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Resumo

O conhecimento das drogas, bem como a sua histdria, evoluiu
paralelamente a histéria da humanidade. E parte essencial da sua
cultura, dos seus rituais religiosos, das suas relacbes humanas. Desta
forma trata-se de uma historia conjunta com os individuos que as
produzem e que as consomem. De notar que, a amplitude do termo
“droga” reflecte, por um lado esta evolucdo fazendo referéncia a um
elevado numero de substancias com distintos efeitos sobre a percepcéo,
pensamentos ou emocdes e com diferente capacidade para produzir
dependéncia. Por outro lado, reflecte diferentes significados aqueles
que as consomem.

A heroina é uma das drogas mais consumidas em todo o
Mundo. Desta forma, as autoridades a escala mundial tentam extinguir
a sua producdo ilicita e o trafico desta substancia extremamente aditiva.
De forma a combater o referido anteriormente, entidades publicas,
através da analise quimica de amostras confiscadas, com especial
atencdo para a identificacdo e quantificacdo dos componentes
minoritarios, nomeadamente impurezas relacionadas com a sua origem
e producdo, obtém informacdo importante no conhecimento desta
substancia, enquanto droga.

Neste trabalho, analisaram-se por HPLC/DAD o0s componentes
possiveis de identificar, dadas as limitacdes de material disponivel, e
obtiveram-se resultados conducentes ao estabelecimento de um “drug
profiling”. Esta metodologia visa a possibilidade de estabelecer perfis
diferentes consoante a proveniéncia da droga apreendida. Completou-se
este perfil através da analise por fluorescéncia e espectroscopia de

absorcdo molecular UV/Visivel dos contaminantes presentes



(paracetamol e cafeina). As amostras estudadas foram facultadas pela
Policia Judiciaria, correspondendo a trés lotes de heroina apreendidos.

Os resultados revelaram uma adi¢do constante de paracetamol e
de cafeina em proporcdes diferentes. Para além da identificacdo e
dosagem da heroina, no que concerne as amostras apreendidas, foi
possivel encontrar residuos dos restantes alcaldides do 6pio que
também tinham sido acetilados, nomeadamente os derivados da
codeina.

O escasso numero de amostras autorizado pelo Tribunal nao
permitiu muita informacdo, mas foi possivel obter um “Drug Profiling”
consistente com as metodologias usadas. A tese apresenta também uma
revisdo da literatura dos compostos observados em amostras de

heroina.



Abstract

The knowledge of drugs, as well as their history, has evolved
alongside the history of mankind. It is an essential part of people’s
culture, their religious rituals and their human relations. Thus, it is a
history of the people that produce and consume them. The amplitude of
the term “drug” reflects on the one hand this development by referring
to a large number of substances with different effects on perception,
thoughts or emotions and with different ability to produce a
dependence. In addition, it reflects different meanings to those who
consume them.

Heroin is one of the most widely consumed drugs in the world.
Thus, the authorities attempt to extinguish the illicit production and
trafficking of this highly addictive substance. In order to combat this,
public entities, through chemical analysis of seized samples, pay
special attention to the identification and quantification of minor
components, including impurities related to their origin and production,
to obtain important information on the knowledge of this substance,
when used as a drug.

In this work, the major components which it was possible to
identify were analyzed by HPLC/DAD, given the limitations of
available material. The results were conducive to the establishment of a
preliminary “drug profiling”. The long-term goal of this methodology
aims at the possibility of different profiles depending on the source of
the seized drugs. This profile was complemented through the analysis
by fluorescence and absorption UV/Visible spectroscopy of the major
contaminants (paracetamol and caffeine), which may lead to a rapid



preliminary test for drug assay. The samples studied were provided by
the Judicial Police, and involve three batches of seized heroin.

The results revealed a constant addition of paracetamol and
caffeine in different proportions. In addition to the identification and
quantification of heroin, with respect to the seized samples, it was
possible to identify residues of the other opium alkaloids which also
had been acetylated, including those derived from codeine.

Although the limited number of samples it was possible to
obtain with Court authorization did not allow us to obtain too much
information, it was possible to obtain a “Drug Profiling” consistent
with the methodologies used, which will serve as the basis of future
studies using the same methodologies. The thesis also presents data on

compounds observed in heroin samples in literature studies.
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I-Introducao

Arquimedes, que provou que a sua coroa de rei ndo era de ouro
por medicao da sua densidade, foi talvez o primeiro cientista do mundo
forense. No entanto, foram as historias de ficcdo de Sir Arthur Conan
Doyle de Sherlock Holmes, escritas no final do século XIX, que
anteciparam o uso da ciéncia na resolucéo de crimes no seculo XX. Na
mesma época, 0s estudos de Sir Francis Galton revelaram que as
impressdes digitais sdo Unicas e que ndo mudam com a idade. J& em
1858, William Herschel, um oficial britdnico na india, usou as
impressdes dos dedos e das mdos com tinta como assinaturas em
documentos para pessoas que ndo sabiam escrever. [1,2]

Edmond Locard, um criminalista francés, estabeleceu o
primeiro laboratdrio dedicado a anélise da criminalidade em 1910. Uma
década depois, laboratorios criminalisticos foram estabelecidos pelo
resto dos paises Europeus. [1]

Todos os quimicos em geral, sdo escolarizados em quimica
organica, inorganica e analitica, mas o0s quimicos forenses
especializam-se em é&reas especificas. Por exemplo, em quimica
inorganica pode examinar vestigios de p6 usando técnicas
microanaliticas para identificar a composicdo quimica de particulas
minusculas. Outra aplicacdo quimica pode empregar a cromatografia
em camada fina durante a andlise de sangue ou urina para detectar
vestigios de drogas, e outro ainda pode usar reaccdes em tubos de
ensaio para identificar compostos de amostras em grandes quantidades.

Uma ampla gama de técnicas laboratoriais e instrumentais séo
usadas em estudos forenses, em que estas dependem do tipo de amostra

ou substancia a ser analisada. O facto de que a maior parte das
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substancias examinadas ndo serem puras, representa um grande desafio
para um quimico forense. [3]

Devido a preocupagdo internacional sobre o abuso de drogas,
esta necessita de dados precisos, de elevada sensibilidade e confiaveis
sobre a epidemiologia deste fendmeno, que deverdo ser utilizados tanto
para fins preventivos como também para fins repressivos. Alem disso, a
importancia do trafico internacional de drogas ilicitas necessita de
conhecimento actualizado das rotas e da rede de distribuicdo. Para este
objectivo, informacdo importante é fornecida pela analise quimico-
toxicoldgica de amostras de substancias confiscadas. Contudo, é certo
que uma detalhada caracterizacdo quimica de um narcotico natural ou
sintético € crucial para o sucesso das varias actividades de controlo do
comércio de drogas ilicitas. Além disso, na analise de drogas ilicitas a
identificacdo de componentes minoritarios, como por exemplo, a
impureza devida a origem ou a sintese, é de importancia crucial.
Durante a preparacdo de uma droga ilicita, de origem semi-sintética
como a heroina, todos os procedimentos de extraccdo, purificacédo,
sintese, envolvem o uso de diferentes produtos quimicos, como acidos,
bases, solventes, etc., e estes podem deixar tracos no produto final ou
podem produzir alteracBGes especificas na estrutura quimica de alguns
componentes da droga. [4] Também, em muitos casos ha a
possibilidade de transformacao dos produtos quimicos depois de sintese
por hidrélise, oxidacdo ou outras reac¢des de degradacdo, o que
também vai permitir obter informacdo sobre a histéria de drogas
ilicitas.

A heroina, ou diacetilmorfina, € um produto semi-sintético
derivado da acetilacdo da morfina (Figura 1), que por sua vez é obtida a

partir da Papaver somniferum. Em laboratérios clandestinos, a
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purificacdo da morfina e da heroina é bastante eficiente e devido as
diferengas nos procedimentos agricolas e de fabricagdo a presenca e a
concentracdo de alcaldides do épio, como também os seus derivativos
depois da acetilacdo, podem variar significativamente, e estes
alcaldides e seus derivativos acetilados, podem ser encontrados no que
é vendido no mercado ilicito como heroina clandestina. Outras
substancias como analgésicos, anestésicos locais e cafeina sdo
substancias farmacologicamente activas que imitam o sabor amargo da
heroina e sdo normalmente usados como adulterantes, ao passo que,
glucidos como a lactose, o manitol e a sacarose séo inactivos e muitas

vezes usados para efeitos de diluigéo. [5-7]
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Figura 1- Acetilagdo da morfina
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Heroina

A heroina (diacetilmorfina) ainda hoje ¢ uma das drogas de
abuso mais consumidas. Esta droga é semi-sintética sendo produzida a
partir da morfina contida no opio que € a seiva das capsulas da papoila,
Papaver somniferum. O abuso desta substancia é conhecido ha muitos
anos, desde que foi sintetizada pela primeira vez, em 1874 por C.R.A
Wright, numa reac¢do em que a morfina entrou em contacto com um
excesso de anidrido acético. Mais tarde em 1898, a substancia foi
produzida comercialmente pela Companhia Bayer em Eberfeld na
Alemanha e nomeada com o0 nome de Heroina. [8]

A heroina foi usada em vez da codeina e da morfina em
pacientes que sofriam de doengas pulmonares, como a tuberculose.
Adicionalmente, a Companhia Bayer recomendou a heroina como a
cura para a dependéncia de morfina. As propriedades analgésicas da
droga foram muito efectivas, contudo, as propriedades aditivas eram
devastantes. Por todas estas razdes foi proibida anos depois. Hoje em
dia, a heroina nao é usada como um farmaco, mas de qualquer maneira,
devido a alta producdo ilicita € uma das drogas mais significantes em
relacdo a overdoses, em drogas relacionadas com a morte, em
hospitalizacdo, em envolvimento em crimes relacionados com drogas e
violéncia. [8,9]

De acordo com o regime juridico aplicavel ao trafico e consumo
de estupefacientes e substancias psicotropicas, Decreto-Lei n® 15/93 de
22 de Janeiro, na Aprovacédo da Convencéo das Nagoes Unidas contra o
Tréfico llicito de Estupefacientes e de Substancias Psicotropicas de

1988 estabeleceu-se trés objectivos fundamentais.
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Em primeiro lugar, privar aqueles que se dedicam ao trafico de
estupefacientes do produto das suas actividades criminosas, suprimindo
assim, o seu incentivo principal e evitando que a utilizagédo de fortunas
ilicitamente acumuladas permita a organizagbes criminosas
transnacionais invadir, contaminar e corromper as estruturas do Estado,
as actividades comerciais e financeiras legitimas e a sociedade a todos
0S Seus niveis.

Em segundo lugar, adoptar medidas adequadas ao controlo e
fiscalizacdo dos precursores, produtos quimicos e solventes,
substancias que sdo utilizadas no fabrico de estupefacientes e de
psicotrépicos, que pela sua facil obtencdo e pela disponibilidade em
que estdo no mercado, tém conduzido a um aumento do fabrico
clandestino.

Em terceiro lugar, e por altimo reforcar e complementar as
medidas previstas na Convencdo sobre Estupefacientes de 1961 e na
Convencdo sobre Substancias Psicotropicas de 1971, preenchendo
fendas e potenciando os meios juridicos de cooperacao internacional
em matéria penal.

A classificacdo das penas aplicaveis ao trafico tendo em conta a
real perigosidade das respectivas drogas parece ser a posicdo mais
compativel com a ideia de proporcionalidade, o que ndo vai implicar
uma necessaria adesao a distingdo entre drogas duras e leves e, muito
menos, as conclusdes obtidas por alguns paises no campo da
discriminizacdo ou despenalizacdo do consumo. Simplesmente, a
deciséo de uma classificagdo mais ajustada tem de assentar na aferigcéo
cientifica rigorosa da perigosidade das drogas nos seus diversos

aspectos. [10]
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A lei n.° 30/2000, de 29 de Novembro, define o regime juridico
aplicavel ao consumo de estupefacientes e substancias psicotrépicas,
bem como a protec¢do sanitéria e social das pessoas que consomem tais
substancias sem prescri¢cdo médica. [11]

Durante estes anos, os paises de origem do oOpio utilizado na
producdo de heroina tém aumentado significativamente. O dépio que é
utilizado na produgdo de heroina tem quatro fontes principais, que
serdo mencionadas a seguir. (Figura 1.1) Geograficamente estas regides
sdo caracterizadas por um clima temperado com condi¢bes de solo
convenientes e de chuva para a producdo de Opio, apesar de haver
diferengas na qualidade do Opio, no que diz respeito a quantidade de

morfina e ao nimero de colheitas em cada uma destas areas. [9]

"Crescente Dourado"

"Triangulo Dmlrado

. X.' : mgaﬂsmo
MEXICO =) !
COLOMBIA /* & Y

Taﬂﬂ.ldh

'\ ;

~

Figura 1.1- Mapa das quatro fontes principais de produc&o de 6pio
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1.1- Origem da heroina

A Birmania, Laos e Tailandia, “Triangulo Dourado”, eram 0s
trés maiores paises de origem para a producdo de Opio, sendo
ultrapassado pelo Afeganistdo, que desde o inicio de 1990 tem sido a
principal fonte mundial no mercado ilicito. [9, 12]

A heroina do Sul Asiatico € de alta qualidade e é reconhecida
pela sua aparéncia branca cristalina, apesar de os agentes de corte
serem em grande quantidade, tais como a cafeina e o paracetamol.
(Figura 1.2)

OH ] N w
0 |
—N N
u )
Paracetamol o \
Cafeina

Figura 1.2- Estruturas das moléculas do paracetamol e cafeina

Em relacdo ao Sudoeste Asiatico, a Turquia, Iraque, Irdo,
Afeganistdo, Paquistdo, india e o Libano sdo os paises reconhecidos
como os de origem do Opio nesta parte do Mundo. A heroina do
Sudoeste Asiatico é caracterizada pela sua aparéncia de um po, ndo
sendo totalmente branca comparada com a heroina do Sul Asiético,
tendo uma pureza menor. Os agentes de corte sdo varios, tais como, a
cafeina e o paracetamol, que sdo aqueles que aparecem mais
frequentemente.

Na América Central, o0 México e Guatemala sdo os paises de
fonte priméaria para a heroina, em que esta tem a aparéncia de um pé
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castanho-escuro, e os adulterantes que aparecem mais frequentemente
sdo materiais amorfos e agucares. A aparéncia mais escura da heroina é
devida ao processamento de subprodutos.

A heroina da América do Sul é mais pura e com menos
adulterantes que a heroina do Sudoeste Asiatico. Por vezes €
encontrada cocaina nesta heroina, e em muitos casos ndo se sabe se a
cocaina encontrada foi adicionada como adulterante ou se esta presente
como um contaminante introduzido devido ao empacotamento que €

comum ao da cocaina. [9]

1.2- Preparacao da heroina

Todas as amostras de heroina confiscadas vém directa ou
indirectamente do Opio, que é extraido da planta Papaver somniferum
(Figura 1.3), que é mais conhecida como a papoila do épio, sendo esta
0 material de inicio para a producéo ilegal de heroina.

A Papaver somniferum faz parte
da familia da papoila (Papaveraceae), €
uma planta herbacea com folhas
alternadas, € anual com varias
subespécies, uma vez que é capaz de
hibridizar e mudar as suas caracteristicas,

e estas podem variar com factores

ambientais. Devido a estas condigdes
torna-se muito dificil conseguir fazer Figura- 1.3- Papaver somniferum
uma classificacdo, mas esta concluido que de toda a familia da papoila

s0 a Papaver somniferum e a Papaver setigerum contém morfina.
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Existem outras variedades da planta Papaver somniferum mas
sO duas delas sdo cultivadas para producéo de heroina, devido ao seu
elevado contetdo de morfina, a Papaver somniferum var. album e a
Papaver somniferum var. glabrum.

Nestas plantas o processo de biossintese da morfina segue varias

fases, como pode ser visto na Figura 1.4,
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Codeinona Codeina Morfina

Figura 1.4- Biossintese da morfina na papoila do épio [13]

Depois da floragcdo e da queda das folhas da Papaver
somniferum, as capsulas que estdo cheias e verdes sdo cortadas e o
latex, endurecido e humido, ou o 6pio bruto, é raspado e recolhido para
um recipiente de barro ou de plastico. [5]

A preparacdo da heroina requere a separacdo da morfina do
Opio, e existem alguns métodos especificos, sendo o processo de
Thiboumery e Mohr o mais utilizado. Contudo todos estes processos,

envolvem os quatro passos: 1) a Papaver somniferum € cultivada; 2) a
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cabeca da papoila sofre um corte e o latex do épio é recolhido; 3) a

morfina € isolada do Opio; 4) a morfina é tratada com um agente de

acetilacéo.

O isolamento da morfina € realizado usando um dos seguintes

métodos:

Processo de Thiboumery e Mohr — neste método o
latex do dpio ja seco é dissolvido em agua quente, que
depois é filtrado ainda quente, para que as substancias
botanicas insolUveis sejam removidas. Estas sdo lavadas
com agua quente e filtradas, o que vai assegurar uma
maior quantidade de morfina no produto final. Ao
filtrado € adicionado uma solucdo quente de hidroxido
de célcio. Os precipitados, que incluem os alcaldides
insollveis do 6pio e os materiais insollveis sdo filtrados
que sdo posteriormente lavados com agua e novamente
filtrados. O resultado do filtrado, é entdo evaporado e
depois filtrado, o que resulta numa solucdo concentrada
de morfinato de calcio que é aquecida até ferver. Cloreto
de amonio é adicionado. Quando esta solugdo arrefece, a
forma base da morfina precipita e € recolhida por
filtracdo. Esta € dissolvida num minimo volume de 4cido
cloridrico quente e quando este arrefece o cloreto de
morfina precipita, e é depois isolado por filtracao.

Processo de Robertson e Gregory — 0 6pio é lavado
com &gua quente, em que depois a solugéo é evaporada e
é re-extraida com agua quente e filtrada, em que este
filtrado é evaporado. A solucdo é aquecida ate ferver e é

adicionado cloreto de calcio. A solugdo de morfinato de
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calcio é adicionada adgua quente que depois € filtrada. A
solucdo é concentrada, em que o morfinato de célcio
precipita a medida que o liquido evapora. Este é
redissolvido em agua e filtrado. A este filtrado €
adicionada amonia, o que vai permitir que a forma base

da morfina precipite. [9]

Na producdo de heroina, ndo € feito o isolamento da morfina
previamente. Isso s0 acontece quando é produzida morfina como
produto final, e como esta separacdo quase nunca é completamente
eficiente a heroina consiste numa mistura de morfina e tragos de outros
alcaldides opiaceos, como a codeina, a noscapina, a papaverina e a
tebaina. [9]

A tradicional sintese de heroina, consiste huma simples reac¢do
de acetilagdo, e normalmente é realizada adicionando um grande
excesso de anidrido acético directamente a morfina, ou ao extracto do
Opio, seguido de aquecimento até ferver. O anidrido acético é o
reagente acetilante mais usado, apesar de as vezes utilizarem outros
dois reagentes, nomeadamente, o cloreto de acetilo e o diacetato de
etileno. Durante o processo de acetilacdo é formado o primeiro produto
intermediario, 3-monoacetilmorfina, em que depois a heroina é
formada e é em parte diacetilada em 6-monoacetilmorfina. Os outros
alcaldides, que sdo encontrados como contaminantes da morfina
original, e que também tém grupos funcionais que podem reagir com
radicais acetilicos, eles irdo produzir derivados acetilicos, como no caso
da codeina. Se eles ndo reagirem com o0s grupos acetilicos, irdo manter-
se inalterados no produto final, como no caso da papaverina e da

noscapina. Se forem quimicamente instaveis, como no caso da tebaina,
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irdo formar uma variedade de subprodutos, como o tebaol, o
acetiltebaol. [4]

O produto que se pretende é isolado tratando a mistura com
carbonato de sodio e a heroina é recolhida por filtracdo. O produto final
é normalmente usado para fumar ou para inalar. Se o que se pretende é
cloridrato de heroina, o material de base é dissolvido em acetona e é
adicionado &cido cloridrico, este contetdo é seco ao ar até se obter um
po uniforme.

Finalmente, substancias de corte sdo adicionadas a heroina, para
aumentar o contetdo do produto, e também para aumentar os lucros de
quando € vendido, sdo adicionadas substancias inertes ao pé puro. Na
maior parte dos produtos vendidos é adicionado mais que um diluente.
Estes diluentes sdo produtos quimicos mais usados como enchimento
do que como desencadeamento para obter uma resposta fisiologica, e
podem ser adicionados para afectar a cor e a composi¢cdo em prol da
satisfacdo do consumidor.

Substancias farmacologicamente activas ou adulterantes
também sdo adicionadas. Alguns destes componentes tém como
objectivo aumentar o efeito da heroina. No caso de alguns adulterantes
0 tipo de resposta fisioldgica pode ser afectada, o que se pode traduzir
num efeito muito ou pouco severo. No caso do paracetamol, este
aumenta a volatilidade da base de heroina, o que vai aumentar o efeito
do “chasing the dragon”. Outros, por exemplo, a adi¢do da procaina, ¢
feita mais para aliviar a dor de uma injecc¢do intravenosa. [5]

Contudo a composicdo quimica da heroina disponivel no
mercado depende de varios factores, tais como:

= Composicao do 0pio;

= Meétodos utilizados na extrac¢do da morfina;
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= Procedimentos na acetilacdo da morfina;

= Purificacdo da mistura através da adicdo de diferentes
solventes;

= Precipitacdo da forma base da heroina e sua purificacdo;

= Conversdo da forma base da heroina para os seus sais

cloridricos. [4]

1.3- Propriedades fisico-quimicas da
heroina

A heroina possui uma constante de ionizagdo (pK;) de 7,60, em
que o nitrogénio presente na heroina a pH’s acidos vai ser protonado, o
mesmo acontece para pH’s basicos. O seu coeficiente de partilha
octanol-4gua é de 1,69. Aproximadamente 40% de heroina, a pH
fisioldgico, encontra-se na forma ndo-ionizada, tendo portanto um grau
de ionizacdo baixo. A este pH a heroina é lipofilica, sendo rapidamente
absorvida pelas membranas mucosas, quando fumada ou inalada, sendo
0s pulmd@es e a mucosa intranasal 6rgdos altamente perfurados, o que
contribui para uma absor¢do maior de compostos lipofilicos. O ponto
de fusdo da base livre de heroina é de 173°C, havendo degradacdo da
heroina a temperaturas superiores a esta, sendo solivel em cloroférmio,
alcool, éter e agua. O cloridrato de heroina tem um ponto de fusdo de
243-244°C, sendo soltvel em &gua, alcool e éter. [14-16]
Na Figura 1.5 encontra-se 0 espectro de massa da heroina

(diacetilmorfina).
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Figura 1.5- Espectro de massa da heroina [17]

1.4 - Classificacdo e modo de accéo

Os opiaceos sao drogas que sdo extraidos directamente do 6pio,
como a morfina e a codeina, ou sdo derivados quimicos, como a
heroina (diacetilmorfina). Todos estdo estruturalmente relacionados
com a morfina.

Trés grandes classes de receptores opiaceos foram descobertas,
u, K, 8 ¢ o como também muitas subclasses de receptores sao
conhecidas.

A morfina e as drogas relacionadas com esta produzem o0s seus
maiores efeitos no corpo pela sua interac¢cdo com receptores |, contudo
parece haver alguma interaccdo com outros receptores para doses mais
elevadas.

Os principais efeitos farmacoldgicos dos opiaceos sdo bem
conhecidos, e incluem anestesia, analgesia, convulsdes,
desenvolvimento de tolerancia e dependéncia, sonoléncia, alteracbes de
humor, etc.

A codeina resulta da substituicdo do grupo —OH na posicao 3 da
morfina, por um grupo metilo, o que vai reduzir a ligagdo aos
receptores especificos u da morfina, portanto actua como uma farmaco
menos potente que a morfina. Além disso, a heroina em si pensa-se que
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tem pouca ou nenhuma actividade farmacologica, mas é uma pro-droga
ou neste caso pro-farmaco, com a maior parte da sua actividade a ser
devida a producdo de metabolitos activos, particularmente a morfina.
[18]

1.5- Farmacocinética e metabolismo
da heroina

Em poucos minutos apds entrar na circulagdo, a heroina é
rapidamente convertida num intermediario relativamente instavel, a 6-
monoacetilmorfina  (6-MAM). Este intermedidrio € também
rapidamente convertido em morfina completando assim o processo de
desacetilacao.

A morfina ¢ metabolizada no figado por um processo de
conjugacdo, glucuronizacdo. Neste processo, o0 &cido glucurénico é
conjugado com a morfina para formar a morfina-3-glucuronideo (M-3-
G) e a morfina-6-glucuronideo (M-6-G) (Figura 1.6). Estes produtos
sdo mais sollveis em &gua que a morfina e sdo excretados na urina. O
principal produto deste processo, a M-3-G € inactivo, contudo, o
metabolito M-6-G é extremamente activo e a sua ac¢do no corpo é
acrescentada a da morfina. As proporcdes relativas da morfina e dos
seus metabolitos glucuronideos sdo importantes, para se entender a
accdo analgésica da heroina e da morfina. Também tém uma importante
aplicacdo em casos forenses, particularmente na investigacdo de mortes

relacionadas com a morfina e a heroina. [18]

27



mono® uo®

-
T
o -

r.?[’:][j: {

S—
N
r }_
=
-

H
L
_MCH,
-

<y

W

.
P
a- =
-

—z
Slic

Morfina-3-glucuronideo Morfina-6-glucuronideo

Figura 1.6- Principal via metabdlica da heroina

1.6- Vias de administracao de heroina

Existem varias vias de administracdo de heroina que se podem
utilizar, tais como, injeccdo intravenosa, fumar, inalacdo, subcutanea,
intramuscular, oral e também rectal. A via escolhida pode ter muitas
implicacbes em termos de riscos de salde. H& também algumas
diferencas importantes na natureza e composicdo da heroina de acordo

com o tipo de via de administracao.

1.6.1- Administracéo intravenosa

A via de administracdo intravenosa leva a muitos riscos de
salude devido ao uso de tecnicas de injeccdo pouco assépticas e a
partilna de agulhas. Os problemas mais graves sdo, a transmisséo do
virus VIH (Virus da Imunodeficiéncia Humana), a hepatite B e C, 0

elevado risco de overdose. Destes 0 mais grave € a transmissdo do VIH.
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A heroina usada em administracdo intravenosa pode ser de
pureza variavel, mas é geralmente usada na forma de sal cloridrato, que
é mais sollvel em &gua. A heroina para injeccdo é comprada em po
branco, bege ou castanho claro, o qual € dissolvido numa pequena
quantidade de dgua com um traco de sumo de liméo, que contém acido
citrico e ajuda a aumentar a solubilidade. Tudo isto pode ser misturado
numa colher pequena sobre uma chama, usualmente um isqueiro, onde
se pretende esterilizar o liquido antes da extraccdo da droga que se

coloca depois numa seringa para posterior injeccao. [18]

1.6.2- “Chasing the Dragon

No procedimento “chasing the dragon”, os consumidores de
heroina aquecem o pé num pedaco de aluminio com um isqueiro até
derreter e evaporar. [19] Posteriormente o vapor da heroina é inalado
ou fumado. Este tipo de heroina é usada na forma de “base livre”, que ¢é
mais volatil e pode ser fumada em vez de injectada. A forma base da
heroina é geralmente castanha e relativamente insollvel em &gua, por
isso, ndo é ideal para injeccdo, enquanto que, a heroina na forma de sal
cloridrato ndo é ideal para fumar devido ao facto de se decompor

facilmente quando aquecida.

1.6.3- Inalacéo
E a forma menos eficiente de administracdo de heroina.
Quantidades variaveis de heroina podem ser engolidas quando esta é

inalada, reduzindo a quantidade de droga activa que chega a circulacéo.
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1.6.4- Ingestao oral

E uma forma muito incomum de administracdo, isto porque a
heroina é absorvida lentamente sem produzir nenhuma caracteristica
desejada, assim como também a maior parte da dose é metabolizada
pelo figado antes de chegar a circulagao.

A ingestdo oral de heroina pode ser vista algumas vezes em
casos de suicidio ou homicidio.

Os acidentes mais comuns em que se verifica este tipo de
ingestdo acontecem com as “mulas”, ou Seja, pessoas que transportam a
heroina no corpo, engolindo-a em pequenos sacos de plastico ou latex.

Menos comum € o0 caso de pessoas gque tentam contrabandear a

heroina inserindo pacotes no recto ou na vagina. [18]
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I1- Metodologias descritas para

analise de heroina

Devido as diferencas nos procedimentos agricolas e de
manufacturacdo da heroina, a presenca e a concentracdo dos alcaldides
do 6pio, como também os seus derivados depois da acetilacdo, podem
variar significativamente. A presenca de diluentes e de adulterantes
também podem fornecer informacao extra sobre a origem e o tréafico de
amostras ilicitas de heroina. Todos estes parametros constituem um
perfil, que pode ser usado em andlise comparativa. Esta trata de uma
analise abrangente das caracteristicas quimicas e/ou fisicas de um
extracto de droga. Em particular, aplica uma analise detalhada dos
constituintes co-extraidos dos materiais naturais das plantas, bem como
das impurezas das drogas semi-sintéticas resultantes do método de
sintese e das condicBes experimentais usadas. De tudo isto resulta um
“drug profile” que pode ajudar as entidades que investigam a origem
dos lotes traficados a identificar a sua origem geogréafica e/ou os seus
traficantes, dado que a forma como procedem a preparacdo e ao corte
do produto pode ser caracteristico.

No geral esta analise inclui dois procedimentos. Em primeiro a
caracterizacdo da amostra seguido pela interpretagdo dos dados. [5]
Devido a complexidade e variedade da mistura relacionada com a
origem e a producdo das impurezas, uma Unica técnica analitica ndo €
suficiente para tracar o perfil de uma amostra. Geralmente, uma
completa caracterizacdo € obtida através da identificacdo dos
componentes maioritarios e minoritarios, da origem e producdo das

impurezas como também dos residuos dos solventes. [4] Os varios
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métodos analiticos que tém sido usados para comparacdo de amostras
de heroina, podem fornecer muita informacdo em pouco tempo, e o
problema de se tratar muita informagdo, com o objectivo de
aprendizagem, de reconhecimento e de predicdo, requer técnicas
especiais, denominadas por técnicas quimiometricas. [20]

A caracterizagdo de amostras ilicitas é realizada através de uma
grande variedade de técnicas analiticas. Exemplos destas sdo, a
cromatografia de camada fina (TLC) [4, 5], a cromatografia liquida de
alta eficiéncia — espectrometria de massa tandem (UPLC-MS/MS) [21],
a cromatografia gasosa (GC) [22-26], a electroforese capilar (CE) [4,
27, 28], a espectroscopia de absorcdo atomica (AAS) [4, 5], a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [4-7, 29, 31], a
electrocromatografia capilar (CEC) [30], entre outras.

Uma das primeiras caracteriza¢cdes de uma amostra de heroina
pode ser realizada através da visualizacdo da cor. Devido a ter um
caracter subjectivo, esta técnica tem uma aplicacdo reduzida, mas pode
ter aspectos mais objectivos utilizando espectros de absorcdo ou de
reflectancia difusa.

Os processos extractivos usados na preparacdo da amostra
também podem ser condicionantes dos resultados analiticos. Os mais
frequentemente usados sdo acetato de etilo:metanol (9:1) [31], &cido
ortofosférico (pH=2,5) [7], cloroférmio [20, 32], &cido sulfarico [30],
entre outros.

A cromatografia de camada fina (TLC) [4,5] é uma das técnicas
de facil uso, dado que é econdmica e tem um tempo de analise curto,
sendo a sua aplicacdo baseada em um rastreio inicial ou em uma analise

semi-quantitativa. Esta técnica pode ser usada na identificacdo de
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alcaldides primarios do épio, de subprodutos minoritarios de acetilacéo,
como também de adulterantes e diluentes. [5]

A cromatografia gasosa (GC) é um método que permite uma
boa resolugédo na separacdo de impurezas com uma boa sensibilidade e
reprodutibilidade. [33] Esta metodologia se acoplada a um detector
adequado é uma técnica analitica estabelecida para a andlise de
compostos organicos volateis e semi-volateis em amostras gasosas,
liqguidas ou sdlidas. [34] Em particular, a combinacdo com
espectrometria de massa (GC-MS) tem grande potencial na analise de
misturas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) consegue
superar alguns problemas relativos a cromatografia gasosa como a
adsorcdo, a instabilidade devido ao calor, a transesterificacdo e a
solubilidade. Também ndo sdo necessarios procedimentos de derivacao
extensivos. Como limitagcdo, necessita de alguma solubilidade do
analito. Devido a estrutura quimica dos alcaldides opiaceos e dos seus
adulterantes, a maior parte das analises por HPLC sdo realizadas em
modo de fase reversa. O HPLC também permite identificacdo directa
de acUcares e carbohidratos se for usado um detector de indice de
refraccdo diferencial e uma coluna adequada a separacdo destes
constituintes. [4,5,7, 28]

Operacionalmente a grande diferenca entre GC e HPLC é a
natureza da fase maével, os liquidos ndo sdo tdo compressiveis como 0s
gases, ou seja, em HPLC empacotamentos com particulas pequenas
podem ser usados, fornecendo uma maior eficiéncia, com colunas
relativamente pequenas a temperatura ambiente. Também, a
composicao do eluente pode ser alterada de modo a controlar a retengéo

e a selectividade, fornecendo um alto controlo durante a separacdo. [27]
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Muitos sistemas de deteccdo de HPLC sdo usados em analise
comparativa de amostras de heroina ilicita, sendo o detector ultravioleta
0 mais comum, podendo ser usado para a quantificacdo de alcal6ides
do dpio e adulterantes, como também de diluentes, contudo ndo é muito
especifico ou sensivel. O detector de fotodiodos (DAD) permite uma
identificacdo mais especifica, sendo o detector de fluorescéncia aquele
que permite uma maior selectividade e sensibilidade. [5] Numa parte
desta tese analisamos os espectros de fluorescéncia de paracetamol e
cafeina, dois dos agentes de corte mais utilizados na heroina.

A electroforese capilar (CE) é adequada para a analise da
grande variedade de solutos que se encontram nas amostras de droga,
especialmente os compostos que sdo dificeis de analisar por
cromatografia gasosa e por cromatografia liquida de alta eficiéncia. As
técnicas de electroforese capilar conseguem separar uma grande
variedade de solutos, incluindo compostos que sdo muito polares,
termicamente labeis e/ou ndo volateis, com uma grande eficiéncia e
selectividade. Este método é adequado para amostras de heroina,
contudo necessita de uma preparacdo adequada da amostra antes da
analise instrumental. A CE oferece uma alta eficiéncia, selectividade, €
econdémico, como também é uma técnica de grande potencial para um
quimico forense. [4,27]

A espectroscopia de absorcdo atomica (AAS) é aplicada na
analise de compostos inorganicos em amostras ilicitas de heroina. [5]

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa tandem [21] fornece uma maior capacidade de
analise e de identificacdo dos compostos relativamente ao HPLC e a
CE.

34



2.1- Metodos Quimiométricos na
analise de heroina

Para a interpretacdo dos dados obtidos pelas técnicas analiticas
utilizam-se os métodos quimiomeétricos, [34] que se baseiam no uso de
programas estatisticos, que permitem a formacgdo de perfis mais
objectivos e de impressdes. Métodos que sdo usados em andlises
comparativas de heroina, incluem a analise de componentes principais
(PCA) [36, 20, 37], a anélise hierdrquica por clustering (HCA) [20], o
método dos k-vizinhos (k-NN) [20]. Estes métodos vdo permitir criar
uma ligacdo entre as amostras analisadas para se determinar a sua
origem, como também comparar amostras de heroina de rua.

Hé& alguns exemplos na literatura do uso de PCA na comparacao
de lotes de heroina, como também para a determinacdo da sua origem
geografica, baseada nas concentracdes variadas de alcaldides ou em
elementos de tragos inorganicos. [5] Este método € uma técnica de
analise multivariada que consiste em transformar um conjunto de
variaveis em outro conjunto, 0s componentes principais, porém com
propriedades diferentes. Cada componente é uma combinacéo linear de
todas as variaveis originais, sdo independentes entre si e sdo estimados
com o proposito de reter 0 maximo de informacdo, em termos de
variacdo total contida nos dados. A PCA é associada a ideia de reducdo
de dados, com a menor perda possivel de informacéo. [5, 34]. Também
¢ possivel extrair informacdo em relacdo as variaveis que sdo
importantes para a informagéo que é observada. O numero de amostras
disponiveis pode ser um factor condicionante, pois de acordo com a
literatura [5], um estudo com nove amostras, as conclusdes devem ser

vistas com caucéo.
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Um outro método usado no perfil de heroina, € a analise por
clustering, principalmente a andlise hierarquica por clustering (HCA),
em que pode ser baseada na concentracdo de alcal6ides do 6pio ou nas
concentragdes de tracos de elementos, e através dos grupos de amostras
similares é possivel a identificacdo dos lotes de heroina e a
determinacdo da sua origem. Contudo, na maioria dos casos nao é
especificado que tipo de similaridade é aplicado neste método. O
resultado de um clustering hierarquico € um dendograma que fornece
uma facil estimacdo visual das semelhancas entre as amostras. As
distancias entre as amostras ou grupos de amostras € a medida de
similaridade ou dissimilaridade. [5,20]

A PCA e a HCA sdo métodos que podem ser usados para
verificar se a informacdo estd presente, pois sdo métodos nao-
supervisionados, em que ndo sdo adequados para se tomar a decisdo em
relagdo a origem de uma nova amostra que necessita de ser classificada.

O método dos k-vizinhos é usado geralmente para se realizar
uma classificacdo. A classificacdo € realizada usando um conjunto de
dados de referéncia que contem variaveis e a variavel alvo. Com base
no conjunto de dados de referéncia o modelo €é estabelecido, e este €
aplicado em dados néo classificados. A distancia do desconhecido para
o0s k-vizinhos determina a atribuicdo da classe. [20]

A diluicdo de amostras de heroina ndo tem efeito adicional na
capacidade discriminatéria dos métodos estatisticos, sendo portanto
uma das vantagens. Estes métodos resultam em uma caracterizacao

e/ou discriminacdo mais objectiva. [5]
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No desenvolvimento deste trabalho utilizou-se HPLC/DAD, a
fluorimetria e a espectroscopia de absorcdo UV/ Visivel. No entanto,
houve muitas limitagbes a uma correcta abordagem destas analises.
Dadas as caracteristicas das amostras, a Unidade Nacional de Combate
ao Trafico de EstupefacientessfNEA apenas disponibilizou trés
exemplares e muita escassa quantidade de cada uma delas. Assim
sendo, ndo foi possivel fazer uma validagdo do método seleccionado
para tracar o perfil do produto. Também o facto de apenas se dispor de
trés amostras ndo permitiu uma abordagem especulativa sobre os
resultados obtidos, dado que ndo foi cedida nenhuma informacao de
referéncia.

A metodologia foi desenvolvida no sentido de poder ser
continuada no futuro e servindo nesta fase apenas como ensaio

academico exemplificativo do que poderia vir a ser explorado.
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I11- Métodos
3.1- Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia e ciéncias forenses

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi
introduzida no final dos anos de 1960. E muitas vezes usada em
aplicacdes forenses como na andlise de drogas, em toxicologia, na
analise de explosivos, de tintas, de fibras como também plésticos,
sendo uma ferramenta chave na andlise de varios materiais de natureza
desconhecida. [2,38]

3.1.1- HPLC: Consideracg0es gerais

A cromatografia € um método de separacdo de componentes de
uma mistura em que a separacdo depende da distribuicdo das diferentes
moléculas entre duas fases: uma fase estacionéria e uma fase movel. Os
métodos cromatograficos classificam-se de acordo com a natureza das
fases estacionéria e movel, dos seus estados fisicos e dos mecanismos
de separacao.

A cromatografia liquida (LC) é uma técnica fisica de separacédo
conduzida num liquido como a fase movel. A amostra € separada nos
seus componentes (ou analitos), distribuindo entre a fase mével (um
liquido que flui) e uma fase estacionéria (sorbentes embalados dentro
da coluna). A seguir, utilizamos um método analitico para detectar os
componentes. O HPLC é uma forma mais recente do LC que usa
colunas de particulas pequenas, através da qual a fase modvel €

bombeada a alta pressdo. O HPLC é caracterizado pelo uso de bombas
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a alta pressdo para uma separacdo mais rapida, por colunas reutilizaveis
e mais eficazes para uma boa separagéo, e um melhor controlo de todo
0 processo para se obter resultados mais precisos e reprodutiveis.
[39,40] O HPLC é umas das técnicas analiticas de separacdo mais
utilizadas, devido a sua sensibilidade, a sua adaptabilidade para
determinacbes quantitativas precisas, a sua féacil manipulacdo, é
adequado para a separacdo de espécies ndo volateis ou termicamente
frageis, e acima de tudo, a sua aplicacdo generalizada a substancias
importantes para a inddstria, em muitos campos da ciéncia. Exemplos
destas substancias incluem os aminoécidos, as proteinas, os acidos
nucleicos, os hidratos de carbono, as drogas, 0s pesticidas, 0S
antibidticos, compostos fendlicos, esterdides e uma variedade de
substancias inorganicas. [41]

Um tipico sistema de HPLC consiste num reservatorio de
eluente, uma bomba a alta presséo com controlo de fluxo, um sistema
de injeccdo da amostra, uma proteccdo de aco inoxidavel e colunas
analiticas preenchidas com material de fase estacionaria, um detector e

um sistema de recolha e de registo de resultados. (Figura 3)
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Figura 3- Sistema de HPLC
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Em geral, a técnica de HPLC é um processo dindmico onde as
moléculas dos analitos se movem através de um enchimento poroso,
por accdo da fase mdvel bombeada continuamente, e interagem com
diferentes afinidades com o material da fase estacionaria.

A coluna de HPLC é o coracéo do sistema. De modo a manter a
coluna em bom funcionamento €é muito importante usa-la
cuidadosamente. As maiores eficiéncias que sdo possiveis com o HPLC
sdo as opostas a convencional cromatografia liquida, pois € possivel a
introducdo de materiais de empacotamento com particulas de tamanho
entre o intervalo de 3-10um. As pressfes que sdo geradas requerem
materiais de empacotamento que possam suster tais pressfes, como a
silica que pode ser usada por longos periodos e a pressdes acima de
28000 kPa sem danos fisicos, sendo entdo o material de
empacotamento de HPLC mais usado. Uma coluna de protecgdo (pré-
coluna), ou seja uma pequena coluna, que esta localizada em frente da
coluna analitica de forma a protegé-la das impurezas da amostra, como
também de particulas de desgaste. As pré-colunas devem ter
aproximadamente 5% do tamanho da coluna e convém que sejam
mudadas frequentemente. Podem conter o mesmo material de
empacotamento que a coluna analitica, se tiverem apenas a funcédo de a
proteger, mas podem ter outra fase se for pretendida uma pré-separacao
antes da separacdo analitica propriamente dita. [35]

As colunas ndo devem ser usadas com eluentes que possam
dissolver o empacotamento, ou com amostras ou extractos de amostras
que possam introduzir particulas ou causar precipitacdo de material
solido no sistema. E muito importante assegurar que os solventes

usados nas misturas eluentes sejam misciveis. [35] Além disso todos 0s
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solventes devem ter um grau de pureza elevado, o que se designa
vulgarmente por “HPLC-grade”.

Consoante as caracteristicas  especificas do  sistema
experimental, a cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser
classificada como cromatografia de fase normal (HPLC-NP) ou
cromatografia de fase reversa (HPLC-RP).

Na cromatografia de fase normal, também conhecida como
cromatografia de sélido-liquido ou cromatografia de adsorcédo, é usada
uma fase movel que é apolar e uma fase estacionaria que € polar. A
cromatografia de fase normal € um modo de separacdo que consiste na
adsorcdo/dessorcdo do analito para a fase estacionaria polar
(normalmente silica ou alumina), em que o soluto apenas estd em
contacto superficial com a fase estacionaria e nao totalmente embebido
nela. Os analitos polares migram lentamente atraves da coluna, devido
as grandes interac¢des com os grupos silanol. (Figura 3.1) Os tipicos
eluentes neste modo de HPLC s&o os alcanos, como o heptano.

A cromatografia de fase normal é muito adequada para a
separagdo de compostos apolares, incluindo isémeros. Contudo tem
desvantagens, em que uma delas é a facil contaminacéo das superficies
polares pelos componentes da amostra, 0 que pode ser reduzido pela

ligacdo de grupos funcionais polares aos grupos silanol. [39]

Fase estacionana é

polar (Silica) Fase movel

f‘ . = . ﬂ—’ gg;ﬁ@

Amostra

Figura 3.1- Esquema de Coluna e respectiva fase mével em cromatografia de fase normal
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A cromatografia de fase reversa usa um eluente polar e uma fase
estacionéria apolar. (Figura 3.2) As primeiras fases estacionarias eram
particulas soélidas revestidas com liquidos apolares, mas foram
rapidamente substituidas por grupos de ligacao hidrofobicos, tais como
grupos octadecilo ligados (C1g), em suporte de silica.

Na fase movel polar normalmente é usada uma mistura de
metanol ou acetonitrilo com &gua, para ajustar a retencdo e a
selectividade. A adicdo de 4gua vai aumentar a polaridade do eluente, o
que geralmente aumenta a retencdo do analito. A adicdo de agua ao
metanol vai aumentar a viscosidade e posteriormente a pressdo da
coluna, enquanto a mistura de agua:acetontrilo ja néo.

A cromatografia de fase reversa é o modo de HPLC mais usado,
pois € adequado para a analise de analitos polares (sollveis em agua),

de polaridade média e ainda alguns analitos apolares. [35]

Fase estacionaria

apolar Fase movel

' . __, polar (aquosa)

- -y

Amostra

Figura 3.2- Esquema de coluna e respectiva fase mével em cromatografia de fase reversa

Modo de separacgédo Fase estacionaria Fase movel
(particulas) (solvente)

Fase normal Polar Apolar

Fase reversa Apolar Polar

Tabela 3- Caracteristicas das fases para separa¢0es baseadas na polaridade
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Quando a composicdo da fase movel é alterada gradualmente ao
longo da eluicdo cromatografica, por aumento ou diminuicdo de
percentagem de solvente organico, fala-se de uma eluicdo em gradiente.
Nos casos em que a composicdo da fase mdvel se mantém constante
durante toda a analise, o tipo de eluicdo é conhecido como isocratico.

O detector ideal de HPLC deve ter muita sensibilidade, uma
resposta especifica ou universal rapida, um amplo intervalo dindmico
linear, um limite de deteccdo elevado (igual a elevada sensibilidade),
uma suficiente estabilidade e reprodutibilidade do sinal, uma ligacao
entre a coluna e o detector curta e directa e um detector com um
volume tdo pequeno quanto possivel. Para além destes requisitos,
existem outras caracteristicas que afectam a aplicabilidade de um
detector, por exemplo, se é necessario que um detector mostre a mesma
sensibilidade para todos os solutos detectados, e também que o sinal
seja 0 menos possivel influenciado pela temperatura, a velocidade de
fluxo e a composicdo da fase mével. [35]

O detector da rede dos diodos, também conhecido como “Diode
Array Detector” (DAD), fornece um espectro UV da eluicdo dos
constituintes enquanto funciona como um detector de varrimento de
absorvancia UV/Visivel de multiplos comprimentos de onda. Os sinais
dos fotodiodos individuais sdo processados para originar um espectro
da amostra. Porque os espectros sdo gerados ao mesmo tempo, o DAD
pode contribuir para a identificagdo do constituinte correspondente ao
pico de absorcdo. O DAD pode funcionar para recolher dados em um
ou mais comprimentos de onda através do cromatograma, ou recolher
um espectro completo em um ou mais analitos numa sé analise,
gerando ainda uma visdo 3D (absorvancia, comprimento de onda e

tempo de elui¢do) da absorcdo no UV de todos os constituintes da
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amostra injectada. Se dois compostos tém espectros diferentes, €
possivel distingui-los mesmo tendo tempos de elui¢do similares. Outra
aplicacdo comum do DAD é a determinacdo da pureza do composto,
em que o software que acompanha o detector calcula a taxa de absor¢édo
através do pico. [40]

A deteccdo por fluorescéncia pode aumentar a sensibilidade,
mas ao mesmo tempo é muito selectiva. A resposta obtida é dependente
da energia da luz incidente e da configuracdo Optica do detector. Os
detectores de fluorescéncia podem ser de monocromador duplo, de
filtro duplo ou uma combinacdo de monocromador (excitacdo) e de
filtro (emissdo). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissao
obtidos com instrumentos de monocromador duplo fornecem
selectividade maxima ao analito alvo, contudo, compostos com
estruturas quimicas semelhantes, possuem espectros de fluorescéncia
diferentes, o que pode ser uma desvantagem. Com alguns instrumentos
é possivel programar a mudancga de comprimento de onda de excitacédo
e emissdo durante uma analise, mas pressupde o conhecimento dos

analitos, do seu tempo de retencéo e do espectro de fluorescéncia. [35]
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3.2- Fluorescéncia e ciéncias forenses

A fluorescéncia envolve a emissdo de luz pelos estados
electronicamente excitados das moléculas ou dos atomos. Nos ultimos
20 anos, as ciéncias forenses tém sido alvo de um grande crescimento e
desenvolvimento, assim como as técnicas de anélise a elas associadas.
A espectroscopia de fluorescéncia € uma dessas técnicas, tendo
alcancado um grande avanco tecnoldgico nas ciéncias bioldgicas assim
como nas ciéncias forenses. [42] A elevada sensibilidade permite niveis
de detecc¢do até uma molécula Unica.

A fluorescéncia representa nos dias de hoje uma ferramenta
essencial no desenvolvimento de biotecnologia, citometria de fluxo,
diagndstico médico, sequenciacdo de ADN, em andlises genéticas, etc.

Uma vez que a detec¢do por fluorescéncia € muito sensivel, esta
tecnologia tem sido usada por cientistas de areas muito distintas. Antes
de discutir as condi¢des para observar a fluorescéncia, vamos ver o que

acontece quando uma molécula absorve luz.

3.2.1- Absorcao molecular no
Ultravioleta/Visivel

A absorc¢do de luz visivel ou ultra-violeta por moléculas produz
estados excitados, pela promocdo de electrbes a orbitais de maior
energia.

A luz é uma forma de radiacdo electromagnética que pode ser
caracterizada pelo seu comprimento de onda (L) e pela sua frequéncia
(v), e que de acordo com a teoria quantica, tem uma energia, E, dada

por:
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E=h-v=h-c/A
onde h é a constante de Planck e c é a velocidade da luz.

Diferentes processos para a interacgdo da luz com moléculas sdo
possiveis, mas o de particular relevancia é o de absorcdo de luz. Uma
das leis fundamentais da fotoquimica , a lei de Grotthiis-Draper, diz que
s6 as moléculas que absorvem luz podem induzir uma mudanca
quimica. Se a luz possuir a energia apropriada (AE=h-v, onde AE ¢ a
energia de separacdo entre os estados na molécula), podera ser
absorvida pelas moléculas para produzir estados excitados nos quais 0s
electrdes sdo promovidos para orbitais de maior energia. [43]

A absorvancia é uma medida da quantidade de radiacdo que é
absorvida por uma amostra, sabendo a intensidade da radiacdo que
sobre ela se incide, e é directamente proporcional ao caminho
percorrido pela luz na amostra e a concentragdo da amostra, de acordo
com a lei de Beer-Lambert:

A=¢bc
onde ¢ ¢ a constante de proporcionalidade (coeficiente de absorcéo
molar), b o caminho percorrido pelo feixe de luz na amostra (largura da
célula), ¢ a concentracdo e A a absorvancia.

Diferentes moléculas absorvem radiacdo a comprimentos de
onda distintos. Deste modo, um espectro de absorcdo ou de

fluorescéncia é caracteristico de uma molécula.

3.2.1.1- Transicdes electronicas

A absorcdo de radiacdo provoca a excitacdo dos electrbes de

valéncia. Existem trés tipos de transi¢cdes que devem ser consideradas:
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1. Transigdes que envolvam electrdes em orbitais o, m € n em
moléculas organicas.

2. TransicOes que envolvam transferéncia de carga.

3. Transi¢cbes que envolvam electrbes d e f em complexos

metalicos inorganicos.

Quando um atomo, ou molécula, absorve energia, 0s electrGes
séo promovidos (excitados) do seu estado fundamental para um estado
excitado.

A absorcdo no UV/Visivel em moléculas organicas € restrita a
certos grupos funcionais (cromdforos), que contém electrGes de
valéncia com energia de excitacdo baixa. Os espectros UV/Visivel
podem ser usados para identificacdo qualitativa de moléculas e espécies
atbmicas pois sdo caracteristicos de uma determinada estrutura
molecular.

Utilizamos um espectrofotometro para medir os espectros de
absorcéo. Este envolve uma fonte de luz, um elemento dispersivo (rede
de difraccdo) para separar a luz branca nos varios comprimentos de
onda, a amostra e um detector. Tem ainda fendas para controlar a

largura do feixe de luz.
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Compartimento
da fonte

Compartimento Compartimento
da amostra do detector

Figura 3.3- Espectrofotometro UV/Visivel

Difraccéo

Amostra

Figura 3.4- Representacdo esquematica do funcionamento de um espectrofotdmetro
UV/Visivel

3.2.2- Luminescéncia

O conceito de luminescéncia foi descrito por Eilhardt
Wiedemann, em 1888, para caracterizar todos os fendmenos de luz que
ndo sdo unicamente condicionados por aumento da temperatura, em
oposicdo ao fendmeno de incandescéncia. Alguns anos antes, Stokes
observou a luminescéncia de alguns compostos, incluindo sais de

uranio.
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Chama-se luminescéncia a emissdo de fotBes, na gama do
Ultravioleta, Visivel ou Infravermelho Proximo, por parte de espécies
excitadas electronicamente.

A seguir a absorcdo de luz, as moléculas no seu estado excitado
podem perder 0 seu excesso de energia por calor, através de reaccoes
quimicas, ou por remissdo de luz. Experimentalmente ha dois casos
diferentes. Em alguns a luz é reemitida logo a seguir a absorcéo,
tipicamente 107-10"%s. Em outros casos, a luminescéncia decai em
milissegundos, segundos ou minutos depois da excitacdo. O
decaimento de curta duracdo denomina-se fluorescéncia, enquanto o
decaimento lento denomina-se fosforescéncia. Estes dois processos séo
distinguidos a nivel molecular. [43]

Podemos utilizar outro meétodo de classificacdo de

luminescéncia de acordo com o modo de excitagéo.

Fenémeno Modo de excitacdo

Fotoluminescéncia Absorcao de luz (fotbes)
(fluorescéncia, fosforescéncia)

Radioluminescéncia Radiacdo ionizada (raio-X, a, P
ey)

Catodoluminescéncia Raios catodicos (feixes de
electrdes)

Electroluminescéncia Campo eléctrico

Termoluminescéncia Agquecimento prévio ao

armazenamento de energia (ex.
irradiacao radioactiva)

Quimioluminescéncia Processo Quimico (ex.
oxidacéo)
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Bioluminescéncia Processo Bioquimico

Sonoluminescéncia Ultrassons

Tabela 3.1- Tipos de luminescéncia dependendo do tipo de excitacdo

3.2.2.1- A fluorescéncia molecular como

ferramenta analitica

As técnicas analiticas baseadas na deteccgdo de fluorescéncia sdo
bastante populares devido a sua elevada sensibilidade e selectividade.

Quando um analito é fluorescente, é possivel fazer deteccdo
fluorimétrica directa usando um espectrofluorimetro. Através da
escolha do comprimento de onda da luz utilizada para excitar a
amostra, a energia pode ser escolhida de forma a evidenciar as
caracteristicas de determinados componentes do sistema.

E possivel analisar, recorrendo a esta técnica, hidrocarbonetos
aromaticos, proteinas, algumas drogas/farmacos, clorofilas, entre
outros. Hoje em dia as aplicacdes vao desde a analise de poluentes em
aguas, a monitorizacdo de processos industriais, monitorizacdo de

espécies clinicamente relevantes, criminologia, etc. [44]

3.2.2.2- Fluorescéncia

A emissao de fotdes devido a transicdo S; — Sp em moléculas
organicas € designada por fluorescéncia.

O espectro de fluorescéncia esta, geralmente, localizado a
comprimentos de onda maiores (a energia mais baixa) do que o
espectro de absorcdo, uma vez que a absor¢do vem do nivel vibracional

zero do estado fundamental e a fluorescéncia vem do nivel vibracional
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zero do estado excitado, formado pela perda de energia no estado
excitado que se deve a relaxagéo vibracional. (Figura 3.5). A diferenca
na energia entre as bandas de absorcdo e fluorescéncia chama-se o
desvio de Stokes. A fosforescéncia vem a comprimentos de onda
maiores em consequéncia do facto que a energia do estado tripleto é

inferior ao do estado singleto.

e

Absorcao Fluorescéncia Fosforescéncia

Figura 3.5- Espectros de absor¢do e emissdo (por fluorescéncia ou fosforescéncia) de radiagdo
em funcédo dos comprimentos de onda

3.2.2.2.1- Caracteristicas da emissao de fluorescéncia

Como ja foi referido anteriormente, a emissdo de fluorescéncia
das moléculas é sempre observada a comprimentos de onda maiores
que a absorcdo. Isto é expresso na forma do Diagrama de Jablonski, ou
seja, € uma representacdo dos varios estados energéticos de uma
molécula. [43] (Figura 3.6)

Estado Excitada Singleto Estado Trpleto Excitado
/ Conversdo interna Cruzamento intersistemas
A 1 _ /
ik / s
Sz 11Ty 7, T . .."f /
s : /7
' : )/\-J'— Tz

Energia . J—r—
4 absorgEn Fluorescéncia Fosforescéncia

ad

S

Estado fundamental

Figura 3.6- Diagrama de Jablonski
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De acordo com este diagrama, cada nivel electrénico encontra-
se dividido em vérios niveis vibracionais, que por sua vez se encontram
divididos em varios niveis rotacionais. Na Figura 3.6 é ainda possivel
visualizar alguns dos fendmenos de transicdes electronicas entre 0s
varios niveis de energia: absorcdo de fotdes, conversdo interna,
fluorescéncia, cruzamento intersistemas, fosforescéncia e transi¢oes
tripleto-tripleto. Estados electronicos singletos sdo chamados Sy (estado
electronico fundamental), S;, Sy, ... S, e 0s estados tripleto, Ty, To, ...
T,. Os niveis vibracionais estdo associados com cada estado
electronico.

As setas verticais ascendentes correspondem a transicdes entre
niveis de energia desde o nivel vibracional zero (o mais baixo) do nivel
So até ao nivel vibracional do nivel de destino (excitacdo). As setas
verticais descendentes correspondem a transicdo com emissdo de
radiacdo, desde o nivel vibracional excitado até ao de destino, com
energia mais baixa.

Verifica-se que, a temperatura ambiente, a maioria das
moléculas se encontra no nivel vibracional mais baixo do estado
fundamental.

De acordo com a regra de Stokes (observacdo empirica que
antecedeu o diagrama de Jablonski), o comprimento de onda da
emissdo de fluorescéncia devera ser sempre maior que o do espectro de
absorcdo. No entanto, em muitos casos, 0 espectro de absor¢édo
sobrepde-se ligeiramente ao espectro de emissdo, isto é, a fraccdo de
luz é emitida a um comprimento de onda mais baixo que o da luz
absorvida.

Em geral, para moléculas rigidas as diferengas entre os niveis

vibracionais sdo semelhantes no nivel fundamental e nos estados
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excitados, de tal maneira que o espectro de fluorescéncia é semelhante
a banda de menor energia do espectro de absorcdo (imagem espelhada).
[44]

3.2.2.3- Desvio de Stokes

O desvio de Stokes é o intervalo (geralmente em nandémetros)
entre 0 maximo da banda de absor¢do com menor energia € 0 maximo
de fluorescéncia. Este parametro fornece informacéo acerca dos estados
excitados.

De um ponto de vista prético, a deteccdo da fluorescéncia das
espécies € tanto mais facil quanto maior for o desvio de Stokes, devido

a separacdo espectral da luz de excitacdo e de emissdo. [44]

ABS. - Absorgio
EM -Emisséio de fluorescénria

max 5 man

. A )
e 1 - comprimentos de onda em que a

absorgiio e a fluorescéncia, respectivarnente, tém

walores méximos

Figura 3.7- Defini¢do do Desvio de Stokes

3.2.3- Instrumentacdo em espectroscopia
de fluorescéncia

Ao fornecer radiacdo a uma amostra, num comprimento de onda
fixo, estipulado anteriormente, é possivel detectar a intensidade da
radiacdo emitida ao longo de um determinado intervalo de
comprimentos de onda. Obtém-se desta forma um espectro de emissdo
de fluorescéncia. Com alguns fluorimetros além de se obterem
espectros de emissdo de fluorescéncia, tambem é possivel a obtencgéo

dos de excitacdo. Num espectro de excitacdo de fluorescéncia obtém-se
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a emissdo de fluorescéncia a um comprimento de onda fixo em fungéo
de um comprimento de onda de excitagdo. Em principio, o espectro de
excitacdo deve ser igual ao espectro de absor¢do, mas com a vantagem
de sensibilidade mais elevada de observacdo. Para a observacdo de
fluorescéncia, os requerimentos basicos sdo uma fonte de luz
excitatdria, a amostra, e um sistema de detec¢do. Contudo, para estudos
quantitativos € essencial separar 0s comprimentos de onda para
excitacdo e emissdo de fluorescéncia, e é desejavel, para optimizar a
sensibilidade, o uso de sistemas Opticos apropriados, envolvendo as
fendas, lentes, etc. Ou seja, um fluorimetro tipico possui: uma lampada
de xénon, como fonte de luz excitatoria; um monocromador para
seleccionar o comprimento de onda de excitacao e outro para emissao;
a fluorescéncia é detectada por um fotodiodo, fotomultiplicador ou
CCD (charge coupled device). [43] Existem também fendas com a
funcdo de controlar a quantidade de luz e também de restringir 0s
comprimentos de onda da radiacdo que atravessa a amostra e que chega

ao monocromador. (Figura 3.8)
-~ ~ Célula
Fonte :>( Monocromador com
(¥énon) \ | Amostra

Fendas

‘ Monocromador |

: < Fota- ~ Detector
(e Multiplicador 7 =
Espectro

Figura 3.8- Esquema de um fluorimetros
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IVV- Materiais
4.1- Materiais usados em HPLC

Para a realizacdo deste trabalho, foi usado um equipamento de
HPLC da marca Gilson, acoplado a um detector fotodiodo array (DAD)
modelo 170 com as seguintes caracteristicas: temperatura de 25 °C,
fluxo 1,5 mL/min, coluna da marca Sherisorb ODS C18 25 cm x 5@,
bombas modelos 305 e 306, um sistema de injec¢do automatica modelo
234, um sistema de mistura modelo 811 e um sistema de interface
modelo 506 C. A fase mdvel consistiu numa mistura eluente de agua
contendo &cido ortofosforico e acetonitrilo HPLC-grade, microfiltrada
e desgaseificada.

Os padrdes utilizados foram etomorfina cristalizada, diamorfina
cristalizada, codeina cristalizada, com referéncias a Unido quimica
portuguesa da Fabrica de alcaldides naturais sintéticos e seus derivados
da Uquipa, o fosfato de codeina da Gehe & Co. A. G. Dresden-N, e
ainda cloridrato de morfina, cafeina, paracetamol, acido salicilico e
acido acetilsalicilico disponibilizados pela Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmacia de Universidade de Coimbra.

As amostras de heroina (amostra 19277/10-al8, amostra
10263/09-al3 e amostra 10263/09-al1) foram cedidas pela Unidade
Nacional de Combate ao Trafico de Estupefacientes, com a respectiva

autorizacdo do Tribunal. (Anexo 1)
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4.2- Materiais usados em
Fluorescéncia e Absorcdo Molecular
Ultravioleta/Visivel

Para a realizagdo deste trabalho foi usado um fluorimetro
(SPEX-FL322) da marca Jobin Yvon-SPEX do grupo Horiba e um
espectrofotometro de absor¢do molecular UV/Visivel (UV-2100) da
marca Shimadzu. Ceélulas de quartzo da Hellma com um percurso

Optico de 10 mm.

Os compostos utilizados nesta analise foram paracetamol,
cafeina, heroina e uma das amostras fornecidas pela Unidade Nacional
de Combate ao Trafico de Estupefacientes, com a respectiva
autorizacdo do Tribunal.

Os solventes utilizados foram etanol (Panreac; 99,5%), metanol
(Merck; 99,8%) e cloroférmio (Fischer Chemical; 99,99%).

O Dodecilsulfato de sédio (SDS) com referéncia a Sigma
Aldrich.

56



V- Resultados e Discussao

51 - Resumo do processo de
HPLC/DAD

As amostras de heroina e os padrbes foram dissolvidos em uma
solucdo de cloroférmio:metanol (1:1), sendo o solvente recomendado
pela Dr? Joana Santos da Policia Judiciaria na analise de amostras de
heroina. Foi também sugerido adicionar amdnia, caso 0S compostos nao
fossem solaveis em cloroférmio:metanol, o que ndo foi necessario pois
0s compostos analisados dissolveram-se no solvente.

A andlise das amostras foi realizada em triplicado, durante trés
dias seguidos. (Anexo 2)

As concentracbes das amostras e dos padrées foram as
seguintes:

e Amostra 19277/10-al8: 7,92 mg/mL; 8,26 mg/mL; 8,02 mg/mL

e Amostra 10263/09-al3: 8,99 mg/mL; 7,32 mg/mL; 8,10 mg/mL

e Amostra 10263/09-al1: 11,30 mg/mL; 9,84 mg/mL; 9,12
mg/mL

e Paracetamol: 0,29 mg/mL

e Cafeina; 0,2 mg/mL

e Codeina: 1,25 mg/mL

e Diamorfina: 0,97 mg/mL

e Etomorfina: 0,91 mg/mL

e Fosfato de codeina: 0,95 mg/mL

e Cloridrato de morfina: 0,28 mg/mL

e Acido salicilico: 0,39 mg/mL
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e Acido acetilsalicilico: 0,66 mg/mL

Fez-se a andlise por HPLC/DAD de todas as solugdes de modo
a obter os cromatogramas correspondentes, onde foram registados os
tempos de retengdo, 0s espectros de absorcdo ultravioleta e as areas

correspondentes as quantidades injectadas.

5.1.1- Resultados obtidos por HPLC/DAD

Numa fase inicial fez-se um ensaio preliminar de screening para
aferir a metodologia tendo-se adaptado a mistura eluente de agua
contendo &cido ortofosférico e acetonitrilo HPLC-grade. O fluxo néo
pode ser superior a 1,5 mL por condicionantes do sistema que foi
usado. A fluxos superiores a pressdo era demasiado elevada, 0 que nao
era suportado pelo aparelho nem pela coluna. Assim, os tempos de
retencdo obtidos séo superiores aos descritos na bibliografia, mas a
resolucdo dos constituintes pode considerar-se boa.

A amostra 19277/10-al8 foi seleccionada para estes testes
iniciais. Depois de extraida nas condigdes descritas foi sujeita a uma
eluicdo isocratica, obtendo-se o perfil correspondente ao cromatograma
da Figura 5.

Paracetamol

\ / Cafeina

| | | | ]
0 10 20 30 40
Tempo (minutos)

Figura 5- Cromatograma da amostra 19277/10-al8 a Ansx = 260 nm e 340 nm, fluxo a 1,5
mL/min, volume de injec¢do 20uL (concentragdo de 7,92 mg/mL)
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Dado que a partir dos 12 minutos 0s compostos n&o
apresentavam uma boa resolucgdo, alteraram-se as condi¢es da analise
fazendo uma eluicdo por gradiente, mas mantendo o mesmo fluxo de
1,5 mL/min. Amostras padrGes foram sujeitas a estas alteracdes e 0s
resultados obtidos com volumes de injec¢cdo de 20uL e de 100uL. Estas
concentragdes sdo influenciadas pela diferenca em que se encontram 0s
adulterantes nas amostras.

Na tabela 5 encontram-se os resultados das amostras disponiveis
para este ensaio em que a quantificacdo foi feita a diferentes

comprimentos de onda, tendo-se escolhido o de absor¢do maxima para

cada um deles.

Amostras  Heroina Codeina Paracetamol Cafeina
nm) (%)  nm) (%) (%0) nm) (%)
19277/10- 24,34 2,15 6,68 8,21
al8
10263/09- 49,49 6,03 9,42 15,29
all
10263/09- 40,52 6,99 5,96 12,45
al3

Tabela 5- Resultados das amostras disponiveis para este ensaio
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Na Figura 5.1 é possivel ver a total sobreposi¢do do perfil do
extracto da amostra com o da solugédo padrdo injectada contendo padréo
de paracetamol, um dos dois contaminantes destas amostras. Os
espectros ultravioleta também sdo sobreponiveis (Figura 5.2)

corroborando a identificagdo deste componente na amostra problema.

Paracetamol
'S

| | |
0 10 20 30 10

Tempo (minutos)

Figura 5.1- Cromatograma da amostra 19277/10-al8 (preto) e solugdo padréo de paracetamol

(verde) a Anax = 260 nm e 340 nm, fluxo 1,5 mL/min, volume de injecgdo 20puL
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C imento de ond:
Comprimento de onda (nm) omprimento de onda (nm)

Absorvancia (AU)
Absorvancia (AU)

A B

Figura 5.2: A- Paracetamol na amostra; B- Paracetamol padrdo

Para as outras duas amostras também se verificou a
sobreposicdo do perfil do extracto da amostra com o da solugédo padrdo
de paracetamol, como também o0s espectros ultravioleta sdo
sobreponiveis.

Através da Figura 5.3 pode-se ver a sobreposicdo do perfil do

extracto da amostra com o da solugdo padrdo injectada contendo padréo
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de cafeina, o outro contaminante presente nas amostras de heroina,

sendo também os espectros ultravioleta sobreponiveis (Figura 5.4).

Cafeina

X

I 1 | 1 !
0 10 20 30 40
Tempo (minutos)

Figura 5.3- Cromatograma da amostra 10263/09-al1 (preto) e solugdo padréo de cafeina

(verde) a Apax = 260 nm e 340 nm, fluxo a 1,5 mL/min, volume de injeccéo 20uL
2
1

AU N

200 300 400 200 300 400
Comprimento de onda (nm)

Absorvancia (AU)
Absorvancia (AU)

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.4: A- Cafeina na amostra; B- Cafeina padréo

Da andlise da Figura 5.5 verifica-se a presenca de codeina,
devido a sobreposicdo do perfil do extracto da amostra e da solucdo
padrdo de codeina, mas pelos espectros de ultravioleta (Figura 5.6)
verifica-se uma diferenca numa das bandas, em que na amostra, esta é
menos acentuada, que pode ser devido a presenca de codeina ja

acetilada. Este resultado verificou-se na analise das trés amostras.
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Figura 5.5- Cromatograma da amostra 10263/09-al3 (preto) e solugéo padréo de codeina

(verde) a Apax = 260 nm e 340 nm, fluxo a 1,5 mL/min, volume de injeccéo de 100pL e 20pL,

respectivamente
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Figura 5.6: A- Acetilcodeina na amostra; B- Codeina padrdo
Por ultimo, foi possivel identificar e quantificar a heroina nas

amostras (Figura 5.7), onde 0s respectivos espectros ultravioleta
(Figura 5.8) confirmam a presenca de heroina.

Heroina

¢

— e

1 1 1
0 10 20 30 40
Tempo (minutos)

Figura 5.7- Cromatograma da amostra 10263/09-al1 (preto) e solugdo padréo de heroina
(verde) a Amax = 260 nm e 340 nm, fluxo a 1,5 mL/min, volume de injec¢éo de 100pL
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Figura 5.8: A- Heroina na amostra; B- Heroina padrédo

Da analise da amostra 19277/10-al8 com a solucdo padrdo de
heroina (Figura 5.9), ndo se verifica a total sobreposicdo relativamente
ao perfil do extracto da amostra e da solugdo padrdo de heroina, mas os
espectros ultravioleta sdo sobreponiveis (Figura 5.10), o que pode
indicar que a heroina presente na amostra pode ja estar degradada e ja

estar na sua forma metilada.

Jlll‘}/\“,\

1 1 1 I 1
0 10 20 30 10

Tempo (minutos)

Figura 5.9- Cromatograma da amostra 19277/10-al8 (preto) e solucdo padréo de heroina
(verde) a Amax = 260 nm e 340 nm, fluxo a 1,5 mL/min, volume de injec¢éo de 100pL
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Figura 5.10: A- Heroina na amostra; B- Heroina padréo

Da analise dos outros padrbes disponiveis, ndo foi possivel
identifica-los nas amostras, como também n&o foi possivel identificar
0s restantes compostos presentes nestas.

No anexo 2, encontram-se 0s resultados obtidos para os trés
ensaios, em que se verifica um desvio de 6,11 em um dos ensaios de
cafeina. Os desvios em relacdo aos ensaios para a determinacdo de
heroina sdo elevados, podendo ser devido a alguma sobreposicdo com
outro componente, do proprio aparelho ou da metologia.

Comparando os resultados obtidos com os da literatura (Tabela
5.1), as amostras estudadas apresentam uma concentracdo elevada de
heroina, comparativamente a literatura [29, 31], tendo valores
aproximados em relacdo a outras amostras estudadas [23, 32] e como se
pode ver pela analise dos cromatogramas obtidos, existe um
arrastamento do pico pertencente a heroina, o que podera influenciar a
quantidade presente desta nas amostras.

Em relacdo a presenca de acetilcodeina, produto da acetilacdo
da codeina, esta encontra-se em concentracdes similares as amostras
estudadas na literatura, em que também se encontra acetilada, devido a

molécula de codeina possuir grupos funcionais que podem reagir com
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os radicais acetilicos e que posteriormente ird produzir derivados
acetilicos, neste caso a acetilcodeina.

O paracetamol e a cafeina sdo os adulterantes mais usados em
amostras de heroina, 0 que se pode comprovar pela analise dos
resultados obtidos e também com os da literatura, em que séo utilizados
como adulterantes para aumentar o efeito da heroina, sendo estes
produtos legais e de facil obtencdo, como também oferecem um maior
lucro ao produtor, estando em concentracdes inferiores em relacdo as

amostras estudadas na literatura. [31]

Artigos [23] [29] [31] [32]

Heroina 20-40 13 17,6 40-54
Codeina 1-5 2 1 2-5
Paracetamol - - 46,9 -
Cafeina - - 242 -

Tabela 5.1- Valores da literatura de analises a amostras de heroina, com as respectivas

percentagens

De acordo com a literatura pode-se verificar a presenca de
alguns constituintes da heroina, (Tabela 5.2), uma vez que no trabalho
efectuado sé foi possivel identificar e quantificar a heroina, a
acetilcodeina, o paracetamol e a cafeina.

O paracetamol, a cafeina, 0 pirazetam encontram-se como

adulterantes em amostras de heroina.
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Artigos

Heroina

Paracetamol

Cafeina

Codeina

Acetilcodeina

Morfina

3-monoacetilmorfina

6-acetilmorfina

Papaverina

Noscapina

Boldina

Reticulina

Tebaina

Pirazetam

Acetiltebaol

Tabela 5.2- Presenca (+) e auséncia (-) de componentes da heroina, com a respectiva literatura
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A analise dos resultados por métodos quimiometricos, método
que ndo foi possivel aplicar devido a escassa quantidade de material,
pode ser realizada inicialmente por um principio de auséncia ou
presenca de um determinado composto, ou por uma gama de
percentagem de cada composto para verificar se se encontra nesses
valores, podendo, no caso de se situar nessa zona, indicar se as
amostras possuem um grau de similaridade.

Inicialmente era suposto identificar a reticulina e a boldina, que
de acordo com [21] esta presente na heroina, de modo a tentar verificar
se era um factor através do qual se poderia determinar em que altura o
latex do Opio tinha sido recolhido, uma vez que a reticulina se encontra
no processo de biossintese da morfina na Papaver somniferum. Tal ndo

foi possivel, devido a dificil obtencdo do padréo de reticulina.
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5.2- Resultados obtidos de anélise de
paracetamol e cafeina por fluorescéncia e
espectroscopia de absorcdo UV/Visivel

Com estes estudos, pretendeu-se estudar por fluorescéncia 0s
constituintes de corte das amostras e a sua interaccdo, com énfase
particular de um possivel método de detecgdo de paracetamol e cafeina.
(Figura 5.11) \

OH w
0 |
)L — N N
N
N
H ) \
o}
Paracetamol
Cafeina

Figura 5.11- Estrutura das moléculas de paracetamol e cafeina

Numa fase inicial estudou-se o paracetamol em agua, em etanol,
ambos a diferentes pH’s, em SDS e por fim numa mistura de
metanol:cloroférmio (1:1), que foi o eluente utilizado na analise das
amostras de heroina por HPLC/DAD.

Foram registados 0s espectros de absorcdo UV/Visivel e de
fluorescéncia do paracetamol em dgua com uma concentracdo de 1x10°

M. Na Figura 5.12 encontram-se representados 0s mesmos.
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Figura 5.12- Espectro de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente de
paracetamol em agua 1x107°M, A¢=260 nm

O paracetamol tem pK, em é&gua de 9,78 a 25°C. [45] O estado
excitado pode ter um valor diferente do pK,. [46] Fez-se variar o pH da
solucdo de paracetamol no valor natural, em que o pH registado era de
5,96, com uma solugdo de HC1 1M, para pH’s acidos e uma solugédo de
NaOH 0,1 M para pH’s basicos. Registaram-se 0S espectros de
absorcdo UV/Visivel e de fluorescéncia nos quais estdo presentes 0s
varios pH’s referidos (Figura 5.13).
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Figura 5.13- Espectro de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente de
paracetamol em 4gua 1x10°M, A¢,c=260 nm
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Pela observacdo dos espectros observa-se que a medida que se
aumenta o pH da solugdo de paracetamol, h4 uma deslocacdo da banda
para comprimentos de onda maiores, como se pode ver na Figura 5.14,
que representa o pH mais baixo (1,65) e o pH mais elevado (11,50).
Considerando o pK, (9,78) do paracetamol, a banda a comprimentos de
onda maiores nos espectros de absor¢do e fluorescéncia deve

corresponder ao anido em que o grupo fendlico esta ionizado.
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Figura 5.14- Espectros de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente de

paracetamol em agua 1x10°M, A¢,=260 nm

A limitacdo dos estudos em &gua € a solubilidade do
paracetamol. Posteriormente dissolveu-se paracetamol em etanol 95%,
com uma concentracdo de 5x10°M, em que se obteve 0s espectros de
absorcdo UV/Visivel e de fluorescéncia (Figura 5.15).
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Figura 5.15- Espectros de absorgdo UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente de

paracetamol em etanol 5x10°M, A¢,:=260 nm
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Comparando os espectros da solucdo de paracetamol em agua e
em etanol hd um deslocamento da banda em etanol para comprimentos
de onda menores.

Fez-se variar o pH da solucéo de paracetamol em etanol 5x10°
*M com solucBes tamp&o, nomeadamente, solucdo tamp&do CH;COOH
e CH3COONa 0,1M, KH2PO, e Na;HPO,4 0,025M, Na,CO3; e NaHCO;
0,025M e HCIO, 0,01M. Registaram-se 0s seguintes espectros de
absorcdo UV/Visivel e fluorescéncia. (Figura 5.16) Na presenca de
etanol, os espectros da forma aniénica do paracetamol aparecem para
valores de pH aparente mais baixos do que em &gua, que pode ser

devido a resposta do eléctrodo de vidro neste solvente.
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Figura 5.16- Espectros de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, A¢, =260 NmM

Registaram-se 0s espectros de fluorescéncia da solucdo de
paracetamol em etanol juntamente com a solucdo tampdo para

comprimentos de onda de excitagdo de 250 nm e 280 nm (Figura 5.17).
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Figura 5.17- Espectro de fluorescéncia do paracetamol em etanol 5x10°M com a solucéo

tampéo

A limitacdo do estudo em agua é a solubilidade, e no caso do
etanol, € dificil determinar com rigor o valor de pH. Em consequéncia,
estudos foram feitos em solugbes aquosas na presenca do tensioactivo
anionico dodecilsulfato de sodio (SDS). A solugdo de paracetamol em
etanol de concentracdo 5x10°M foi adicionado a solucdo tampdo
Na,CO3/NaHCO3; e quantidades variaveis de uma solucdo de SDS
0,2M, para se obter varias concentracfes de SDS, permanecendo a
concentracao de paracetamol constante 2x10°M. (Figura 5.18)
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Figura 5.18- Gréfico da intensidade de fluorescéncia do paracetamol 2x10°M em funcéo da
concentracdo de SDS para um A=427 nm
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Pela observacdo do grafico, vé-se que a intensidade de
fluorescéncia do paracetamol aumenta & medida que se aproxima da
concentracdo micelar critica do SDS (8x10°M). Esses resultados sdo
concordantes com o aumento do rendimento quantico de fluorescéncia
de solucgdes aquosas de paracetamol na presenca de SDS. [47]

A solugdo de paracetamol em etanol adicionou-se somente a
solugdo de SDS 0,2M, para se obter diferentes concentracdes desta
(Figura 5.19).
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Figura 5.19- Espectro de absorgdo UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente do

paracetamol em etanol 5x10°M com as concentragdes de SDS, Aee= 260 NM

Pela observacao dos varios espectros em que o paracetamol foi
dissolvido em solventes diferentes (agua, etanol e o tensioactivo SDS)
com o objectivo de se verificar a solubilidade do paracetamol, pode-se
observar que o paracetamol em agua com variacdo do pH ndo é muito
solvel, enquanto que, o paracetamol quando dissolvido em etanol,
juntamente com o tensioactivo SDS, apresenta uma solubilidade
melhor, sendo portanto um método viavel para a deteccdo de
paracetamol, havendo problemas com a absorcdo do SDS quando
presente com a solugdo tampao.

Como as amostras de heroina foram dissolvidas em
cloroformio:metanol (1:1), procedeu-se ao estudo de alguns

componentes das amostras, o paracetamol, a cafeina, o cloridrato de
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morfina e a codeina nesta mistura, em que se obteve 0s seguintes

espectros de absor¢do UV/Visivel e de fluorescéncia.
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Figura 5.20- Espectro de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, do
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paracetamol em cloroférmio:metanol (1:1) 2,51x10™*M, Aec=280 nm
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Figura 5.21- Espectro de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, da cafeina em

cloroférmio:metanol (1:1) 2,06%10™*M, Aexc=280 nm
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Figura 5.22- Espectro de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, do cloridrato

de morfina em cloroférmio:metanol (1:1) 6,84x10°°M, A¢=280 nm
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Figura 5.23- Espectro de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, da codeina em
cloroférmio:metanol (1:1) 7,35x107°M, A¢=280 nm

Procedeu-se ao estudo do paracetamol com a cafeina, em que se

variou a concentracdo de cafeina (Figura 5.24).
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Figura 5.24- Espectro de absorgdo UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, de

paracetamol 5,15x10™*M com as respectivas concentragdes de cafeina, Aec=280 nm

Obteve-se o espectro de absor¢do UV/Visivel (Figura 5.25) com

mais concentragdes de cafeina, como também o gréfico da absorvancia

em funcédo da concentracao de cafeina (Figura 5.26).
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Figura 5.25- Espectro de absorcéo UV/Visivel de paracetamol 2,12x10*M com as respectivas
concentracdes de cafeina
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Figura 5.26- Gréfico da absorvancia em funcdo da concentragdo de cafeina

Através da analise dos espectros, os resultados mostram
aparentes pontos isoshésticos que podem indicar uma interac¢do entre o
paracetamol e a cafeina, possivelmente pela formacao de complexos de
transferéncia de carga por contacto. [48] Para clarificar a situacéo,
realizou-se uma analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
protdo (Figura 5.27), do paracetamol, da cafeina e da mistura dos dois

compostos em cloroférmio deuterado:metanol deuterado (1:1).
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Figura 5.27- Espectro de RMN da mistura de paracetamol e cafeina
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Figura 5.27.1- Espectro de RMN da solucéo de cafeina
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Figura 5.27.2- Espectro de RMN da solucéo de paracetamol

Pela analise dos espectros de RMN vé-se que ndo ha nenhuma
interaccdo entre 0s dois compostos, pois na mistura ndo existe nenhum
deslocamento dos desvios.

Ainda se realizou, para se comprovar que ndo existe nenhuma
formacdo de complexos, espectros de absorcdo UV/Visivel (Figura
5.28) e atraves do método de Job [49] (Figura 5.29). Em que a solucdo
de paracetamol e de cafeina tém concentracdes semelhantes, neste caso,

a concentracdo de paracetamol 9,26x10°M e a de cafeina 9,27x10°M.
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Figura 5.28- Espectro de absorcdo UV/Visivel
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Figura 5.29- Grafico da absorvancia em funcéo da concentracdo de paracetamol e cafeina

Analisou-se a amostra de heroina 19277/10-al8 (Figura 5.30) e
0 padrdo de heroina (Figura 5.31) por fluorescéncia e absorcdo
UV/Visivel.
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Figura 5.30- Espectro de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, da amostra de
heroina 5,60%10M, Aex=280 nm

4000000
3000000

2000000

Absorvancia
Intensidade

1000000

T T T T T T T 1
T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400 300 350 400 450 500
Comprimento de onda / nm Comprimento de onda / nm

Figura 5.31-Espectro de absorcdo UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, do padréo de
herofna 1,79%10™*M, Aexe= 280 NM

Os espectros de absorcdo UV/Visivel e de fluorescéncia da
solucdo de paracetamol, de cafeina, da amostra de heroina e do padrao

de heroina apresentam-se na Figura 5.32.

— Paracetamol
Padrao de heroina
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Figura 5.32- Espectros de absor¢do UV/Visivel e fluorescéncia, respectivamente, da solugdo
de paracetamol, do padrédo de heroina, da solucéo de cafeina e da amostra de heroina
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Analisando os resultados obtidos da absorcdo UV/Visivel e de
fluorescéncia da cafeina e do paracetamol, pode-se concluir que
possivelmente hd um método vidvel de deteccdo de paracetamol e de
cafeina em amostras de heroina, mas necessita de uma maneira para se

distinguir as varias bandas no espectro que ocorre na mesma zona.
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VI- Conclusao

Ap6s a realizagdo deste trabalho, com a analise dos
cromatogramas obtidos, algumas conclusdes podem ser retiradas.

Uma delas é que o HPLC/DAD pode ser utilizado para a
identificacdo e quantificacdo de alcaldides do 6pio como também dos
adulterantes presentes em amostras de heroina. Desta forma é possivel
obter um “drug profiling” que permite separar e identificar os
componentes da amostra. Estes constituintes podem ser importantes
para identificar o produtor, dado que rendimentos de acetilagdo ou o
grau de purificagdo das amostras antes da reaccdo podem ser
evidenciados. Numa mesma analise é ainda possivel identificar e
dosear outros contaminantes que sdo normalmente adicionados, sendo
que o tipo e a dose relativa também podem ser indicativos da sua
origem.

Nestas amostras, apesar das limitacbes no numero e na
quantidade de cada uma, foi possivel identificar e quantificar a heroina,
e um dos outros alcal6ides contaminantes a acetilcodeina, resultante da
fraca purificacdo da morfina do Opio, e que também foi sujeita a
acetilacdo. No material em estudo os adulterantes eram paracetamol e
cafeina, em quantidades significativas. O paracetamol serve para
aumentar a volatilidade da base de heroina, enquanto que a cafeina
produz um efeito de euforia, caracteristico do consumo de heroina, ou
seja, estes dois adulterantes vdo aumentar o efeito que esta produz. Foi
desenvolvido também um método de caracterizacdo de paracetamol e
cafeina nas amostras utilizando fluorescéncia e absorgdo molecular
UV/Visivel.
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Devido a dificil obtencdo de material, ndo foi possivel
identificar outros constituintes da heroina. No entanto, as diferencas
encontradas no perfil dos constituintes referidos nas amostras
10263/09-al1 e 10263/09-al3, assim como, as quantidades relativas dos
mesmos permite-nos avaliar que poderiam ser provenientes de uma
mesma origem. A amostra 19277/10-al8 tem caracteristicas diferentes e
pode por isso ser considerada de outra proveniéncia.

Os resultados séo apenas indicativos, mas se validados com
mais amostras, podem ser uma boa fonte de informacdo para as
entidades judiciais.

A continuagéo do trabalho pode adoptar a mesma metodologia,
mas com a analise de mais amostras, pois assim seria possivel obter um
perfil mais completo da heroina. Também, seria interessante
desenvolver técnicas sensiveis aos componentes presentes em menor
concentracdo e aplicar métodos quimiometricos a anélise dos dados, de
forma a determinar se a heroina pertence a um mesmo produtor, como
também se provém do mesmo local onde foi produzida para se

aumentar a aplicagdo de “drug profile” da heroina em ciéncia forense.
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ANexos

e Anexo 1

.

MINISTERIO DA JUSTIGA

POLICIA JUDICIARIA
UNIDADE NACIONAL DE COMBATE AQO TRAFICO DE ESTUPEFACIENTES

TERMO DE ENTREGA

------------ Aos trés dias do més de Maio de Dois Mil e Onze, no edificio onde se
encontra instalada a UNIDADE NACIONAL DE COMBATE AO TRAFICO DE ESTU-
PEFACIENTES/NEA-CASA FORTE, de harmonia com a autorizagdo para cedéncia de
Heroina (200 mg) — Guia n° 2482/09, e Heroina (100 mg) — Guia n° 3069/10, no
total de 300 mg de Heroina, eu MARIA CONCEICAO JESUS RODRIGUES SARAI-
VA, Chefe de Nucleo, fago entrega das amostras constituidas para o Projecto de
“Drug Profiling”, a desenvolver pelo Departamento de Quimica da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra, ao seu representante Sr. Dr. Hugh
D.Burrows.

—--——- O representante da Universidade de Coimbra, foi informado, que deve ser
dado cumprimento ao disposte no n® 8 do art® 62° do Decreto Lei n® 15/93 de 22/01,
logo que o estupefaciente for desnecessario e inttil, enviando cépia do oficio a esta
Unidade Nacional.

------ E para constar, se lavrou o presente termo que vai ser devidamente assinado

pelos seus intervenientes.

ENTREGUEI, RECEBI,
@%@g&l{:& W) G B,
03/05/2011

Av*. Duque de Loulé, 39 1050-085 Lisboa
Tel. 218643600~ Fax.21 3150675
PORTUGAL
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Amostras retiradas do Exame n.® 200910263, conforme oficio n.° 2417307 de 24/02/2011
da Tribunal Judicial de Santa Cruz

Alinea 1) 100 mg de Heroina
Alinea 2) 100 mg de Heroina

Amostra retirada do Exame n.° 201019277, conforme oficio n.® 1456551 de 21/02/2011
do DIAP de Coimbra

Alinea 8) 100 mg de Heroina

®
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e Anexo 2

Tabela 1- Resultados das amostras disponiveis para os trésensaios

12 29 3¢ o]
Ensaio Ensaio Ensaio (Desvio | Média
(%) (%) (%) padrdo)
Heroina
e 19277/10-al8 - 24,34 36,75 8,76 30,55
e 10263/09-al1 37,80 49,49 49,83 6,85 45,71
e 10263/09-al3 39,26 40,52 44,92 2,97 41,57
Codeina
e 19277/10-al8 2,45 2,15 2,23 0,16 2,28
e 10263/09-all1 6,42 6,03 5,82 0,30 6,09
e 10263/09-al3 5,61 6,99 5,37 0,87 5,99
Paracetamol
e 19277/10-al8 7,58 6,68 6,41 0,61 6,89
e 10263/09-all1 8,06 9,42 10,36 1,16 9,28
e 10263/09-al3 5,26 5,96 5,27 0,40 5,50
Cafeina
e 19277/10-al8 9,36 8,21 7,54 0,92 8,37
e 10263/09-al1 4,70 15,29 15,28 6,11 11,76
e 10263/09-al3 11,51 12,45 11,56 0,53 11,84

Tabela 1- Resultados das amostras disponiveis para o0s trés ensaios
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