, que
embebe o material adsorvente da fase sélida e promove a solvatacdo dos grupos
funcionais das particulas que a constituem, sendo o metanol o solvente mais utilizado
para este efeito. O objetivo desta etapa € remover 0 ar que se encontra presente entre as
particulas da fase sélida da coluna e substitui-lo pelo solvente, promovendo assim a
ativacdo da coluna, ou seja, preparando a coluna para os mecanismos de adsorcao
(119,120,127,128). A seguir, a amostra centrifugada é adicionada a coluna, onde os
analitos ao passar pela fase estacionaria interagem com a coluna e ficam retidos. Esta
etapa € de extrema importancia devendo a amostra ser adicionada lentamente a coluna,
para que os analitos tenham tempo suficiente para se ligarem ao adsorvente. A etapa
seguinte consiste na lavagem da fase estacionaria da coluna, com um tampdo ou com um
solvente adequado, de forma a remover eventuais impurezas da matriz que ficaram retidas
no adsorvente, sem remover os analitos de interesse. Apds a etapa de lavagem, segue-se
a secagem completa das colunas (104). A etapa final da SPE ¢é a elui¢do do analito de
interesse, com recurso a um eluente que permita a quebra das ligacGes entre o analito e 0
adsorvente. Apés a obtencéo do extrato por SPE, este pode ser analisado diretamente por
cromatografia de gases ou pode ser evaporado a secura sob uma corrente de gas inerte,
com aquecimento controlado e reconstituido com um solvente organico adequado. A
reconstituicdo do extrato com um solvente puro é mais adequada para a inje¢do no
equipamento GC-MS.
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Figura 8 - Extracdo em fase s6lida (SPE) a: Coluna - fase sélida compactada entre dois filtros;

b: Acondicionamento — ativacéo da coluna com aplicacdo de um solvente apropriado; c: Aplicagdo da amostra
— adsorcao dos analitos de interesse; d: Lavagem da coluna — aplicagdo de um solvente apropriado para eluir
impurezas e manter os analitos de interesse, e: Eluigdo dos analitos — recuperacdo dos analitos de interesse
retidos na fase sélida (adaptado de (104))

1.7.2. Técnica de derivatizacdo

A derivatizacdo consiste na modificacdo quimica dos grupos funcionais de um
composto, permitindo a andlise cromatografica de substancias pouco volateis,
termolabeis e quimicamente instaveis (118,129-131).

A anélise de compostos por GC e GC-MS requer que estes sejam volateis a
temperaturas abaixo de 350-400°C e termicamente estaveis, ou seja, que Sejam
rapidamente vaporizadas sem que se degradem ou gque reajam com outras substancias. Se
a substancia ndo apresentar estas caracteristicas, é necessaria uma etapa prévia de
preparacdo da amostra, onde a substancia sera quimicamente modificada (derivatizada),
para adquirir as propriedades fisico-quimicas adequadas para a analise cromatografica
por GC-MS (129,130).

Deste modo, a derivatizacdo é usada na andlise de substancias com volatilidade
ou estabilidade inadequadas e/ou para melhorar o comportamento cromatografico ou a
detetabilidade de um composto. Habitualmente, amostras derivatizadas apresentam maior
volatilidade e melhor seletividade, estabilidade e detetabilidade. A derivatizacdo permite
assim melhorar/aumentar as caracteristicas de volatilidade e estabilidade de uma
determinada substancia, diminuindo a sua polaridade, bem como melhorar a resolucéo e
a simetria dos sinais cromatograficos (104,118,129-131).

A derivatizacdo para que seja eficaz deve originar um unico derivado para cada
substancia, devendo este ser estavel nas condi¢Ges de andlise e que ndo interaja com a
coluna analitica. Uma reacdo de derivatizacdo deve ser rdpida e completa, ndo causar
rearranjos ou alteragdes estruturais na substancia durante a formacao do derivado, ndo
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contribuir para a perda da substancia durante a reacdo, bem como também deve ser
reprodutivel e, em analises quantitativas, a curva de calibragdo deve ser linear (129,131).

A escolha do reagente derivatizante depende do grupo funcional que se pretende
derivatizar e dos outros grupos funcionais presentes na substancia, bem como da estrutura
quimica e das propriedades da substancia (131).

As reagdes de derivatizagdo mais utilizadas em cromatografia de gases sdo a
sililagéo, a acilacdo e a alquilagdo. Estas reacdes, de uma forma geral, consistem na
introducdo de um grupo especifico do reagente derivatizante na substancia em estudo,
isto é, ocorre a substituicdo do hidrogénio do grupo funcional, como -NH, -OH e -SH por
grupos sililo, acilo e alquilo, respetivamente, 0 que provoca a sua modificacdo quimica e
forma um derivado com propriedades fisico-quimicas apropriadas para a analise
instrumental, nomeadamente 0 aumento significativo da volatilizacdo das substancias a
analisar (118,129,130).

A sililacdo consiste na reacdo de derivatizacdo mais utilizada na andlise por GC-
MS, com o intuito de aumentar a volatilidade do analito. A trimetilsililacdo € o
procedimento de sililagdo mais comum, em que o hidrogénio ativo presente nos grupos -
OH, -SH, -NH ¢ substituido por grupos trimetilsilil (TMS), o que contribui para a
estabilidade quimica e térmica assim como para o0 aumento da volatilidade do analito. Os
reagentes N,O-bis-trimetilsilil-acetamida (BSA), 0 N,O-bis-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (BSTFA) e N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) e o
N-(ter-butildimmetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) sdo o0s reagentes
derivatizantes de sililagdo mais utilizados em métodos analiticos, devido ao seu elevado
poder de sililacdo e a alta volatilidade desses reagentes e subprodutos da reacéo,
demonstrando uma elevada eficacia na analise por GC-MS (118,129). Habitualmente é
utilizado um catalisador para aumentar o poder de sililacdo dos reagentes de forma a
derivatizar grupos funcionais estericamente impedidos ou para aumentar as taxas de
reacdo, sendo o trimetilclorossilano (TMCS), um dos catalisadores mais utilizados. Na
analise de drogas de abuso e dos seus metabolitos, 0 BSTFA com 1% de TMCS tem sido
amplamente utilizado como o derivatizante e catalisador mais versatil, demonstrando-se
a formacdo de produtos de reacdo mais volateis e termicamente mais estaveis
(118,129,130).

A acilacdo é uma reacdo de derivatizacdo utilizada em GC-MS, nomeadamente
para aminas primarias e secundarias, em que ocorre a modificacdo dos hidrogénios ativo
existentes nos grupos -NH2, -NH, - OH, -SH em esteres, tioésteres e aminas atravées da
introducdo de um grupo acilo (COCH3) por meio de reacdo com 0S reagentes
derivatizantes como o anidrido acético (AA), o anidrido trifluoracético (ATFA) ou o
anidrido pentafluorpropionico (PFPA), e catalisadas por calor, por meio acido ou béasico
(118,129).

A alquilacdo é a reacdo de derivatizacdo na qual ocorre a substituicdo de
hidrogénios ativos de grupos polares por um grupo alquilo ou arilo, em que os acidos
carboxilicos, alcoois, tiois, fendis, aminas primarias e secundarias e sulfonamidas sdo 0s
grupos funcionais mais sujeitos a sofrer este tipo de reacdo (118,129). A alquilagéo e
principalmente a metilagdo pode apresentar elevado interesse em diversas aplicagdes na
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andlise por GC-MS devido ao pequeno aumento na massa molecular e na volatilidade dos
compostos formados (129).

A reacdo de derivatizacéo realizada por acdo de micro-ondas tem-se demonstrado
significativamente eficaz na derivatizagcdo de substancias identificadas e quantificadas
por GC-MS. O aquecimento por micro-ondas ocorre diretamente na amostra, o que torna
a reacdo mais réapida (132-134).

A derivatizagdo acelerada por micro-ondas apresenta vantagens nas reacgoes
organicas, nomeadamente maior taxa de rendimento da reacdo, maior seletividade e
menor decomposic¢do térmica. O aquecimento por micro-ondas reduz significativamente
0 tempo necessario para a derivatizacdo de um composto, podendo ser reduzido de uma
hora para minutos. Conseguindo-se melhores resultados finais, uma vez que, também,
permite a reducdo de produtos secundarios nao pretendidos, tendo ainda a capacidade de
aquecer a amostra de uma forma uniforme (133-136).

1.8. Metodologia analitica
1.8.1. Cromatografia de gases acoplada a espetrometria de massa

A identificacdo das drogas de abuso, ap0s serem detetadas por imunoensaios no
procedimento de triagem, deve ser realizada através de uma técnica de cromatografia e/ou
espetrometria de massa que permita distinguir substancias com estruturas semelhantes
e/ou isdbmeros. As técnicas hifenadas mais utilizadas para a identificacdo deste tipo de
substancias sdo a cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa (LC-MS) e
cromatografia de gases acoplada a espetrometria de massa (GC-MS).

No SQTF do INMLCF, I.P. a técnica analitica utilizada na confirmacao e
quantificacdo de drogas de abuso € a cromatografia de gases acoplada a espetrometria de
massa com ionizacgdo por impacto eletrénico (GC-MS-EI).

A cromatografia de gases acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) consiste
numa técnica hifenada, que associa a capacidade de separacdo da cromatografia de gases
(GC) a detecdo seletiva e sensivel da espetrometria de massa (MS), o que permite nao s
realizar uma andlise qualitativa como também quantitativa. ApOs a separacao
cromatografica, as moléculas sdo ionizadas e fragmentadas, formando ides que
posteriormente sdo separados num analisador de massas e detetados de acordo com a sua
razdo massa/carga (m/z). Cada composto sofre um processo de ionizacdo e de
fragmentacdo caracteristico, obtendo-se o respetivo espetro de massa que permite
identificar de forma inequivoca um composto, ou por comparacdo com bibliotecas de
espetros, quando o analito € conhecido, ou por deducdo da estrutura molecular para
compostos desconhecidos (3,137-139). Esta técnica, indispensavel em qualquer
laboratério de analises toxicoldgicas, nomeadamente em laboratérios de toxicologia
forense e clinica, € uma das mais utilizadas na andlise confirmativa e quantitativa de
misturas de compostos volateis conhecidos e desconhecidos (140,141). A GC-MS
comparativamente com outras técnicas cromatograficas hifenadas apresenta algumas
vantagens, nomeadamente a sua elevada sensibilidade e especificidade bem como a
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robustez, baixo custo, rapidez na analise e a caracterizacdo de compostos desconhecidos
(60,140,142-144). No entanto, esta técnica esta limitada a substancias volateis e
termicamente estaveis, e para alguns compostos é necessario recorrer a derivatizacdo dos
seus grupos funcionais (140,144).

A identificacdo dos compostos por parte dos detetores acoplados ao GC €
geralmente baseada no tempo de retencdo, porém muitos compostos possuem 0 mesmo
tempo de retencdo, pelo que a associacao desta técnica com a espetrometria de massa
permite distinguir os compostos através da obtencdo dos respetivos espetros de massa.
Desta forma, a combinacdo GC-MS é uma ferramenta de elevada eficacia na separacéo e
identificacdo de compostos volateis em misturas complexas, permitindo a andlise
qualitativa e quantitativa de cada um dos compostos em estudo (142,145).

A cromatografia de gases (GC) consiste numa técnica de separacdo de compostos
que se encontram presentes numa amostra através da introducao da amostra num injetor
com recurso a uma microseringa capilar graduada que injeta a mistura numa camara de
vaporizagdo. Apo0s a vaporizagdo, a mistura atravessa o liner inerte de vidro e s6 depois
é separada na coluna cromatografica. Os componentes gasosos sao transportados ao longo
da fase estacionaria por meio de uma fase movel, um gés de arraste, sendo separados com
base no ponto de ebulicdo e na afinidade dos componentes para com a coluna, geralmente
apolar (3,142,146-149).

Relativamente aos sistemas de injecdo que usam colunas capilares, estes atuam
em modo split ou splitless, isto €, com ou sem particdo de fluxo, respetivamente (146).
Os modos de operacao split ou splitless permitem controlar a quantidade de amostra que
é introduzida na coluna, o que depende da concentracdo dos analitos de interesse
presentes na amostra. O modo de split € recomendado para quando o analito constitui
mais de 0,1% da amostra, sendo apenas uma pequena quantidade de amostra introduzida
na coluna e analisada, sendo a restante amostra eliminada através de uma valvula, o que
evita a saturacdo da coluna com elevadas concentracfes de analitos e permite uma analise
de alta resolucdo. O modo splitless é recomendado para quando o analito constitui menos
de 0,01% da amostra, sendo a amostra introduzida na sua totalidade na coluna, o que torna
a separacdo menos eficaz, todavia esta depende da variedade de compostos e respetivas
concentragdes presentes na amostra (3,138,147,148).

A fase estacionaria consiste num liquido viscoso que se encontra ligado
quimicamente a coluna cromatografica e que deve ser selecionado com base em diversos
critérios, nomeadamente o seu ponto de ebuli¢do, que deve ser mais elevado que a
temperatura maxima de operacdo da coluna (idealmente com ponto de ebulicdo 100°C
acima), a sua estabilidade térmica, em que deve ser termicamente estavel e ndo deve
reagir quimicamente com a amostra (quimicamente inerte) e, a polaridade, pelo que os
compostos tém que apresentar afinidade com a fase estacionaria para que estes fiqguem
retidos na coluna de forma a ocorrer o processo de separacdo, motivo pelo qual os
compostos polares requerem uma fase estacionaria polar e os compostos apolares
requerem uma fase estacionaria apolar, originando desta forma separacdes mais eficientes
(146,148). A fase apolar mais simples e mais comum é a de polidimetilsiloxano (PDMS),
que apresenta varios grupos metilo, podendo alguns destes grupos ser substituidos por
outros, variando assim a polaridade da fase estacionaria, ou seja, ao substituir 0s grupos
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metilo por substituintes mais polares, o carater polar da fase estacionaria vai aumentando
(3,137,146,148,150). A espessura da fase estacionaria também influencia a eficiéncia da
coluna, pelo que se utilizam colunas com espessuras mais finas quando se pretendem
separar compostos com baixas volatilidades e colunas com espessuras maiores para
compostos muito volateis (3,137,148,150). As colunas cromatograficas podem ser
capilares ou empacotadas, sendo as capilares as mais usuais e as que apresentam maior
eficiéncia de separacdo, promovendo separagfes com maior resolucdo, quando
comparadas com as colunas empacotadas (3,137,146-148). A afinidade dos compostos
com a fase estacionéaria influencia a ordem de elui¢do dos compostos, todavia os pontos
de ebulicdo dos compostos sdo o critério que mais influencia a ordem de eluicdo, pelo
que esta diretamente relacionada com a variacdo da temperatura durante o tempo de
eluicdo, ou seja, a temperatura a que se encontra a coluna também é um critério relevante
na separacdo dos compostos, pelo que esta deve ser controlada. Deste modo, numa
separacdo isotérmica a coluna é mantida a uma dada temperatura constante, enquanto um
gradiente de temperaturas possibilita um aumento da temperatura de forma gradual ou
por patamares (3,137,146-148). Quanto a selecdo da fase modvel, como referido
anteriormente, um gas de arraste, esta também depende de vérios fatores, incluindo o
custo, a seguranca e a rapidez da analise. Dentro dos gases de arraste mais comuns estdo
o hidrogénio, o hélio e 0 azoto, devendo estes estar no seu estado puro e ser quimicamente
inertes. O hélio é o gas mais utilizado (3,137,142,147-149).

A espectrometria de massa (MS) consiste numa técnica analitica de identificacéo,
quantificacdo e caracterizacdo molecular e estrutural de amostras com base na sua
composicao elementar, isto é, a partir do peso molecular, férmula molecular e estrutura é
possivel identificar o composto. Esta técnica permite uma detecéo sensivel do analito de
interesse e para tal produz ides das moléculas introduzidas no espectrometro, para em
seguida comparar a proporcao da massa molecular com a carga liquida, permitindo a
identificacdo do analito. Quando uma amostra € separada pela técnica GC e de seguida é
introduzida na MS, a primeira coisa que ocorre € a ionizacdo, em que o analito é
convertido numa espécie carregada por um dos processos de ionizacdo, pelo que é
necessario escolher a técnica de ionizacao de acordo com a quantidade de energia interna
transferida durante o processo de ionizacdo e de acordo com as propriedades fisico-
quimicas do analito de interesse (3,137-139,148,151). Existem essencialmente duas
técnicas de ionizacdo, a ionizacdo por impacto eletrénico (El) e a ionizacdo quimica (Cl).
Na ionizacdo por impacto eletrénico, o analito vaporizado interage com um feixe de
eletrbes enquanto na ionizacdo quimica o analito também vaporizado reage com
compostos quimicos que promovem a sua fragmentacdo, porém em ambas as ionizacdes
o fragmento caracteriza-se por um ido positivo, independentemente do tipo de técnica de
ionizacdo. A técnica de ionizacdo mais utilizada é a EI uma vez que produz muitos ides,
0 que significa que ocorre uma elevada fragmentacdo permitindo assim uma maior
seletividade, porém uma excessiva fragmentacao pode prejudicar a identificacdo ou até
mesmo impossibilita-la, visto que o ido molecular pode ser completamente fragmentado,
ndo sendo observado no espetro de massa, 0 que impede a determinagdo da massa
molecular do composto (3,137-139,146). Cada composto apresenta uma fragmentagéo
Gnica em que sdo obtidos diferentes fragmentos e cada um € identificado através do seu
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valor da razdo massa/carga (m/z). A identificacdo destes geralmente resulta da
comparagdo com base de dados de espetros ou por deducdo da estrutura molecular inicial
do composto, permitindo assim a identificacdo correta de cada um dos compostos
presentes na mistura em analise (3,57,137-139,146,148).

Relativamente ao analisador de massa, responsavel pela separagéo dos fragmentos
com base nos valores da razao massa/carga (m/z), o mais utilizado neste tipo de separagéo
e identificacdo é o quadrupolo simples. A andlise dos iGes no analisador de massa pode
ser feita em varrimento continuo (também conhecida por modo full scan), em que todos
os i0es sdo analisados dentro de um determinado intervalo de m/z selecionado, obtendo-
se um registo completo da analise dos ifes da amostra, ou pode ser feita em modo de
monitorizacdo seletiva de ides (Selective lon Monitoring, SIM), em que apenas se obtém
0 espetro com os ides selecionados. O SIM apresenta maior sensibilidade que o full scan,
uma vez que apenas sao procurados ides especificos e assim é possivel atingir limites de
detecdo mais baixos, dedicando mais tempo a andlise de cada fragmento iénico de
interesse (3,137-139,146,148,152,153).

Quanto aos detetores, estes podem ser distinguidos em detetores seletivos e
detetores universais, sendo os seletivos 0s que apresentam uma resposta seletiva a
determinados compostos e 0s universais 0s que apresentam resposta equivalente para
todos os compostos. Os detetores, nomeadamente 0s detetores convencionais devem ser
escolhidos em funcdo da aplicacdo para a qual se pretende usar, sendo 0s mais comuns 0s
apresentados na tabela 1. Os detetores seletivos mais utilizados séo os detetores de captura
eletronica, que sdo adequados a analitos que tenham afinidade eletrénica e os detetores
de azoto e fosforo, que sdo adequados aos compostos com azoto e fésforo, enquanto os
detetores universais mais utilizados sdo os detetores de ionizacdo de chama, os de
condutividade térmica e os de massa (3,137,138,146).

Tabela 1 - Detetores utilizados em GC (adaptado de (137))

Detetor Tipo Aplicacao
Compostos com cadeias carbonadas —
Hidrocarbonetos

lonizagdo de chama | Universal

Condutividade térmica | Universal Compostos gasosos
Espetrometria de massa | Universal Ajustavel a qualquer espécie
- . Compostos com elevada afinidade eletronica —
Captura eletronica Seletivo

Compostos halogenados
Azoto e Fosforo Seletivo Compostos com azoto e/ou fosforo

Para a determinacao de drogas de abuso, e tendo em conta as baixas concentraces
de analitos presentes em amostras bioldgicas, o detetor utilizado no SQTF-C do INMLCF,
I.P. é o detetor de espetrometria de massa de quadrupolo simples, em modo SIM. O modo
full scan somente é usado para a analise de substancias desconhecidas, uma vez que
permite obter um espetro de massa completo, isto é, com todos os iBes do composto
analisado, possibilitando a identificagdo dos ifes especificos deste e consequentemente a
sua identificacéo.
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2. Objetivos

O presente estagio tem como objetivo a observacdo e o acompanhamento da
andlise de drogas de abuso desde a rececdo, armazenamento e conservacao de amostras,
até a aplicacdo dos procedimentos de ensaio acreditados utilizados nas analises de rotina
dessas substancias, no SQTF-C do INMLCEF, I.P.. Trata-se de um trabalho de observacéo
com o qual se pretende a aquisicdo e o desenvolvimento de conhecimentos praticos e
tedricos associados a analise de drogas de abuso em amostras bioldgicas. O estagio
permitird proporcionar o contacto com a realidade do SQTF-C, através do
acompanhamento do percurso das amostras desde a sua rece¢do no servigo até a sua
andlise cromatografica. Neste estagio, sera também possivel interagir com profissionais
de exceléncia na area.
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3. Atividades realizadas

A atividade no SQTF-C foi estruturada em quatro etapas, sendo elas: a observacéo
da rececdo, registo e armazenamento de amostras; a observacdo do procedimento de
triagem das amostras para a cocaina, opidceos, canabindides, anfetaminas e
metanfetaminas; observacdo da aplicacdo dos procedimentos de ensaio de rotina de
confirmacéo e de quantificacdo das diferentes drogas de abuso e metabolitos no sangue
por GC-MS. Deste modo, 0 estagio iniciou-se com o0 acompanhamento da rece¢do, registo
e armazenamento de amostras. Seguidamente foi observada a realizag&o do procedimento
de triagem de drogas de abuso pela técnica de imunoensaios e posteriormente foi
acompanhado o trabalho realizado na equipa 2, que é responsavel pela confirmagdo e
quantificacdo de drogas de abuso por cromatografia de gases acoplada a espetrometria de
massa (GC-MS). Nesta equipa de trabalho foram observadas as metodologias analiticas,
validadas e acreditadas, usadas na determinacdo de drogas de abuso em sangue: opiaceos,
cocaina e metabolitos, anfetaminas e metanfetaminas e novas substancias psicoativas.

3.1. Cadeia de custodia intralaboratorial

Como ja foi referido, a cadeia de custodia intralaboratorial consiste no registo
cronoldgico detalhado de todas as etapas das amostras dentro do SQTF-C, nomeadamente
a rececdo e armazenamento das amostras e respetivas requisicdes, o registo das amostras
recebidas e respetivas requisicdes, 0 manuseamento, a analise e por fim a sua destruicéo.
No SQTF-C sdo realizados um conjunto de procedimentos e registos que permitem ao
laboratdrio reconstruir todas as operagdes realizadas com a amostra, mesmo apos a sua
destruicéo e na auséncia do colaborador que realizou a analise, como por exemplo quem
retirou as amostras da camara frigorifica, qual o volume utilizado, quais 0s reagentes e
padrdes utilizados, quais 0s equipamentos volumétricos e analiticos utilizados, como e
quem realizou o tratamento de resultados, entre outros.

O manuseamento das amostras inclui o registo do analista, a data e a hora em que
estas foram utilizadas.

3.2. Rececao, registo e armazenamento das amostras

Nesta primeira etapa, foi possivel observar a rececdo das amostras e das respetivas
requisicdes que as acompanham, a verificacdo da integridade das mesmas e do respetivo
material de transporte, assim como o seu armazenamento em camaras frigorificas a cerca
de -8°C.

Apoés a verificacdo e avaliacdo da conformidade da amostra e garantida a sua
integridade, as amostras sdo etiquetadas e codificadas com um cddigo interno e
posteriormente sdo inseridas no software Laboratory Information Management System
(LIMS) disponivel no SQTF do INMLCF, I.P., com os respetivos procedimentos a
realizar para cada amostra recebida, de acordo com o solicitado na requisigéo de analises
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toxicoldgicas forenses. O objetivo desta etapa foi conhecer o percurso das amostras no
SQTF, desde a sua chegada ao servico até ao procedimento de triagem para as substancias
de interesse, neste caso para as drogas de abuso, para posteriormente se proceder a sua
andlise de confirmacdo e quantificac&o.

3.3. Triagem

O procedimento de triagem inicia-se com a descongelacdo das amostras a
temperatura ambiente e a etiquetagem dos tubos de ensaio com um codigo de barras. A
preparacdo das amostras consiste na diluicdo do sangue com um diluente de referéncia
adequado para 0 equipamento, uma vez que no procedimento de triagem nao se procede
a um processo de extracao.

Para além da preparacdo das amostras de sangue, sdo ainda preparadas solucdes
de controlo baixo e alto, o branco de reagente (apenas com diluente), o branco 1, o branco
2, 0 controlo negativo e os respetivos calibradores para as substancias em estudo. Todas
estas solucdes, a excecdo do branco reagente, séo preparadas através da dilui¢cdo de uma
amostra de sangue branco (isento das substancias a analisar). Os controlos baixo e alto
contém a juncéo de todas as substancias analisadas na triagem em igual volume.

Ap0s a preparacdo das amostras nos tubos de ensaio, bem como dos calibradores
e controlos, procede-se a colocacdo dos mesmos na raque do equipamento de forma
adequada, isto €, que permita a leitura adequada do cddigo de barras, bem como a
verificacdo e colocacdo dos volumes de solventes necessarios para a analise, destacando-
se que dois dos solventes sdo comuns a todos os kits, nomeadamente o reagente stop e o
substrato, que deve ser o ultimo a ser colocado, uma vez que pode reagir com a luz, pelo
que sendo dos solventes mais consumidos € necessario usar um maior volume. Os
restantes solventes adicionados a raque consistem nos conjugados das substancias em
analise, nomeadamente o conjugado de opiaceos, cocaina, canabinodides (THC),
anfetaminas e metanfetaminas. E ainda verificado o volume das solugbes de lavagem,
nomeadamente da agua desionizada.

De seguida, programa-se o software do Evolis para posterior colocacdo das raques
previamente preparadas, de forma a dar inicio a analise. Este equipamento permite uma
triagem de drogas de abuso mais rapida bem como também permite economizar recursos
e facilitar o processo de determinacdo de drogas de abuso. Primeiro sdo colocados 0s
solventes, depois os calibradores e s6 depois sdo colocadas as raques com as amostras, na
seguinte ordem: branco reagente, branco 1, controlo baixo, branco 2, sequéncia dos
sangues, controlo alto. Para a curva de calibracdo, € colocado o controlo negativo e s6
depois os calibradores preparados pelo analista.

Do procedimento de triagem obtém-se um resultado qualitativo e é com base nesse
resultado que as amostras prosseguem ou ndo para confirmacdo, ou seja, uma vez obtido
um resultado positivo as amostras seguem para um ensaio de confirmacdo e caso se
obtenha também um resultado positivo neste ensaio, a amostra segue posteriormente para
um ensaio de quantificagdo. Se obtido um resultado negativo no processo de triagem, as
amostras ndo seguem para qualquer tipo de ensaio e é enviado o resultado para relatorio.
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3.4. Metodologia analitica

A equipa 2 do SQTF-C, tal como referido anteriormente, é a equipa responsavel
pela realizacdo de ensaios de confirmacdo e quantificacdo de drogas de abuso bem como
também pela triagem e confirmacdo de medicamentos e pesticidas através da andlise por
GC-MS. Durante o estagio foi acompanhada maioritariamente esta equipa,
nomeadamente na observacdo dos procedimentos de ensaio de confirmacdo e de
quantificacdo de drogas de abuso no sangue, como a cocaina e metabolitos, 0s opiaceos,
as anfetaminas e substancias relacionadas e as NSP. O SQTF do INMLCEF, I.P. consiste
num servico acreditado no qual todos os procedimentos de ensaio de confirmacéo e
quantificacdo de drogas de abuso estdo acreditados e durante toda a execucdo dos
procedimentos sdo utilizados reagentes de pureza e qualidade certificadas, materiais
certificados, bem como equipamentos calibrados.

As solugbes de trabalho, inclusive as misturas de trabalho encontram-se
armazenadas numa camara frigorifica a cerca de 8°C e as solugdes stock encontram-se
armazenadas numa camara congeladora a cerca de -18°C.

Todos os métodos analiticos utilizados na analise de rotina de drogas de abuso
foram validados segundo a norma adotada pelo grupo de trabalho cientifico para
toxicologia forense (Scientific Working Group for Forensic Toxicology, SWGTOX), que
descreve os parametros de boas praticas para validar métodos analiticos em toxicologia
forense.

Ap0s a triagem das drogas de abuso segue-se a realizacdo da confirmacéo dessas
mesmas drogas através de um procedimento analitico que tem por base cinco etapas, as
quais foram observadas: a diluicdo da aliquota da amostra de ensaio com uma solugéo
aquosa (um tampéao) e a adi¢do de um padrao interno adequado ao tipo de substancia em
estudo; a preparacdo do controlo de qualidade interno; a extracdo em fase solida (SPE)
para isolar as substancias em estudo; a derivatizacdo quimica do extrato obtido da
extracdo pela técnica de micro-ondas e, por fim, a analise instrumental do extrato obtido
por GC-MS.

No procedimento de confirmagdo de drogas de abuso, depois da diluicdo das
amostras de ensaio e a adi¢do do padrdo interno segue-se a preparacdao do controlo de
qualidade interno, que consiste na preparacdo de um branco de reagentes (somente com
agua desionizada), de uma amostra branca e de amostras controlo positivas em diferentes
concentracgdes, de acordo com o grupo de drogas de abuso em estudo, que sao preparados
e analisados em simultaneo com as amostras de rotina. O controlo de qualidade interno
garante a qualidade dos resultados analitos obtidos.

As amostras controlo positivas permitem estimar a concentracdo das respetivas
substancias na amostra de rotina, de forma a orientar os respetivos ensaios quantitativos.
As amostras controlo negativas (amostra branca e branco de reagentes) permitem avaliar
o efeito da matriz e outros possiveis interferentes em cada uma das sequéncias analiticas
efetuadas.

A extracdo em fase sélida de drogas de abuso analisadas no SQTF-C é realizada
através de um sistema de SPE (Vac Elut SPS 24 Manifold) com colunas de extracdo Oasis
MCX® (3mL), Waters. Terminado o processo de extracdo segue-se a etapa de secagem
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num evaporador de solventes sob corrente de azoto a cerca de 40°C, com posterior etapa
de derivatizacdo quimica, com a adicdo de um agente derivatizante ao extrato seco, e
aceleracdo da reacdo com aquecimento durante 90 segundos sob ac¢do de micro-ondas. O
agente derivatizante utilizado no SQTF-C varia de acordo com o grupo de drogas de
abuso, sendo utilizado o MSTFA/TMCS para 0s opiaceos e para a cocaina e metabolitos
e 0 MBTFA para as anfetaminas e substancias relacionadas. Apos transferido o extrato
derivatizado para um vial, e devidamente identificado de forma a assegurar a integridades
dos resultados, a amostra é injetada e analisada no instrumento analitico, 0 GC-MS-EI,
no qual séo previamente estabelecidos os parametros analiticos da analise instrumental.

Se o resultado obtido para o ensaio de confirmacéo for positivo, segue-se 0 ensaio
de quantificacdo para a(s) substancia(s) confirmada(s).

O procedimento de ensaio de quantificacdo de drogas abuso tem por base as
mesmas cinco etapas, a diluicdo da aliquota da amostra de ensaio com uma solugédo
aquosa e a adicdo de um padréo interno adequado; a preparacdo do controlo interno; a
extracdo em fase solida; a derivatizacdo do extrato obtido e, por fim, a analise do extrato
obtido por GC-MS. No entanto, para além da preparacéo do controlo de qualidade interno,
onde sdo utilizados 3 niveis de concentragdo de amostras controlo positivas, em
duplicado, e amostras controlo negativas, € também necessaria a preparacdo de uma curva
de calibracdo, a qual permite determinar a concentracdo das substancias confirmadas no
procedimento de ensaio de confirmacdo qualitativo. A curva de calibracdo surge da
relacdo linear entre as areas relativas, que corresponde a razdo entre a area do pico
cromatografico da substancia vs. a area do pico do respetivo padrdo interno deuterado,
obtidas para os diferentes calibradores utilizados, e a concentracdo da substancia nos
mesmaos, pelo que para a construcdo da curva de calibracéo sdo geralmente utilizados seis
a sete calibradores com diferentes concentracdes de acordo com o grupo de drogas de
abuso a quantificar (com concentracdes crescentes dos analitos entre o limite de
quantificacdo de 25 ng/mL e 1000 ng/mL). A concentracdo das substancias confirmadas
é calculada por interpolacdo na curva de calibracdo e as amostras sdo analisadas em
duplicado (x1 e x2).

Todos os procedimentos analiticos utilizados na determinacéo de rotina de drogas
de abuso no SQTF foram devidamente validados e estdo acreditados.

Durante o periodo do estagio apenas foi possivel observar o procedimento de
ensaio de confirmacdo e quantificacdo referentes aos opiaceos, a cocaina e metabolitos e
as anfetaminas e substancias relacionadas. Relativamente ao procedimento validado para
NSP (em sangue, urina, HV e LP), existente no SQTF-C, este apenas comtempla 22
catinonas sintéticas. Assim, quando ha suspeita da presenca de uma nova substancia nao
incluida no método existente é feita uma analise em full scan e posteriormente adquire-
se 0 padrdo para proceder a sua confirmacao.

3.5. Analise de resultados

A andlise dos resultados do procedimento de triagem tem por base a comparagéo
das absorvancias das amostras com as absorvancias de amostras brancas fortificadas com
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as substancias de interesse e de acordo com o valor de cut-off definido pelo laboratério,
que consiste na concentragdo da substancia de interesse utilizada como critério para
apresentar um determinado resultado.

O resultado do procedimento de triagem é expresso como positivo quando é a
absorvancia obtida para a amostra é inferior a média das absorvancias obtidas para o
calibrador de cut-off, e como negativo quando a absorvancia obtida para a amostra é
superior a média das absorvancias obtidas para o calibrador de cut-off.

Para a realizacdo da analise dos resultados qualitativos obtidos do procedimento
de ensaio de confirmagéo de drogas de abuso utiliza-se um programa para a realizacéo da
integracdo dos sinais cromatograficos obtidos por GC-MS e ap0s integracdo e
determinacéo das areas correspondentes ao pico cromatografico da substancia em estudo
e do respetivo padréo interno (padrdo de referéncia certificado), recorre-se a folhas de
calculo (folhas de excel) previamente validadas no SQTF para facilitar os calculos e evitar
erros. E feita a comparacdo das abundancias relativas de trés iGes monitorizados nas
amostras analisadas e numa amostra branca fortificada com a substancia de interesse
(amostra controlo de concentragdo proxima) que permite a confirmacao da substancia em
estudo.

A identificacdo das substancias presentes nas amostras biologicas em estudo por
GC-MS tem por base os critérios da Agéncia Mundial Antidopagem (World Anti-Doping
Agency, WADA), nos quais é recomendada a identificacdo de trés ides presentes no
espetro de massa de cada um dos compostos (razéo sinal/ruido) bem como a determinacéo
das suas abundancias relativas e do tempo da retencao relativo (TRr).

A razdo sinal/ruido (S/N) corresponde a razdo entre o sinal do ido diagndstico
menos intenso e o sinal do ruido da linha de base devendo, de acordo com os critérios da
WADA, o valor desta razdo ser superior a 3, para os trés ides diagnostico de cada
substancia. A determinacdo desta razdo é obtida através da comparacdo da abundancia
relativa do ido diagnéstico com a abundancia relativa da linha de base adjacente ao pico
do composto.

Os intervalos de tolerancia permitidos para as abundancias relativas dos ifes
monitorizados, utilizados na identificacdo dos compostos em estudo, estdo evidenciados
na tabela 2.

Tabela 2 — Intervalos de abundéancias relativas dos ifes diagndstico e respetiva tolerancia maxima, a utilizar em
ensaios de confirmacéo (adaptado de (154))

Abundancia Relativa (%) Tolerancia
50 - 100 +10
25-50 +20%
1-25 +5

O tempo de retencdo relativo (TRr) de uma substancia pode ser determinado em
relacdo ao tempo de retencdo do padrdo interno, uma vez que este € sujeito as mesmas
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condicbes analiticas que as substancias a analisar durante a separacdo cromatografica,
permitindo minimizar as diferencas no tempo de retencdo que ocorrem em diferentes
corridas (equacdo 1). Deste modo, e de acordo com os critérios da WADA, quando
utilizado um anélogo deuterado como padréo interno o tempo de retencéo relativo do sinal
cromatogréafico da substancia a analisar ndo deve diferir em mais de + 0,5% relativamente
ao da mesma substancia presente na amostra controlo. Ao invés, quando ndo utilizado um
analogo deuterado como padréo interno, o tempo de retencdo relativo do composto ndo
deve diferir em mais de + 1%.

TR
TRr = Amostra (equacio 1)
TR padrio Interno
Onde:
TRr € o tempo de retencdo relativo
TRgmostra & 0 tempo de retencdo do analito

TRpadrio mterno € 0 tempo de retencéo do padréo interno

A variacdo do tempo de retencao relativo do analito na amostra (TR 4mostra):
segundo os critérios da WADA, deve ser inferior ou igual a 1% ou a 0,1 minutos em
relacdo ao tempo de retencdo relativo do analito no controlo (TR7 controio) (154). A
variacdo relativa do tempo de retencéo relativo (ATRr) é calculada através da equacao 2.

ATRr = TRT amostra—TRY controlo

(equagéo 2)
TR controlo

Onde:
ATRr é a variacgdo relativa de TRr
TRY 4mostra € O tempo de retencdo relativo do analito na amostra

TRY controio € 0 tempo de retencdo relativo do analito no controlo

O resultado do procedimento de ensaio de confirmacéo é reportado como positivo
quando apresenta um sinal cujo tempo de retencdo relativo € idéntico ao controlo, dentro
de um intervalo previamente estabelecido pelo SQTF durante a validacdo do método
analitico.

Os métodos utilizados para a confirmacdo qualitativa permitem estimar a
concentracdo das substancias de interesse através da comparacao da razéo da area do pico
da substancia de referéncia e a area do pico do padrdo interno, dos picos presentes nas
amostras controlo e as &reas das amostras analisadas, com o intuito de orientar a
quantificacdo da substancia de interesse. Nos casos em que o valor da concentracao seja
inferior a concentracdo do primeiro calibrador utilizado no respetivo procedimento de
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ensaio de quantificagdo, a andlise é dada por concluida e o resultado deve ser apresentado
como inferior ao primeiro calibrador. Se exceder 5% do valor de concentracdo do ultimo
calibrador devera proceder-se a diluicdo da amostra.

Apos obtido o resultado qualitativo reportado como positivo, as amostras sdo
submetidas ao procedimento de ensaio de quantificacdo, através do mesmo procedimento
utilizado na confirmac&o, porém com a preparagdo da curva de calibracao.

A andlise dos resultados obtidos do procedimento de ensaio de quantificacdo é
realizada, tal como a anélise dos resultados obtidos do procedimento de ensaio de
confirmacéo, recorrendo a folhas de calculo (folhas excel) previamente construidas e
validadas, nas quais as substancias confirmadas sdo quantificadas atraves da curva de
calibracdo, ou seja, nas quais € calculada a concentracdo de cada substancia através de
interpolacdo na respetiva curva de calibracdo. Dado que na andlise quantitativa as
amostras sdo analisadas em duplicado, nos casos em que a diferenca absoluta entre os
valores mais divergentes é inferior ao limite de repetibilidade o resultado final consiste
na média aritmética dos dois valores, e nos casos em que essa diferenca é superior ao
limite de repetibilidade a analise devera ser repetida. Tendo em conta o volume de
amostra necessaria para a analise de duas aliquotas independentes para obter um resultado
quantitativo, nos casos em que nao existe volume de amostra suficiente o analista pode
escolher se utiliza somente uma aliquota ou se utiliza um volume de amostra inferior ao
estabelecido no procedimento de ensaio.

Os resultados quantitativos provenientes da determinacdo de drogas de abuso
devem ser expressos em nanogramas por mililitro (ng/mL) e somente devem ser
reportados quando estejam dentro da gama de interpolacdo da curva de calibracdo. Apds
obtidos os resultados analiticos, o0 SQTF elabora um relatério denominado de “Relatorio
Final” onde devem constar os resultados qualitativos ¢/ou quantitativos obtidos no(s)
ensaio(s), com as respetivas unidades de medida, bem como a identificacdo da entidade
requisitante e do SQTF, identificacdo do procedimento de ensaio e 0 método analitico
utilizados, a identificacdo das amostras analisadas, entre outras informacdes relevantes
para 0 processo e, sempre gque possivel, o relatorio deve apresentar ainda a incerteza
associada ao método.
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4. Conclusao

Dada a diversidade de drogas de abuso existentes no mundo, apenas foram
abordados neste relatorio de estagio os grupos de drogas de abuso analisados no SQTF-
C e considerados pelo SICAD como 0s grupos de maior consumo e importancia a nivel
nacional e pelo OEDT a nivel europeu, destacando-se 0s opiaceos, cocaina e metabolitos,
anfetaminas e derivados, canabindides e novas substancias psicoativas (NSP).

A determinacdo de drogas de abuso em amostras bioldgicas e ndo bioldgicas
realizada no SQTF é maioritariamente solicitada no ambito das pericias médico-legais e
no ambito Cédigo da Estrada.

O sangue periférico € a matriz bioldgica de eleicdo para a determinacdo de drogas
de abuso in vivo e post mortem, porém outras matrizes sdo utilizadas na anélise
toxicoldgica, nomeadamente como matrizes alternativas ao sangue periférico quando este
ndo se encontra disponivel, ou como matrizes auxiliares para orientar a analise
toxicoldgica e contribuir para uma melhor interpretacdo dos resultados toxicologicos
obtidos. Relativamente a técnica analitica aplicada na determinacgéo e quantificacdo dos
diferentes grupos de drogas de abuso no SQTF-C do INMLCEF, I.P., a GC-MS é a técnica
atualmente utilizada devido a sua elevada sensibilidade. Contudo, na analise toxicologica,
antes da andlise instrumental propriamente dita, nomeadamente na analise cromatogréafica
de amostras biologicas, é fundamental a etapa de preparacdo da amostra para uma
adequada separacdo e/ou detecdo, através da purificacdo e da concentracdo da substancia
em estudo. O procedimento de ensaio de confirmacdo e quantificacdo dos diferentes
grupos de drogas de abuso tem por base as mesmas cinco etapas, sendo elas a dilui¢do da
amostra de ensaio e adicdo de padrdo interno; a preparacdo do controlo de qualidade
interno; a extracdo em fase solida (SPE); a derivatizacdo quimica do extrato obtido da
extracdo e, por fim, a analise instrumental do extrato obtido por GC-MS, porém o
procedimento de ensaio de quantificacdo apresenta uma etapa adicional em relacdo ao
procedimento de confirmacdo, que consiste na preparacdo de uma curva de calibracéo, a
qual permite determinar a concentracdo das substancias confirmadas no procedimento de
ensaio de confirmacdo.

O presente estagio consistiu na componente pratica do mestrado, tendo sido
acompanhada e orientada durante todo o percurso, 0 que permitiu adquirir e desenvolver
conhecimentos praticos para a determinacdo de drogas de abuso em amostras bioldgicas
e ndo bioldgicas em contexto forense, através das metodologias de rotina disponiveis no
SQTF-C do INMLCEF, I. P., nomeadamente através da técnica GC-MS.

No inicio do estagio apresentdmos alguma inseguranca relacionada com a falta de
experiéncia na concretizacdo das atividades estipuladas para o estagio. Contudo,
gradualmente fomos ganhando confianca e autonomia na preparacao e na realizacao das
atividades definidas, tendo todas as atividades sido enriquecedoras e de aprendizagem.

Durante o estagio foi possivel identificar e compreender as falhas existentes na
nossa formacdo, o que permitiu desenvolver e melhorar 0s conhecimentos até entdo
adquiridos, bem como aprender com as experiéncias menos positivas e com 0S erros
cometidos, melhorando e crescendo enquanto futura profissional e enquanto ser humano.
Durante toda a formac&o académica somos continuamente preparados a nivel tedrico para
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a realidade da pratica, que depende principalmente dos nossos conhecimentos e do nosso
empenho, porém pouco ou nada aplicamos esses conhecimentos na préatica durante a
formagdo académica, salvo se realizarmos uma unidade curricular dedicada
exclusivamente a componente pratica, como € o caso do estagio. Contudo, no inicio do
estagio confirmamos a utilidade e a necessidade de relembrar muitos dos conhecimentos
previamente adquiridos, tendo-se prolongado essa necessidade ao longo do estagio, bem
como também de adquirir novos conhecimentos.

O estégio foi sem duvida uma das componentes fundamentais na nossa formacao
académica e consistiu num elemento de aprendizagem e de crescimento quer académico
quer pessoal. Deste modo, o estdgio contribuiu para a construcdo inicial da nossa
experiéncia profissional e para o contacto com uma realidade prética concreta de
toxicologia forense.

Em suma, o presente estagio permitiu aplicar e desenvolver os conhecimentos
praticos adquiridos na nossa formacdo académica e contribuir para a construcdo da nossa
formacgéo e experiéncia profissional, proporcionando deste modo o desenvolvimento de
inUmeras capacidades praticas que nos permitirdo uma melhor preparacdo para 0s
desafios do mercado de trabalho, com maior responsabilidade, autonomia e confianca e
capaz de enfrentar e/ou contornar diversas situagoes.
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