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RESUMO

Novas substancias psicoativas (NSP) sdo drogas que surgiram recentemente no
mercado ilegal como alternativas as drogas comuns de abuso. O fenémeno global das
NSP leva a um grande esfor¢o dos servicos de inteligéncia e 6rgaos de salde publica para
adotar formas de controle dessa substancia. No entanto, desafios analiticos significativos
estdo associados a essa atividade ilegal, incluindo a dificuldade de obter material de
referéncia para identificar, caracterizar e quantificar o grande numero de NSP diferentes.
Nesse sentido, existem muitas vantagens inerentes ao uso da técnica de RMN(q, tais como
preparacdo minima da amostra, ndo destruicdo da amostra, configuracdo experimental
simples. Mas a vantagem mais interessante, especialmente no caso da andlise forense, é
o fato de que ndo € necessario usar um padrdo de referéncia para realizar medidas
quantitativas. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou o uso do RMN de *H como
método de andlise quantitativa de amostras forenses. Para isso, foram caracterizadas
amostras fornecidas pelo programa de exercicios do UNODC (Escritério das Nagdes
Unidas sobre Drogas e Crime) e amostras de NSP apreendidas pela Policia Federal
brasileira e a quantificagdo foi realizada utilizando a técnica de *H-gNMR com a adig&o
de um padrao interno. Os resultados para as amostras do UNODC foram excelentes, com
coeficientes de variagcdo (CV%) abaixo de 2% e erros relativos abaixo de 9%. Esses
resultados foram consistentes com os resultados fornecidos pelo UNODC, confirmando
boa acuracia baseada na avaliacdo do teste T pareado, com a aceitacdo da hipotese nula.
Além disso, todas as amostras de NSP tiveram suas estruturas confirmadas por analises
de RMN mono- e bidimensionais de 1H e 13C e todos os sinais foram atribuidos
inequivocamente. A quantificacdo das amostras de NPS também mostrou bons resultados,
com valores de coeficientes de variagdo abaixo de 3%. A quantificagcdo por meio da
técnica de NMRq de *H e padréo interno também se mostrou adequada para fins forenses,
apresentando uma incerteza do método calculado igual a 99,46 + 0,44%. Bons resultados
de precisdo e exatiddo também foram obtidos, com valores de coeficiente de variagdo
abaixo de 10%. Algumas figuras de mérito (seletividade do método, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo e estabilidade das amostras de NPS) foram avaliadas e mostraram
que o0 método é seletivo, alem de possuir baixos limites de quantificacdo e deteccdo. As

amostras permaneceram estaveis por um periodo de 48 horas apés a preparacéo.

Palavras-chave: RMN, validacdo, NSP, UNODC.
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ABSTRACT

New psychoactive substances (NPS) are drugs that recently appeared in illegal
market as alternatives to common drugs of abuse. The global phenomenon of NPS leads
to a great effort of intelligence services and public health agencies to adopt ways of
controls this substance. However, significant analytical challenges are associated with
this illegal activity, including the difficulty to obtain reference material to identify,
characterize and quantify the large number of different NPS. In this sense, there are many
inherent advantages of using gNMR, such as, minimal sample preparation, no sample
destruction, simple experimental setup. But the most interesting advantage, especially in
the case of forensic analysis, is the fact that it is not necessary to use a standard reference
to perform quantitative measures. In this sense, the present work evaluated the use of the
1H-gNMR as a method for quantitative analysis of forensic. For this purpose, samples
provided by the UNODC (United Nation Office on Drug and Crime) exercise program
and samples of NPS seized by the Brazilian Federal Police were characterized and the
quantification was performed using the 1H-gNMR with the addition of an internal
standard. The results for the UNODC samples were excellent, with coefficients of
variation (CV%) below 2% and relative errors below 9%. These results were consistent
with the results provided by UNODC, confirming good accuracy based on evaluation of
paired t-test, with the acceptance of the null hypothesis. Moreover, all NPS samples had
their structures confirmed by *H and *3C mono- and bidimensional NMR analyzes and all
signals were unequivocally assigned. The quantification of NPS samples also showed
good results, with values of coefficients of variation below 3%. The quantification by *H-
gNMR and internal standard methodology was adequate for forensic purposes, showing
an uncertainty of the calculated method equal to 99.46 + 0.44%. Good results of precision
and accuracy were also obtained, with coefficient of variation values below 10%. Some
figures of merit (method selectivity, limit of detection, limit of quantification and stability
of the NPS samples) were evaluated and showed that method is selective, as well as has
low limits of quantification and detection. Samples remained stable for a period of 48
hours after preparation.

Keywords: NMR. Validation. NPS. UNODC.
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2 INTRODUCAO

2.1 Ressonancia Magnética Nuclear

O avanco de muitas pesquisas cientificas esta fundamentado na caracterizacao de
moléculas e, portanto, na elucidacdo ou comprovacdo das estruturas do material de
estudo. Algumas técnicas, como a espectroscopia de infravermelho e espectrometria de
massa, se sobressaem pela grande capacidade de fornecer informag6es estruturais, como
por exemplo, informacBes sobre grupos funcionais, substituicbes aromaticas, massa
molar, entre outros. Porém, a técnica que torna a elucidacéo estrutural mais eficaz e de
forma acertada é a ressonancia magnética nuclear (RMN). Por meio da anélise dos
espectros de RMN é possivel avaliar o ambiente quimico de cada nuclideo, a &rea de cada
sinal, que € proporcional a quantidade de ndcleo que da origem a esse sinal, bem como
as suas relacdes de acoplamento com ndcleos da vizinhanga. Dessa maneira, € possivel
atribuir todos os sinais com respectivos grupos da molécula e € possivel descrever

corretamente a estrutura da molécula a qual se esta trabalhando.

O fendbmeno de ressonancia foi avaliado com sucesso em liquidos e sélidos no ano
de 1945 por dois grupos distintos, que tinham como principais responsaveis os fisicos
Edward Purcell e Felix Bloch, e que pertenciam a universidades distintas, com
metodologias distintas, porém, com objetivos semelhantes. Purcell trabalhava com
deteccdo de energia via radiofrequéncia advinda da ressonancia. Ja Bloch trabalhava com
a tensdo induzida pela bobina ortogonal ao campo magnético a partir da coeréncia de fase
na precessdo dos spins®. Essa descoberta Ihes rendeu o Prémio Nobel no ano de 1952 e,
em sua palestra, Purcell ja descrevia procedimentos quantitativos basicos e de controle de
processamentos por RMN?2. Desde entéo, foram sendo desenvolvidas pesquisas e técnicas
que melhoraram o equipamento de forma a se obter dados de alta resolucdo e que
ajudaram a comunidade cientifica a crescer em suas pesquisas, tornando a elucidacéo de

estruturas mais apropriada.

O momento crucial para a técnica de RMN ocorreu nos anos 1950 quando se
descobriu que a frequéncia de ressonancia tinha relacéo direta com o ambiente quimico
no qual o ndcleo estava imerso e que cada nuclideo podia influenciar na ressonancia do

nuclideo vizinho a partir das ligagdes quimicas®. Mais tarde, nos anos 1960,
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implementou-se a rotacdo da amostra, que eliminaria a inomogeneidade do campo e traria
mais resolucédo para o espectro. Ainda na mesma década, desenvolveu-se a tecnologia de
um dos principais experimentos usados até hoje, o desacoplamento de spin, permitindo a
compreensdo de interacdes inter e intramoleculares e a obtencdo de espectros mais
simplificados 3. Em 1970, foi introduzida uma modificagdo instrumental que se tornou
um grande marco durante todos esses anos de desenvolvimento do equipamento de RMN,
0 uso de materiais supercondutores para 0 aumento da intensidade do campo magnético
e, consequentemente, na sensibilidade e resolucdo dos espectros. Nos anos de 1980 e
1990, foram aprimorados 0s métodos de multipulsos e gradiente de campo, que se tornaria
uma ferramenta dos espectros de rotina. Atualmente, a técnica de RMN é uma ferramenta
bastante desenvolvida e de alta tecnologia que se tornou fundamental e indispensavel para

pesquisas.

O equipamento de RMN é composto por um campo magnético fixo e estavel gerado
por uma bobina composta de material supercondutor. Para que esse material tenha
propriedades supercondutoras, a bobina precisa estar imersa em um tanque de hélio
liquido, o qual estd na temperatura de aproximadamente 4 K, usado para 0 Seu
resfriamento que, na auséncia de resisténcia elétrica, gera um campo magnético de alta
frequéncia. Este, por sua vez, esta envolvido por outro tanque, de nitrogénio liquido, que
possui uma temperatura mais elevada de 77 K, dessa forma diminui-se a perda de hélio

para 0 ambiente por evaporacdo® (Figura 1).
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—

Figura 1 Esquema do equipamento RMN com identificacdo dos principais componentes.



O equipamento também conta com uma sonda que é composta por bobinas de
radiofrequéncia que emitem e captam a radiacdo eletromagnética gerada durante os
experimentos. Como a sonda é responsavel pela excitacdo da amostra, ela deve distribuir
homogeneamente a poténcia pela amostra para que essa seja excitada uniformemente.
Além disso, a sonda deve ser suficientemente sensivel a baixas concentracdes e suportar
variagOes na temperatura®*°. O sinal detectado é chamado de decaimento livre de indugdo
(FID). O FID surge a partir do retorno dos nucleos excitados ao seu estado fundamental

devido a relaxacéo do spin®*® (Figura 2).

I fi=)

Figura 2 Decaimento de um FID. Imagem baseada no livro de Claridge, 2009*.

Como os dados sao obtidos no dominio do tempo, e 0 que interessa em um espectro
de RMN ¢ a informacdo no dominio de frequéncia, é necessario utilizar a transformada
de Fourier (ft), uma equacdo matematica em que estdo presentes as duas componentes,
dominio de tempo (f(t)) e dominio de frequéncia (f(w)) (Equacéo 1):

r@ = [ fear .
/. .

onde o termo exponencial da equacéo, €', pode ser reescrito como duas fungdes de onda
cos ot + 1 sen ot. Portanto, € possivel observar dois dominios de frequéncia, diferindo
apenas na fase. Existem dois conjuntos de dados nessa expressdo, um composto por
ndmeros reais e outro composto por numeros imaginarios (simbolizado pelo i).
Entretanto, os dados compostos por nimeros reais sdo mais comumente usados por conter
0 espectro de absor¢do puro e os dados compostos por ndmeros imaginérios, as

dispersdes, é geralmente descartada®.

A Figura 3 esquematiza o percurso do sinal gerado pela amostra até o computador
conectado ao espectrémetro. De forma resumida, o sinal é gerado a partir da excitacéo do
spin, com uma radiacdo eletromagnética de frequéncia especifica e, ao retornar ao seu

estado fundamental, emite energia na faixa da radiofrequéncia, a qual é detectada pela



bobina da sonda®>*°. A radiofrequéncia detectada é transmitida para o pré-amplificador
que, como o proprio nome ja infere a sua acdo, amplifica o sinal de radiofrequéncia de
forma a ter o valor eletricamente ajustado. Em seguida, o sinal amplificado é conduzido
até o console, que nada mais € do que um sistema elétrico de placas que controlam os
transmissores de radiofrequéncia, bobinas de homogeneidade de campo magnético
(shim), deteccdo, e faz o papel de receptor de sinal que estd ligado diretamente ao
computador®+°,

Transmissorde RF  —»

e l Insergdo da amostra

4+—— ACD <— Receptor de RF =i

T 4

%,

. Controle de gradiente Magneto
e amplificador

»

Sonda
Transmissor

&“'

Interface do espectrémetro

e e . — —
Computador = tor lock Pré
., eceptor loc -
2 amplificador
H l— s p /

o de RF

R, Reguladordo

Vo campo e Shim
“... | Reguladorde Sintonia
Temperatura automatica

Figura 3. Esquema de detecc¢do e transmissdo do sinal de RMN até o computador, onde o espectro

é gerado. Imagem baseada no livro de Claridge, 2009*.

O sinal da RMN surge em decorréncia do spin nuclear. O spin nuclear € uma
propriedade fundamental do ndcleo e pode ser compreendido como uma pequena esfera
positivamente carregada e movimentando-se circularmente ao redor do seu proprio eixo.
E expresso pela simbologia | e pode assumir valor maior ou igual a zero ou maltiplos de
1/,, sendo o 1=0 dito um nucleo sem spin nuclear (nucleo silencioso) e, portanto, que néo
possui sinal na RMN?*. O fato de o nticleo possuir spin dara origem a um momento angular
(P) e um momento magnético (p)*>°.

Ao se aplicar um campo magnético (Bo) em uma amostra, 0 momento magnetico se
alinha o campo Bo. Dessa forma, o spin pode se orientar paralelamente (o) ou
antiparalelamente () ao sentido do campo. Cada orientagdo possui uma energia
correspondente, o que leva a uma diferenca de populacdo entre as duas orientacdes

possiveis*®. Na figura 4, esta disposto o diagrama que representa as orientages dos spins



na presenca e auséncia de campo magnético para um ntcleo de spin 1/,. O sinal de RMN
¢ obtido quando o spin, ap6s a absor¢do de energia quantizada, retorna ao estado

fundamental, emitindo radiofrequéncia®*.

 /1\ IR .
0= 0 pft

Bo#0

ef

Figura 4 Diagrama de energia dos spins com a campo magnético igual a zero e diferente de

Zero.

Considerado um dos processos mais importante para a ressonancia, a relaxagéo
pode ser definida como o tempo necessario para 0s spins retornem completamente ao seu
estado fundamental de equilibrio térmico apods a excitagdo®*®. Ao se comparar a RMN
com técnicas em que ocorrem transicoes eletrdnicas, percebe-se que uma diferenca clara
entre elas e a técnica de RMN, e essa diferenca é o tempo de vida de excitagdo dos spins.
O tempo de excitacdo dos spins na técnica de RMN é extremamente alto, cerca de minutos
e, por isso, ao contrario do que normalmente se pensa, a relaxacdo néo é algo espontaneo.
Assim, a variacdo dos momentos magnéticos dos spins vizinhos auxilia na inducdo da
relaxacdo, bem como a movimentacdo aleatoria dos nucleos, a qual gera um campo
magnético flutuante que, quando atinge a frequéncia de Larmor, estimula a relaxacdo do
spin. Se a relaxacdo ndo for completa, o espectro serd prejudicado com relacdo a
sensibilidade, ja que, se o préximo pulso de radiofrequéncia for realizado sob um spin
n&o relaxado, ocorrera a saturacio do sinal®*®,

A relaxacao pode ocorrer de acordo com dois processos conhecidos como relaxacéao
longitudinal e relaxagdo transversal. A relaxacdo longitudinal é a mais conhecida,
também chamada de T1 ou relaxacdo spin-rede. Esse € um processo entélpico, onde o
equilibrio populacional é reestabelecido (N, > Np) devido a perda de energia que é
transferida para os spins na forma de calor *. A partir dessa explicacéo, fica mais claro o
motivo de também ser chamada de relaxagdo spin-rede, uma vez que a energia perdida é

dissipada pela rede estrutural e sua eficiéncia é influenciada pela forma como a molécula



se movimenta pela rede, viscosidade e temperatura ’. O tempo ideal de recuperagio pode
ser estimado a partir de 5T1, ponto em que cerca de 99,33% dos spins ja retornaram para
o equilibrio. Para o hidrogénio, tem-se valores de T entre 0,5 e 5 segundos, ja para o 13C,
os tempos de relaxacdo sdo maiores e podem se estender até 10 segundos. Desta maneira,
para um Ty igual a 2 segundos o ideal é esperar aproximadamente 10 segundos para que
a relaxacéo seja completa. A forma mais rapida e comum de medir experimentalmente T
é realizando o experimento de Inversdo e Recuperacdo (inversion recovery), onde é
realizada uma perturbacdo no equilibrio do spin e em seguida é aplicado um pulso de

radiofrequéncia a 180° para inverter a populagdo (Ng > Ng)3*°,

A relaxacdo transversal, também conhecida como relaxacdo spin-spin, ou
simplesmente, T2, ocorre naturalmente e simultaneamente a T1. A diferenca entre os dois
mecanismos de relaxacdo é que T ocorre pela perda de energia dos spins para o sistema,
enquanto T2 ocorre a partir do processo chamado de flip-flop, ou troca de energia entre o0s
spins por meio de processos entropicos®.

Para se adquirir um espectro corretamente, com boa sensibilidade e boa resolucéo,
parametros importantes devem ser avaliados, dentre eles nimero de varreduras (NS),
namero de pontos (TD), tempo de aquisicdo (AQ), janela espectral (SW), tempo de
relaxacdo (T1), ganho do receptor (RG). Para espectros quantitativos, é importante saber
que o tempo de espera necessario deve respeitar a relacdo D1+AQ = 5Ty, onde D1 é o

tempo de espera entre um pulso e outro.

A relacdo Sinal/Ruido também influencia na resolucdo de um espectro, uma vez
que o aumento desta resulta no aumento, também, da sensibilidade do equipamento. A
partir da equacdo 2, pode ser observado quais os parametros devem ser alterados para se

obter maior relag&o sinal/ruido (S/R).

S o NAT-'BY23273 (NS) /2

R ' (Eq. 2)
sendo N o nimero de mols, Ts a temperatura, NS nimero de varreduras, A a abundancia
do ntcleo, T," é considerada como a combinacio de duas formas diferentes em que o
campo magnético pode variar na amostra: i) a partir da inomogeneidade do campo
magnético estatico Bo; ii) aumento do campo magnético flutuante a partir das interaces
inter e intramoleculares da amostra (também chamada de relaxacdo natural), e Bo 0
campo magnetico fixo. Quanto maior essa relacdo, maior a sensibilidade do espectro
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obtido. Assim, é possivel observar que, por exemplo, com o aumento do numero de
varreduras do espectro, ha o aumento da relacdo S/R*. Esse pardmetro de aquisicdo é o
parametro mais utilizado como forma de aumentar a sensibilidade de um espectro, por
ser uma solugdo simples. E importante também analisar que a abundancia natural e
constante magnetogirica (y), ambas caracteristicas do nucleo de trabalho, possuem suas

influéncias na sensibilidade do espectro obtido®.

Na Equacéo 3, tem-se a relacdo entre resolucdo digital (DR) e tempo de aquisi¢ao
(AQ).

1

Dessa maneira, para serem coletados espectros com boa resolucédo digital é preciso
tempos de aquisicdo altos, sabendo que quanto menor for o valor de DR mais bem
resolvido seré o espectro?. Para melhorar a resolucdo do FID, basta aumentar o niimero
de pontos da aquisicdo (TD) ou diminuir a janela espectral (SW). Porém, alterar o valor
da janela espectral ndo é muito interessante, ja que ao diminuir esse parametro, maior sera
0 AQ e, ainda, existird a possibilidade de ocorrer a perda de sinais localizado nas

extremidades do espectro (Equacdes 4 e 5).

TD
AQ = m (Eq 4)
FIDyes = = (Eqg. 5)

Os parametros comentados acima séo de grande importéancia e devem ser analisados
a cada experimento, podendo mudar a depender da amostra, e de caracteristicas
especificas de ndcleos, como por exemplo tempo de relaxagdo dos spins, resolucéo dos

sinais, concentracdo da amostra, etc.

2.2 Quantificacao por RMN

Além de ser utilizada para elucidacdo de estruturas organicas e inorganicas, a
técnica de RMN vem se tornando cada vez mais importante em areas da quimica analitica

para a realizacdo de medidas quantitativas (RMNq). A RMNq possui algumas vantagens
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muito importantes frente as outras técnicas, sendo elas: a falta de necessidade de
calibracdo repetidamente, uma vez que o equipamento se mantém estavel por mais tempo,
0 baixo tempo de analise, a técnica ndo € destrutiva, a possibilidade de determinar mais
de um analito em uma mistura, o facil preparo de amostra, entre outros. Mas o que torna
a RMN uma técnica tdo eficaz e favoravel para a quantificacdo € o fato de esta ser uma
técnica priméaria ou técnica absoluta, isto €, por existir uma relagdo de proporcionalidade
entre a concentracdo do analito e o sinal analitico, eliminando assim a necessidade do uso
de material de referéncia contendo o analito de trabalho®°. A depender do padrio de
referéncia (padrbes analiticos), em muitos casos, este pode ser muito dificil de ser
encontrado e/ou, ser extremamente caro, 0 que torna a analise inviavel. No dmbito da
quimica forense, isso se torna ainda mais importante, ja que a rapidez com que as novas
substancias surgem é extremamente alta, e o desenvolvimento de materiais de referéncia

é dificil >19,

A RMNq é uma técnica ainda pouco difundida, sendo mais comumente aplicada as
analises farmacéuticas, em inddstrias quimicas e para analise de drogas na area
forense®°, além de serem encontrados muitos trabalhos com carater bioldgico. Na area
farmacéutica existem diversos trabalhos ja publicados, como por exemplo, a tese de
Santos (2014)'%, em que nela foi desenvolvida metodologia de quantificacio para o
controle de qualidade de produtos farmacéuticos (paracetamol encontrado em alguns
medicamentos) por padrdo interno e de produtos agricolas (glifosato) por referéncia
externa. Ja na area forense, a quantidade de trabalhos é bem reduzida, sendo mais comum
a caracterizacio por RMN. Recentemente, o trabalho de Benedito et al (2017)*2 discute a
caracterizacdo e quantificacdo de cocaina por RMNq utilizando o método PULCON
(Pulse Lenght based on Concentration), método de referéncia externa. Neste artigo, foram
quantificadas a cocaina, componente majoritario, mas também a trans-cinamoilcocaina e
cis-cinamoilcocaina, componentes minoritarios, a partir da analise de 26 amostras
apreendidas no periodo de 2011 a 2015 em alguns estados brasileiros. Para as amostras
de Novas Substancias Psicoativas (NSPs), os trabalhos publicados utilizando métodos
quantitativos por RMN sdo menores ainda, sendo a cromatografia acoplada de um
espectrometro de massa como o CG-MS, LC-MS e, cromatografia liquida,HPLC, as
técnicas mais utilizadas para essa finalidade. No trabalho de dissertacdo de Araujo
(2013)*3, foram realizadas analises qualitativas de catinonas sintéticas por GC-MS e

RMN, e quantitativas por CG-MS. As amostras foram obtidas a partir de lojas de



Smartshops, as quais foram analisadas quanto a composicdo e realizados testes de
toxicidade in vitu. Ja no artigo de Zhao et al. (2018)**, um dos poucos a utilizar o RMN
como ferramenta quantitativa, foi detectada e quantificada a presenca de drogas da classe
das Fenetilaminas, também pertencentes as NSPs, em suplementos esportivos, sendo o
primeiro método de RMN a ser utilizado para o proposito. Nesse trabalho, a quantificacdo
é realizada por um método de padréo interno, baseada em uma curva de calibracéo
individual de cada substéncia, sendo plotada a partir da raz&o da area do sinal do analito
pelo sinal da referéncia interna, no caso TMS, versus a concentracdo correspondente ao
longo da faixa de concentracéo da calibragio®*.

Os métodos utilizando RMN(q sdo diversos, mas na literatura sdo encontrados com
maior frequéncia métodos utilizando padréo interno, padréo externo e por calibracao de
pulso elétrico (ERETIC e Quantas)®®. Cada método possui vantagens e desvantagens,
porém as mais relevantes sdo referentes a contaminacdo da amostra, recuperacdo do
analito e capacidade de gerar resultados mais precisos. No caso da metodologia com o
uso de padrdo interno, havera a adi¢cdo de um novo componente a amostra e, assim, a sua
recuperacdo serd mais trabalhosa, por outro lado a precisdo € maior e menor incerteza é
atribuida ao método*®. Quando é optado por utilizar o padrio externo como metodologia,
0 problema de contaminacéo e recuperacdo do analito que se tinha quando era adicionado
0 padrdo interno (ja que ambos, padrdo interno e analito, encontram-se no mesmo
recipiente), ndo é mais visto, uma vez que sdo colocados em recipientes distintos. Por
outro lado, a incerteza associada é maior, pois maior sera a quantidade de termos
analisados como temperatura, massa do solvente e analito, pureza do padrdo, area do
sinal, entre outros, e consequentemente, 0 método ira possuir uma precisdo menor em
relacdo aos seus resultados, ja que as incertezas individuais de cada termo esta sendo
adicionada ao célculo, quando comparado ao método de padrao interno®®. Ainda, a mesma
solucéo do padréo pode ser usada para quantificar mais de uma amostra em mais de uma

analiset®.

O meétodo de padréo interno consiste na adi¢do de um padréo certificado a solugéo
que deve cumprir exigéncias para ser utilizado como tal, sendo elas (i) solavel no solvente
deuterado utilizado; (ii) ser quimicamente inerte; (iii) seu sinal ndo deve ser sobreponivel
aos sinais da amostra, (iv) ndo volatil; (v) ndo higroscopico; (vi) ser estavel e (vii) possuir
alta purezal®. Os padrdes mais utilizados sdo acido maléico (AM) e dimetilsulfona

(DMS), em geral, o acido maléico € um bom padrao interno pois, além de seguir todos 0s



critérios, possui um deslocamento quimico em aproximadamente 6,4 ppm que é,
normalmente, uma regido em que ha menor densidade de sinais. Porém, a sua solubilidade
se resume a solventes polares como &gua e metanol. O problema potencial no uso &cidos
carboxilicos esta na analise de substancias basicas, como aminas, as quais pode ocorrer

uma reacéo acido-base.

Como dito anteriormente, a técnica de RMN( possui uma vantagem frente a outras
técnicas, pois existe uma relacdo muito importante entre o sinal do espectro e a estrutura
da molécula®. A area do sinal, obtida a partir da integral do sinal de interesse, é

diretamente proporcional ao nimero de ndcleos correspondentes (Equagéo 6):
Ix = Ks.Nx (Eq. 6)

onde Ix € a area do sinal, Ks é a constante do espectrémetro e Nx € 0 nimero de nucleos.
Como a constante do espectrometro deve ser igual para todas as equacGes de um mesmo
experimento, ao comparar dois sinais é obtida uma nova relacdo, sendo agora a razdo
entre as areas dos dois nucleos analisados equivalente a razdao do ndmero de nucleos
referente aos sinais®. Seguindo essa linha, a pureza é calculada por uma equacio
matematica simples, onde sdo comparadas as areas e nimero de nicleos comentado acima

(Equacéo 7).

— Ix Npt Mx mpl (Eq.7)

X Ipi Nx Mpi mx o

A Equacdo 7 € utilizada para a determinagdo da pureza de um analito quando
utilizado o padrdo interno como referéncia, sendo Px a pureza da amostra a ser calculada,
My e Mpi @ massa molar da amostra e padrdo interno, my e mpi COmo a massa pesada da
amostra e padrdo interno, respectivamente, e Py € a pureza do padrdo interno utilizado®.
Assim, para a analise de uma amostra por RMN( € necessario que exista pelo menos um
sinal do analito que ndo esteja sobreposto a nenhum outro sinal da amostra ou sinais de
impurezas, assim como o sinal do padréo nao deve estar sobreposto ou possuir impurezas

sobrepostas ou proximas ao seu sinal®,

Além disso, é de extrema importancia que o equipamento esteja bem calibrado
(boa homogeneidade de campo e boa sintonia da sonda) e esteja configurado para
aquisicdo de espectros para quantificacdo, visto que os experimentos de rotina, mais
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especificamente integracdo desses espectros, possuem uma exatidao de aproximadamente
10 a 20%, o que prejudica e muito a confiabilidade dos resultados®. Para que esse tipo de
contratempo seja diminuido, € mais do que necessario evitar alguns procedimentos na
hora da aquisicdo dos dados quando deseja-se realizar um experimento de RMN
quantitativo, principalmente prezar que o tempo de espera entre 0s pulsos respeite o
tempo equivalente a 5T1 do nucleo de maior tempo de relaxacao T1. Outro ponto relevante
é digitalizacdo do espectro, pois espectros com baixa resolugéo digital geram sinais com
multiplicidade e integrais equivocadas, levando a interpretagdo incorreta®®.

Depois da aquisi¢do, o processamento dos dados é parte mais importante para a
obtencg&o de dados quantitativos com maior precisao, em especial a integracdo dos sinais.
A integracdo deve ser feita com cautela, pois deve cobrir toda area relativa ao sinal,
incluindo os sinais satélites de algum atomo que néo foi desacoplado. O ajuste da fase e
da linha de base também sdo de suma importancia. Sinais fora de fase e espectros sem
correcdo ou com distor¢Oes na linha de base acarretardo em um erro na integracdo dos

sinais e, consequentemente, maior sera a incerteza associada ao método®°®.

2.3 Validacédo de método

A validacdo de um método analitico nada mais é do que a avaliacdo do método
guanto a sua eficiéncia, tendo como principal objetivo comprovar a adequacédo do método
ao instrumento de trabalho e a finalidade propostal’. Dessa maneira, a validago deve ser
considerada quando se tem o desenvolvimento de um novo método ou adaptagdes a
métodos ja validados®’. O grande motivo desse procedimento é o fato de que para se obter
uma boa medida é necessario saber os pontos fortes e fracos do método a ser utilizado,
como por exemplo a quantidade minima necessaria de amostra para que se tenha um
resultado satisfatorio (limite de quantificacéo e detecgdo)*®. Para isso, € necessario seguir
uma sequéncia de parametros que sdo descritos na literatura, possuindo referéncia nas
normas estipuladas pela ISO/IEC da ABNT, como os documentos fornecidos pelo
INMETRO (como por exemplo o documento de orientagéo para validagdo de métodos de
ensaios quimicos - DOQ-CGCRE-008). Além disso, o laboratorio de analise deve estar
ciente e seguir a ISO/IEC 17025 determinada pela ABNT, que trata dos requisitos gerais
para laboratdrios de ensaio e calibragio!’. Esses documentos consistem na descrigdo de

parametros, também chamados de figuras de mérito, que contém informacdes relevantes
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sobre as andlises, além de possuirem sugestdo de guia de planejamento para a validagédo
completa’®,

Dessa maneira, 0s parametros basicos para tornar um método adequado ao uso séo
especificidade e seletividade, linearidade, faixa de trabalho, sensibilidade e limite de
deteccdo (os quais podem ser compreendidos da mesma maneira) precisao e a incerteza
na medida (que também estdo correlacionadas), limite de quantificacdo, exatiddo e
robustez 118, A definicéo das figuras de mérito a serem validadas fazem, portanto, parte
do processo de validacdo. Nesse sentido, € necessario o conhecimento de quais sdo 0s
parametros (mencionados acima) a serem avaliados, quais deles vao alcancar os objetivos
desejados, ou seja, comprovar a adequacdo do método para analise e como ela deve ser
executada®®.

E comum tratar como sindnimos os termos especificidade e seletividade, porém séo
dois conceitos diferentes. A especificidade € a capacidade do método em identificar o(s)
analito(s) em meio & matriz, ja a seletividade refere-se & medida capaz de diferenciar o
analito em meio a uma mistura complexa, na auséncia de outros interferentes?®. Na
pratica, uma solucdo teste contendo o analito e todos os possiveis contaminantes,
excipientes, adulterantes e participantes é preparada e analisada e o resultado é comparado
com a resposta ja obtida do analito?.,

A linearidade se refere a capacidade do método em gerar sinais instrumentais que
sdo linearmente proporcionais a concentracdo do analito dentro de um intervalo de
concentragio delimitado'”!82! dessa forma sdo feitas entre cinco e seis injecoes
(chamadas de spikes) de um padrdo conhecido com variagdo de concentragdo de 80 a
120% em relacdo a concentracdo esperada da amostra. Com as respostas geradas, €
plotado um gréfico reposta versus concentracdo e é feita a regressao linear para encontrar
o coeficiente de correlacgéo linear'”'82!, Na figura 5, € mostrado um exemplo de grafico

referente a um teste de linearidade, onde é mostrado a regio linear na curva.
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Resposta

Faixa linear

Concentragdo

Figura 5 Gréfico referente ao teste de linearidade adaptado do artigo de Huber, L2

A faixa de trabalho consiste na determinacéo do intervalo entre a maior € a menor
concentracdo do analito na amostra onde se tenha exatidao e precisdo adequadas para a
finalidade do método'’?*, podendo, entdo, ser associada a linearidade do método.

O método € dito sensivel quando é capaz de diferenciar duas concentracbes muito
préximas, em outras palavras, a sensibilidade do método atesta a variacdo da resposta em
funcéo da variagdo da concentragdo do analito'”°. A determinacio da sensibilidade, na
pratica, dar-se-a a partir da curva de calibracdo, por meio do coeficiente angular e espera-
se que pequenas variagfes na concentracdo do analito gerem grandes variagdes no sinal

analitico’.

Exatiddo e precisdo sdo dois termos que sdo muito confundidos e em alguns casos
sdo considerados, erroneamente, como sendo sin6nimos. A exatiddo é definida como a
concordancia entre o resultado da referéncia e o obtido experimentalmente. Este é
influenciado por erros sistematicos e aletérios'”!8 e a forma mais simples de ser avaliada
é por meio do erro relativo. O maior desafio na medida de exatidao é quando se trata de
estudos colaborativos entre laboratorios em que é necessario garantir a estabilidade do
analito durante todo o procedimento. Para analisar os resultados entre os laboratorios €
feita uma analise de variancia a qual verifica a existéncia de diferenca significativa', em

outras palavras, é avaliada a reprodutibilidade do método.

A preciséo consiste na concordancia na proximidade dos valores medidos em uma
série de repeticGes de uma mesma amostral’, ou seja, € uma medida de espalhamento dos
resultados que avalia 0 quéo proximos estdo entre si‘®. E, normalmente, expressa na forma
de coeficiente de variacdo, desvio padrao ou variancia que sao equaces matematicas com
teor de comparacgdo, as quais sdo aplicadas a conjuntos de amostras e ainda pode ser

considerada em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutividade!’. A
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repetitividade expressa a precisdo de uma medida dentro de um mesmo cenario, em outras
palavras, no mesmo laboratério, sob as mesma condi¢es, mesmo analista, com as
mesmas replicatas, sendo analisadas em um curto periodo de tempo!”81° Precisdo
intermediaria é essencialmente o contrario da repetitividade, ela expressa a dispersao dos
valores quando feita em um mesmo laboratorio, contudo, em dias diferentes, analistas
diferentes e equipamentos diferentes'’. E, por fim, a reprodutividade é responsavel pela
avaliacdo da precisdo das amostras no ambito interlaboratorial, isto é, ela avalia a variagdo
da precisdo quando muda-se o laboratorio e analista. Portanto, o método é dito preciso se
0s niveis em que forem analisados, mais comumente, um nivel de confianca de 95%,

estejam dentro do aceitavel.

Quando se trata de desenvolvimento de um método, € importante também saber
quais os parametros que mais o afetam e como esses parametros afetam os resultados,
logo, é necessario um teste que avalie a robustez. Essa medida esta relacionada com
eficiéncia do método em se manter inalterado ou praticamente inalterado sob pequenas
variacdes nas condicbes de experimento. Ao identificar os parametros que mais
influenciam um método, é possivel controla-los para evitar que o experimento seja
afetado’’®. Para essa determinagdo, pode ser realizado um planejamento fatorial
envolvendo os parametros como pH, temperatura, volume?! e, no caso do RMNg, niimero
de varreduras, tempo de relaxagdo T: e varia-los na quantidade de niveis de interesse,
podendo variar em dois niveis (mais e menos) ou trés niveis ( mais, zero e menos) e enfim,
realizar as analises estatisticas que resultardo nas influéncias??. Além do planejamento, é
também muito comum determina-la a partir do teste de Youden que ndo s6 avalia a

robustez do método como ordena a influéncia dos pardmetros*®.

O limite de deteccdo (LD) é caracterizado como sendo a menor concentragdo
possivel do analito em uma amostra capaz de ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada'’?!. Limite de quantificagdo (LQ) é a menor concentracdo possivel do
analito em uma amostra capaz de ser detectada e quantificada gerando resultados com
exatiddo, precisdo e incertezas aceitaveis. Assim, o LQ é responsavel por determinar a
concentracdo minima em que valores abaixo dela tornara o experimento inapropriado e
ndo confiavel para a quantificacdo. Na figura 6 € mostrado no gréafico os dois limites LD
e LQ e observa-se que ndo necessariamente os dois sdo iguais. No caso da RMN(, tanto

0 LQ quanto o LD podem ser determinados a partir da relagdo Sinal/Ruido (S/R), sabendo
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que uma boa S/R para a deteccdo é de aproximadamente 3 e para a quantificacdo € de
102,

Limite de A
quantificacio

Limite de detecgao

Y

Figura 6 Relacdo Sinal/Ruido para limite de deteccdo e quantificacdo por RMN. Figura adaptada
do artigo de Huber L, 2010%

Toda e qualquer medida possui uma incerteza associada como, por exemplo, a
balanca analitica que possui o erro instrumental ou o padrdo de referéncia que possui
incerteza em relacdo a pureza. Logo, a incerteza é um parametro relativo & medida. Cada
medida que possui incerteza é descrita por uma relagdo matematica para fornecer o valor
final de forma combinada aquele resultado'®. As fontes mais comuns de incertezas sdo
efeito de matriz, interferéncias indesejadas, erro na amostragem, condicdes

experimentais, incertezas instrumentais, erros sistematicos entre outros 23,

A tabela 1 contém figuras de mérito avaliadas no desenvolvimento de um novo
método e informaces relevantes sobre como utilizé-las em prol do tipo de analise. Por
exemplo, para analises em que o analito se encontra em concentracdo trago, é de extrema
importancia realizar todas, em especial, o teste de limite de deteccdo e quantificacdo, ja
que sua concentracdo é tdo baixa que existe a probabilidade de o equipamento e/ou
método ndo responder como deveria e gerar resultados como falsos negativos ou falsos

positivos. Ja para analises em gque a concentracdo € maior, esse passo se torna dispensavel.
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Tabela 1. Relagdo do uso das figuras de mérito com o tipo de anélise a ser desenvolvida.
Adaptado do artigo In-House Method Validation - A guide for Chemical Laboratories LGC /
VAM, 20038,

Tipo de andlise
Parametros N Componente Anilise Propriedades
Qualitativo s, o
majoritario trago fisicas

Precisdao
Seletividade/especificidade v
Exatidao
Robustez v

Linearidade/ sensibilidade/
faixa de trabalho

Limite de deteccao v
Limite de quantificagao

C KKK
C KKK

SIS KKK

Apdbs todo o processo de validacdo, e a partir da obtencdo de resultados
comprobatérios de que o método esta de fato aprovado para andlises analiticas

quantitativas, a quantificacdo de amostras reais ja pode ser considerada.

2.4 Novas Substancias Psicoativas (NSP)

Todos os anos, o Instituto de Criminalista da Policia Federal recebe centenas de
substancias quimicas para analise e cada vez mais 0 aumento da apreensdo de “novas”
drogas, também chamadas de Novas Substancias Psicoativas (NSP), tem sido observado.
Substancias psicoativas ou psicotrdpicas sdo substancias que agem diretamente no
sistema nervoso central mudando momentaneamente as percep¢bes, humor e
comportamento. O termo NSP é empregado ndo pelo fato de serem novas invengoes de
drogas, pois em alguns casos essas substancias sdo bem conhecidas, mas sim por terem
sido disponibilizadas no mercado em um periodo recente?#?°. A UNODC (United Nation
Office on Drug and Crime) as definiu como sendo drogas de abuso, na forma pura em
uma mistura, que ndo sao controladas pelos 6rgdos governamentais e ndo fazem parte da
lista de substancias ilicitas controlada pela Convencdo de Entorpecentes de 1961 e
Convencdo de substancias psicotropicas de 1971, no entanto oferecem risco a saude

publica®*?.
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A “guerra” contra as drogas comegou muito antes do que se imagina. Durante o
século XX ainda era a época de comercializacéo do 6pio, droga de origem natural advinda
da planta papaveracea, chamada também de planta da alegria 2°. Com caréater analgésico,
0s usuarios sentiam um relaxamento total e sensacdo de sonoléncia e hipnotica, que a
depender da dosagem ingerida, causa dependéncia rapidamente 26, Com o alto consumo
da droga, em 1909, paises se reuniram em uma comissdo chamada Comissdo do dpio de
Xangai, dando inicio a primeira reunifo internacional sobre o combate a drogas?’.

Desde entdo, esses encontros foram tornando-se mais frequentes, até que, em
1961, houve a Convencdo Unica sobre Entorpecentes que visou a reagdo contra drogas
de abuso e foram implantandas medidas e a¢des internacionais, divididas em duas etapas
que sdo complementares entre si. A primeira estd relacionada com o porte, uso,
distribuicdo e outras acdes correlatas de drogas, e a segunda é o combate ao trafico junto
aoutros paises, para que seja possivel coibir os traficantes?’. Em 1971, a Convencao sobre
Substancias Psicotropicas foi uma das mais importantes, por determinar o controle
internacional de substancias psicotrdpicas, criando formas de controlar substancias
sintéticas?’. A terceira convencéo sobre drogas foi em 1988, Convencédo Contra o Tréfico
llicito de Entorpecentes e Substancias Psicotropicas, que determinou medidas mais
amplas sobre os temas abordados nas outras convengdes e houve a incluséo do combate
a corrupgdo e lavagem de dinheiro e, determinou a colaboracdo entre paises acerca de
assuntos em comum como a extradicdo de réus?’.

O que torna as NSP tdo perigosas e problematicas é o fato de que, em sua maioria,
sdo caracterizadas como principios ativos de remédios controlados que, quando utilizados
sem pudor, podem causar sérios danos a saude como intoxicacéo, suicidios, dependéncia,
além de serem comercializadas a margem da regulacéo, tendo a internet como principal
meio de venda?*. A maior dificuldade e desafio das autoridades, tanto brasileiras quanto
internacionais, € acompanhar o desenvolvimento e distribuicdo das NSP, que ocorrem a
uma velocidade muito maior do que a relatada e com um elevado numero de seus
derivados?*. Dessa forma, a taxacdo das NSP como ilicita e a sua proibigdo se tornam
tarefas complexas®®. Para facilitar a identificacdo, os paises que participaram das
convencOes de 1961 e 1971 estabeleceram uma listagem nominal de cada substancia e
ainda adicionaram classifica¢fes quanto a estrutura e substancias analogas.

As maiores classes de NSP sdo as fenetilaminas, catinonas, cetaminas, triptaminas
e piperazinas. As fenetilaminas (figura 7) sdo substancias caracterizadas por possuir um

anel aromético monosubstituido com grupamento amina priméria, podendo haver
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variacdes quanto as substitui¢cdes do grupo alquil. As catinonas (figura 7) tem sua origem
em substancias naturaais encontradas nas plantas chamadas khat (Catha edulis), séo
caracterizadas por possuirem um anel aroméatico com grupo carbonila conjugado e uma
cadeia alifatica. Triptaminas (figura 7) sdo baseadas em alcaloides provenientes do
aminoécido triptofano. De forma geral, séo caracterizadas por possuirem um grupo indol

com substituicBes nas posicoes 4 e 5 do anel de seis membros e/ou substitui¢des no anel

de cinco membros?®.

Fenetilaminas Catinonas Sintéticas Triptaminas

Figura 7 Estrutura das classes mais comumente encontradas das NSP.

No ano de 2007, foi relatada pela primeira vez a apreensao dessas substancias no
Brasil. Mas foi apenas em 2008 que elas passaram a ser controladas pela ONU. Entre
2009 e 2016 ja foram reportadas, em 106 paises, mais de 739 NPS 2°. Nesse periodo, no
Brasil, as fenetilaminas ganharam destaque entre as NSP por terem sido apreendias em
larga escala, sendo a metanfetamina um exemplo muito conhecido dessa classe. Os
canabinoides sintéticos e catinonas também sdo apreendidos no Brasil em menores
proporcdes?*. Na conjuntura mundial, as catinonas sintéticas sdo campeés em termos de
consumo e apreensdo, ja que sdo substancias que estimulam e simulam os efeitos das

drogas tradicionais, tais como cocaina e ectasy 2.

2.5 A UNODC e o Programa de exercicio colaborativo internacional (ICE —
International Colaborattive Exercise)

A UNODC ¢é uma das ramificagdes da ONU, 6rgéo responsavel pela paz mundial,

que tem como funcdo controlar e prevenir o trafico de drogas, drogas ilicitas, crimes e
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terrorismo. Implementada no ano de 1977, como sendo a combinacao de dois programas
ja existentes, Programa de controle de drogas das Nagdes Unidas e Centro de prevengdo
internacional de Crimes, a UNODC trabalha em todo territrio mundial, com escritorios
distribuidos pelos sete continentes, fornecendo assisténcia aos paises com problemas nas
areas de atuacdo®. O programa se baseia em trés principios: 1) Cooperagdo em forma de
projetos para melhorar a capacidade dos paises membros em agir contra drogas ilicitas,
crimes e terrorismo; 2) Pesquisas e estudos sobre as drogas e o crime envolvido para
aumentar o conhecimento sobre elas e melhorar o desempenho em questfes de politicas
internas e decisdes importantes; 3) Desenvolvimento de trabalho normativo para melhor
assessorar os estados em retificacGes e implantacdo de tratados, desenvolvimento de

legislaces proprias sobre drogas, crime e terrorismo®.

Para melhor atender as necessidades diversas dos paises, a UNODC redigiu uma
espécie de documento chamado de Menu de Servicos em que contém todas as
especialidades e areas em que ela é capaz de atender e ajudar®®. Certamente sdo ramos
que envolvem a politica do programa, logo, uma das areas € o combate contra o crime
organizado e trafico no qual os paises sdo guiados na forma de reagir e saber contornar
situacOes causadas pela instabilidade e inseguranca geradas pelos crimes de contrabando
de drogas, armas e pelo bem-estar entre os paises e continentes. Outra area de destaque é
a prevencdo de drogas de abuso e satde publica, em que sdo feitas campanhas e reunides
de conscientizacdo da populacdo em relacédo a drogas ilicitas, dependéncia e a diferenca

entre drogas utilizadas para a satde e as do crime®.

A partir do Programa Internacional de Garantia da Qualidade (IQAP em inglés)
da UNODC foi criada, no ano de 1995, uma componente muito importante chamada ICE
(International Collaboration Excercise), ou em portugués, Exercicio Colaborativo
Internacional que consiste na avaliacdo de laboratdrios, sejam eles privados ou publicos,
de paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, que visa 0 monitoramento da
performance de tais em analises de drogas®. So fornecidos aos laboratorios participantes
dois tipos de amostras, os materiais apreendidos nominados pela sigla SM (Seized
Materials) e os materiais biologicos (BM, Biological Specimen), e é solicitada a
determinacdo qualitativa de cada material e é estimulada a anlise quantitativa.
Anualmente, sdo oferecidos dois exercicios (um por semestre), com quatro amostras de
cada tipo, datados de acordo com o periodo de envio. Por exemplo, o exercicio de 1/2017

equivale ao exercicio referente ao ano de 2017 primeiro semestre, desta forma, os
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participantes podem comparar seus resultados de acordo com os resultados estipulados

por laboratorios de referéncia da UNODC3L.

A cada exercicio, os laboratorios participantes devem enviar os resultados obtidos
a partir de andlises de identificacdo e andlises quantitativas, bem como comentarios
pertinentes, adulterantes, excipientes encontrados em cada amostra, para a Secdo de
Laboratorio e Cientifica (LSS, Laboratory and Scientific Section) para serem avaliados.
Com isso, o retorno fornecido pelo programa ajuda no crescimento individual, de forma
que sdo oferecidos conselhos e assisténcia aos que ndo obtiveram resultados
satisfatorios?”. A importancia da participagdo nesse programa € a obtencdo de
reconhecimento internacional como sendo um laboratério creditado com sistema de

qualidade bem administrado de acordo com a norma ISO/IEC 17025 *2.

Além disso, laboratdrios creditados internacionalmente e que possuem métodos
validados, com o0s procedimentos adequados para o controle e asseguramento de
qualidade podem prover, por exemplo, além de padrGes analiticos certificados,
informagdes confidveis a partir das anélises realizadas. Dessa maneira, 0s resultados
obtidos podem cooperar com processos em andamento, dando suporte as leis estipuladas
para cada pais, auxiliar as inteligéncias locais como localizacdo de possivel fonte de
origem da droga, tracar uma rede de distribuicdo dessas drogas e estabelecer possiveis

riscos a sociedade®?.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente trabalho sdo

l. Avaliar as adaptacdes do uso da técnica de RMNq de *H e padrdo interno como
método para analises quantitativas de amostras forenses,

Il.  Caracterizar e confirmar a estrutura das amostras de NSP apreendidas pela Policia
Federal que serdo utilizadas nos estudos de quantificagéo deste trabalho por meio
dos espectros de RMN mono e bidimensionais de *H e 13C.

Para atender tal finalidade, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

- Avaliar o desempenho do método de RMNg de H e padrdo interno a partir da
comparacao dos resultados obtidos para as amostras dos exercicios da UNODC (2/2015

a 2/2017) com os valores de pureza de referéncia disponibilizados;
- Avaliar a preciso e exatidio do método de RMNgq de H e padréo interno;

- Determinar a incerteza, a seletividade do método, bem como o limite de detec¢do (LD)

e limite de quantificacdo (LQ) para cada amostra;
- Determinar a estabilidade das amostras de NSP;

- Confirmar a estrutura das amostras de NSP por meio da atribuicdo inequivoca de todos
os sinais dos espectros de RMN monodimensionais de H e 3C e dos espectros
bidimensionais *H-'H COSY, *H-*C HSQC, *H-'*C HMBC.
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4 MATERIAS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida utilizando a metodologia de padréo interno, que
consiste na adicdo de quantidade conhecida de um padrédo de alta pureza certificado
(MRC). Os dois padrdes mais utilizados no desenvolvimento de métodos de RMNq de
'H s&o o acido maléico (AM) e a dimetilsulfona (DMS) e, estes foram utilizados nos
experimentos de acordo com a solubilidade das amostras da UNODC e NSPs nos
solventes. Em sua maioria, o solvente utilizado foi o éxido deuterado (D-20), ou
comumente chamado de agua deuterada, e como padrdo interno AM, por causa da
solubilidade do mesmo. Também houve amostras em que foi utilizado o cloroférmio
deuterado (CDCI3) com DMS como padréo interno e metanol deuterado (MeOD- d4) com
0 padrdo interno AM. O AM utilizado em todas as analises foi o de grau HPLC, analisado
e quantificado por Almeida (2016)*° a partir do método desenvolvido e validado em sua

pesquisa.

Como referéncia interna dos espectros de RMN foram empregados o TSP (Acido
3-trimetilsililpropandico-2,2,3,3-ds) soltvel em D20, e 0 TMS (Tetrametilsilano) para os
demais solventes. Ambos possuem deslocamento quimico em 0,0 ppm e multiplicidade

igual a um simpleto.

4.1 Anédlise por RMN

4.1.1 Preparo de amostra

Todas as amostras foram preparadas no laboratério de quimica forense do Instituto
Nacional de Criminalistica da Policia Federal em Brasilia (SEPLAB/INC) sob a

supervisédo dos peritos Monica Paulo e Adriano O. Maldaner.

As amostras foram preparadas em eppendorffs e pesou-se em balanca analitica XP
205, Mettler Toledo (+0,01 mg) a qual era conferida a calibracdo a cada pesagem com
material de massa conhecida e estavel de aproximadamente 16,25 mg. A maioria das
substancias apreendidas e as enviadas pela UNODC estava na forma de pé e, para
homegeneizacdo e reducdo do tamanho dos cristais e, consequentemente melhorar a

solubilizacdo, foram utilizados o almofariz e pistilo de vidro.

22



Foram preparadas solugdes em triplicata, e quando ndo havia material suficiente,
em duplicata, pesando entre 10 e 12 mg do analito juntamente com 8,0 a 9,0 mg do padréo
interno e solubilizadas em, aproximadamente, 0,7 mL de solvente adicionado com pipeta
automatica e agitado no vortex durante 1 minuto. Como forma de controle do
equipamento e, portanto, do método, foram preparadas soluc6es controles contendo dois
padrdes, AM e DMS, pesando-se entre 10-12 mg e entre 8,0-9,0 mg, respectivamente, e
solubilizado em 0,7 mL de D20. Dessa forma, o AM era tratado como analito e 0 DMS
como padrdo interno e entdo, analisado por RMN de ‘H e quantificado. Como a pureza
de ambos é conhecida, pode-se avaliar a precisdo para aquelas medidas.

Para duas amostras da UNODC, SM2 do exercicio de 2/2016, JWH-073, e SM2
do exercicio 2/2015, Nimetazepam, foi necessério colocar em banho ultrassénico por 5
minutos e levar a centrifuga em 2000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi coletado
com pipeta de vidro e transferido para o tubo de RMN. Quando o volume minimo da
solugéo néo era atingido, completou-se com solvente (CDCly).

Para a amostra DOC do grupo das NSP foi necessario fazer uma filtragcdo simples
com algoddo de vidro quando transferida para o tudo de RMN devido a presenca de
pequenas particulas em suspensao. Inicialmente, a amostra 25B-NBOMe foi prepara em
D,0 e DCI (HCI), porém, permaneceu insollvel apds 24 horas. Essa amostra foi
preparada novamente em CDCl3, sendo totalmente sollvel.

Para a identificacdo de ions cloreto, foi feito o teste de cloreto para as amostras da
UNODOC, o qual foi colocado uma quantidade arbitraria de amostra em um tudo de ensaio
e adicionado aproximadamente 1 mL de agua destilada, juntamente com duas gotas de
acido nitrico 5 mol/L. Ao sobrenadante foram adicionadas mais duas gotas de nitrato de
prata 1% e observado o resultado. Para conferéncia, um branco também foi preparado nas
mesmas condicOes, sem a adicdo da amostra. O resultado positivo consiste em uma
solucéo turva, o que informa que a amostra esta na forma de sal cloridrato. Mas é valido
dizer que, para comparacéo de resultados (ja que os resultados fornecidos pela UNODC
sdo dados na forma de base livre), os célculos foram feitos utilizando a massa molar na
forma de base livre para todas as amostras. Para o grupo das NSP, foi possivel observar
a forma em que se encontravam a partir da analise de infravermelho realizada no
SEPLAB/INC pelos peritos responsaveis. Essa analise era feita a partir da comparagéo
no espectro obtido para a amostra com o banco de dados, sendo a maioria na forma de sal

cloridrato, com excegéo do 4-HO-MiPT, que foi encontrado como fumarato.
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As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por no maximo dois dias

para a realizacdo das anélises, com o objetivo de manter as propriedades da solucéo.

4.1.2 Preparo das amostras de controle

A cada analise, foram preparadas amostras de controle, onde foram pesados em um
eppendorff dois padrées, AM e DMS, com massa de aproximadamente 10 mg de cada um
e solubilizados em 0,7 mL de D2O. Para melhor homogeneizagdo, foram agitadas no
vortex por 1 minuto. Essas solucbes foram preparadas para duas funcgdes: 1) para o
método de referéncia externa e, 2) para verificar a calibracdo do equipamento, ja que
ambas sdo materiais de referéncia e possuem certificados com informacdes importantes

COMo a pureza.

4.1.3 Parametros de aquisicao

Os espectros foram adquiridos no equipamento de ressonancia magnética nuclear
Bruker Avance |11 HD, operando em campo magnético de 14 T e a frequéncia de *H de
600 MHz e equipado com sonda broadband (BBFO) de 5 mm, instalado no laboratério
de RMN, no Instituto de Quimica (1Q) da Universidade de Brasilia. Inicialmente, foram
definidos alguns parametros de aquisi¢do que poderiam influenciar na analise quantitativa
por RMN.

Para cada amostra, foram feitos os procedimentos de lock e shimming
automaticamente. Os procedimentos de tunning e matching, responsaveis pela sintonia
do nucleo, foram ajustados de forma manual. O pulso de 90° (P90) foi calibrado
automaticamente pelo comando pulsecal. Os espectros de RMN de *H foram adquiridos
com desacoplamento de *C (zgig30). A tabela abaixo mostra os parametros de aquisicdo
utilizados para as amostras, lembrando que, para espectros quantitativos, é necessario

obedecer a condi¢do D1 + AQ =5T1.
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Tabela 2 Parametros que sdo ajustados e utilizados a cada ensaio de *H RMN.

Parametro Valor
utilizado
Poténcia 13C PLW?2 ow
Poténcia 13C PLW12 0,4W
Angulo do pulso 30°
D1 (Delay de relaxagdo) 15s
DS (Dummy scans) 4
NS (Numero de scans) 16
TD (Numero de pontos) 64k
Largura da janela (SW) 20 ppm
RG (Ganho do detector) 32
Temperatura 25°C
Spinner desligado
T1 mais longo - AM 6,4s

O tempo T; foi calculado a partir do experimento de inverséo e recuperagdo. O

maior valor de Ty calculado foi de 6,4 s, referente ao padréo interno AM (tabela 2). Assim,

o calculo do 5T foi baseado no tempo T1 de 6,4 s, tendo como resultado um tempo igual

a aproximadamente 30 s. Porém, esse calculo se refere a um pulso de 90°, como o pulso

utilizado foi o pulso de 30°, o valor pode ser calculado proporcionalmente, sendo o tempo

D1 igual a 15 segundos.

Para a analise de **C MAS RMN foram utilizados os parametros baseados no artigo

de Maheux et al.(2016)** que estéo dispostos na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 Parametros que s&o ajustados e utilizados no ensaio de *C MAS RMN.

Parametro \.I?Ior
utilizado
Rotor 4 mm
spinning 10 kHz
Tempo de pulso 90° 2,5 us
Tempo de contato 2ms
Recycle Delay 4s
Tempo de aquisi¢cdo 32,6 ms
Numero de Scans (NS) 512 scans
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4.2 Analise por Difracdo de Raio-X

O equipamento utilizado na analise foi o Difratdbmetro de Raio X de p6 da marca
Bruker modelo D8 FOCUS. Para a analise, a amostra teve de ser macerada a partir de
almofariz e pistilo para deixa-la 0 mais homogénea possivel e em seguida, ja pulverizada,
transferida para o porta-amostra de aproximadamente 5 cm. O empacotamento da amostra
foi feito com o auxilio de uma lamina de acrilico para pressionar o0 p6 sobre 0 espaco

disponivel no porta-amostra até que ela ficasse firme.

Os parametros empregados no experimento de Difracdo de Raio-X (DRX) foram
baseados no artigo de Maheux et al. (2016)** onde a poténcia utilizada foi de 45kV e uma
corrente de 40 mA, step size de 0,017°, scan rate 0,1°/s e uma faixa angular 26 de 5° —
70°.

4.3 Processamento dos dados

Os dados espectrais foram processados no programa TopSpin Bruker® e
ACD/NMR, aplicando Transformada de Fourier (FT) ao FID obtido. Os espectros foram
referenciados a partir do sinal do TMS ou TSP que possuem deslocamento quimico em
0,0 ppm. O ajuste de fase de ordem zero e de primeira ordem (phc0 e phcl) foi realizado
de forma manual. A correcdo da linha de base foi realizada de forma automatica a partir
de equacdo polinomial (Polinémio de Bernstein). N&o foi aplicada nenhuma funcgéo janela

e a integracéo dos sinais foi realizada de forma manual.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quantificacdo das amostras dos exercicios da UNODC por RMN de 'H

Todo ano, o laboratério de quimica forense do SEPLAB/INC da Policia Federal
recebe amostras dos exercicios da UNODC. Essas amostras devem ser identificadas por
técnicas espectromeétricas como infravermelho, cromatografia, espectrometria de massas,
técnicas comumente encontradas em laboratorios de quimica forense, e devem ser
quantificadas. Na maioria das vezes, é utilizada a cromatografia gasosa como técnica
quantitativa, método simples, mas a aquisicdo dos dados pode ser demorada, além de ser
necessaria a utilizacdo de materiais de referéncia para a construcao de curva analitica. A
vista disso, a RMNq é mais uma ferramenta promissora para atestar e confirmar os
resultados obtidos nas demais técnicas, além de facilitar o procedimento para a construgao

de curvas analiticas em analises posteriores nos metodos de quantificacdo tradicionais.

As amostras dos exercicios da UNODC foram agrupadas de acordo com 0 ano e
semestre de exercicio, comegando no segundo semestre de 2015 e finalizando no primeiro
semestre de 2017. As estruturas dessas amostras foram identificadas, inicialmente, por
infravermelho e espectrometria de massa, que sao analises de rotina do SEPLAB/INC
realizadas pelos peritos responsaveis. A quantificacdo destas foi feita a partir do CG-MS
por curva de calibracdo, dessa forma, os resultados obtidos foram comparados com o0s
realizados por RMNg de 'H. A confirmagcéo das estruturas de cada amostra, apresentadas

na Figura 8, foi realizada pela anélise dos espectros de RMN de *H (Anexos A a E).
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Figura 8. Estruturas moleculares das amostras referentes aos exercicios da UNODOC. A letra Q

indica os *H cujos sinais foram selecionados para realizar a quantificacéo.

Para as analises de RMNgq, foram utilizados sinais com atribuicdo conhecida,
observados em regides desimpedidas (isoladas) e que ndo apresentam sobreposi¢do com
sinais de interferentes e adulterantes. Isso faz com que ndo haja um aumento da incerteza
da area absoluta dos sinais quantificados, que é de extrema importancia para o calculo de
pureza a partir da Equagdo 7 (pégina 9). De maneira geral, os sinais dos espectros de
RMN de 'H que foram selecionados para a quantificagdo do analito sdo os sinais
referentes a metilas e metilenos em que as regides sdo livres de interferentes. A tabela 4
reine as informacOes dos deslocamentos quimicos dos sinais utilizados para
quantificacdo de cada analito e a multiplicidade referente a estes sinais, cuja atribuigéo
esta indicada na figura 8.
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Tabela 4 Tabela de atribuigdo dos sinais quantificados.

Ano exercicio  Amostras  Sinal Quantificado Multiplicidade

Nimetazepam” 8,75 ppm duplo dupleto
2/2015 Cetamina 2,42 ppm simpleto
Anfetamina 1,27 ppm dupleto
Cocaina 5,58 ppm quarteto
1/2016 MDMA 5,96 ppm simpleto
Anfetamina 1,31 ppm dupleto
Cocaina 5,59 ppm quarteto
JWH-073 1,79 ppm quinteto
2/2016 Cetamina 2,42 ppm simpleto
Heroina 6,97 ppm simpleto

MDPV 6,13 ppm duplo dupleto
1/2017 Cocaina 5,60 ppm quarteto
MDMA 5,97 ppm simpleto

MDPV 6,13 ppm duplo dupleto
2/2017 Anfetamina 1,30 ppm dupleto
Metanfetamina 1,27 ppm dupleto

* Amostra realizada em duplicata

Para estas amostras, ndo foram realizados experimentos adicionais como espectros
monodimensionais de *C e experimentos bidimensionais, visto que o principal objetivo
era a quantificacdo. Como descrito anteriormente, a identificacdo inicial das amostras foi
feita por infravermelho e cromatografia gasosa. Os espectros *H apenas confirmaram a
identificacdo ja realizada, por meio da comparacdo com espectros destas substancias

encontrados na literatura.

A tabela 5 apresenta as informacoes relativas ao ano de exercicio da UNODC,
substancias analisadas, bem como os resultados obtidos de pureza, Coeficiente de

Variacio (CV %) e a massa média de cada amostra pela quantificacio por RMN de *H.
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Tabela 5 Purezas amostras da UNODC obtidas pelas analises de RMNgq de H.

Semestre/Ano Amostras Pureza CV (%) Massa media

media (%0) (mg)
2/2015 Nimetazepam” 3,71 0,30 11,15
2/2015 Cetamina 8,89 0,33 10,38
2/2015 Anfetamina 21,81 0,73 10,58
1/2016 Cocaina 52,01 0,60 10,59
1/2016 MDMA 13,39 0,69 10,84
1/2016 Anfetamina 5,50 1,75 10,69
2/2016 Cocaina 79,70 0,00 10,92
212016 JWH-073 14,33 0,33 10,31
2/2016 Cetamina 10,45 0,33 10,53
2/2016 Heroina 24,93 1,60 11,25
1/2017 MDPV 45,01 0,80 10,32
1/2017 Cocaina 26,45 0,35 10,74
1/2017 MDMA 54,91 0,55 10,31
2/2017 MDPV 31,39 0,97 10,74
2/2017 Anfetamina 5,70 0,43 10,67
212017 Metanfetamina 39,20 0,08 10,65

* Andlise realizada em duplicata

A partir da andlise dos resultados, é possivel indicar uma Otima precisdo no
método utilizado, visto que todos os coeficientes de variacao se encontram abaixo de 2%.
Tendo como referéncia o Procedimento Operacional Padrédo (POP) do SEPLAB/INC, o
valor de aceitacdo de CV (%) deve ser igual ou inferior a 10%.

A comparacgdo dos valores de pureza obtidos experimentalmente com a pureza
indicada pela UNODC para cada amostra esta apresentada na Tabela 6. Os valores de erro
relativo negativos indicam que os dados de pureza obtidos foram menores do que 0s
indicados pela UNODC enquanto que os valores de erro relativo positivos indicam que a

pureza obtida foi maior do que os valores indicados pela UNODC.
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Tabela 6 Valores de pureza experimental comparados as purezas determinadas pela UNODC e

seus respectivos erros relativos em poercentagem.

Serz‘?]s;re/ Amostras zg;gi?mgi?;? Pu[ﬁ\z%ggd'a Erro Relativo (%)
2/2015 Nimetazepam 3,71 3,70 0,30
2/2015 Cetamina 8,89 11,90 -25,27
2/2015 Anfetamina 21,81 23,90 -8,73
1/2016 Cocaina 52,01 51,70 0,59
1/2016 MDMA 13,39 13,80 -2,96
1/2016 Anfetamina 5,50 5,50 0,06
2/2016 Cocaina 79,70 77,30 3,10
2/2016 JWH-073 14,33 13,20 8,56
2/2016 Cetamina 10,45 10,50 -0,46
2/2016 Heroina 24,93 25,90 -3,74
1/2017 MDPV 45,01 45,30 -0,63
1/2017 Cocaina 26,45 25,10 5,37
1/2017 MDMA 54,91 56,00 -1,94
2/2017 MDPV 31,39 31,30 0,29
2/2017 Anfetamina 5,70 5,60 1,84
2/2017 Metanfetamina 39,20 39,90 -1,74

Nota-se que a maior parte dos erros relativos estd com valor abaixo de 9,0 %,
resultado bastante satisfatorio para a pesquisa, de acordo com o POP do SEPLAB/INC,
mencionado acima. Salvo a amostra Cetamina do exercicio de 2/2015, cujo erro relativo
é igual a 25,27% e, portanto, um valor acima do erro méximo permitido (10%), 0 mesmo
ndo pode ser dito como degradacéo, ja que ndo houve sinais do(s) possivel(eis) produto(s).

A partir do teste de Student (Teste t) foi possivel analisar estatisticamente os dados
e declara-los equivalentes ou ndo. A partir do teste t pareado, em que séo analisados dois
conjuntos de dados, sendo um referente ao método utilizado e outro ao método dito como
aceito ou referéncia®®. Na tabela 7, estdo contidos os dados utilizados no calculo, no qual
é obtido o resultado a partir da diferenca entre cada medida pareada de cada amostra.
Sendo D; a diferenca individual dos valores obtidos pelo método analisado e 0 método
considerado como referéncia, D é a média da diferenca dos valores individuais Die N o
nuimero de repeticdes. Para os dados expostos na tabela 7, D tem um valor igual a -0,20 e
a somatoria dos valores Di e (Di - D)?, -3,22 e 24,63, respectivamente. Para o célculo do

t critico foi seguida a equacéo 11.
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t= o VN (Eq. 11)

Onde Sq é tido como o desvio padrao dos resultados obtidos pelo método utilizado e o
de referéncia e pode ser calculado a partir da equagéo 12.

S = vERIZD2 (Eq. 12)

N-1

Tabela 7 Dados utilizados no calculo do teste t pareado.

Método Método de B B
Amostras realizado referéncia D; Di-D (Di-D)?
(UNODC)

2/2015 | Nimetazepam 3,71 3,70 0,01 0,21 0,04
2/2015 Cetamina 8,89 11,90 -3,01 -2,81 7,89
2/2015 Anfetamina 21,81 23,90 -2,09 -1,89 3,57
1/2016 Cocaina 52,01 51,70 0,31 0,51 0,26
1/2016 MDMA 13,39 13,80 -0,41 -0,21 0,04
1/2016 Anfetamina 5,50 5,50 0,00 0,20 0,04
2/2016 Cocaina 79,70 77,30 2,40 2,60 6,77
2/2016 JWH-073 14,33 13,20 1,13 1,33 1,77
2/2016 Cetamina 10,45 10,50 -0,05 0,15 0,02
2/2016 Heroina 24,93 25,90 -0,97 -0,77 0,59
1/2027 MDPV 45,01 45,30 -0,29 -0,09 0,01
1/2017 Cocaina 26,45 25,10 1,35 1,55 2,41
1/2017 MDMA 54,91 56,00 -1,09 -0,89 0,79
2/2017 MDPV 31,39 31,30 0,09 0,29 0,08
2/2017 Anfetamina 5,70 5,60 0,10 0,30 0,09
2/2017 | Metanfetamina 39,20 39,90 -0,70 -0,50 0,25

A partir das equagdes, Eq. 11 e 12, que definem o valor de t calculado, o valor
obtido foi igual a 0,63. Sabendo que para 15 graus de liberdade (N-1) a um nivel de
confianca de 95%, o valor de t tabelado é igual a 2,13, dessa forma, é possivel observar
que teaic < twwp € assim, a hipotese nula (Ho: p = 0) é aceita, ndo havendo diferenca

significativa entre os dois métodos a esse nivel de confianga.

Os limites de quantificacdo e detecgdo foram calculados para cada amostra assim
como para as amostras de NSP mostradas adiante. A rela¢do sinal/ruido (S/R) é um
importante critério para a avaliacdo da precisdo na integracdo do sinal, pois a mesma
fornece informacdes sobre a sensibilidade do equipamento. Ou seja, se for obtida uma

alta relagdo S/R é dito que o instrumento é mais sensivel, isto &, é capaz de diferenciar o
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sinal da amostra do ruido do equipamento. Essa relagdo aumenta com a raiz quadrada do
namero de scans, assim, se deseja-se aumentar a sensibilidade em duas vezes, deve-se
aumentar o nimero de scans quatro vezes. A relacdo S/R foi obtida por meio do software
TopSpin 3.2 Bruker, o qual é feito automaticamente a partir da sele¢cdo manual da regido
de ruido e do sinal quantificado. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram definidos
a partir da relacdo S/R definidas como 10 e 30, respectivamente, a partir do trabalho de
Almeida (2016)?% Esses valores foram determinados como sendo limites em que as suas
estimativas sao satisfatorias e, com a finalidade de diminuir os efeitos da baixa relacdo na
incerteza do método. Além de também envolver a massa de analito pesada e pureza para
o calculo destes. Os valores de limites de deteccdo e quantificacdo obtidos estdo
apresentados na tabela 8 abaixo.

Tabela 8 Valores obtidos para os limites de detecgdo e quantificagcdo para as amostras do
programa ICE — UNODC.

Limite de Limite de ~
Amostras Deteccao Quantificacao _Rela(;ag
UNODC (mg/mL) (mg/mL) Sinal/Ruido
Nimetazepam 0,19 0,56 28,90
2/2015 Cetamina 0,01 0,04 1065,06
Anfetamina 0,01 0,04 2475,89
Cocaina 0,27 0,79 295,59
1/2016 MDMA 0,01 0,03 1966,27
Anfetamina 0,01 0,04 635,45
Cocaina 1,23 0,79 462,75
JWH-073 0,16 0,49 143,80
212016 Cetamina 0,01 0,04 1196,85
Heroina 0,13 0,38 313,34
MDPV 0,05 0,14 1366,80
1/2017 Cocaina 0,27 0,79 150,85
MDMA 0,01 0,04 5822,86
MDPV 0,04 0,13 1070,20
2/2017| Anfetamina 0,02 0,05 519,42
Metanfetamina 0,02 0,05 3899,81

Os maiores valores para o limite de quantificacdo séo os relativos a substancia
cocaina, onde foi utilizado para a quantificacdo um sinal equivalente a um hidrogénio
com multiplicidade igual a um quarteto, dessa forma, como a area esta distribuida entre

0s quatro picos constituintes do quarteto, a relacdo sinal/ruido sera menor e,
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consequentemente, o erro na integracdo e o limite serdo maiores. Os limites expressos em

mg/mL representam a concentracdo minima do analito para ser detectado e quantificado.

4.2. Quantificacdo de NSP por RMN de H

A partir das analises das amostras da UNODC, e, observando os 6timos resultados
obtidos, o trabalho foi expandido para as amostras de NPSs. Como existem diversas
substancias com matrizes muito distintas entre si e, ndo possuem padrdes de referéncia

para comparacao, acabam tornando-se um grande desafio.

As amostras de NSP foram apreendidas na forma de comprimido e p6 em uma
operacdo ainda em andamento, iniciada no ano de 2015, no nordeste do Brasil. As
amostras apreendidas fazem parte das classes catinonas sintéticas, fenetilaminas e
triptamina. A caracterizacdo e quantificacdo das NSP sdo importantes para a Policia
Federal, uma vez que podem auxiliar em investigacGes de rota de tréafico e de identificacdo

de fornecedores.

As NSP podem ser encontradas na presenca de matrizes distintas entre si, o que
gera um desafio maior quanto a caracterizacdo e quantificacdo dessas substancias. Além
disso, muitas das amostras analisadas possuem isdmeros, o que reforca a importancia de
se confirmar a estrutura pelas analises de RMN. Nesse trabalho, foram analisadas
dezessete amostras de NSP e os experimentos de RMN de H, *C, 3C -DEPT-135, H-
13C HSQC, H-13C HMBC e 'H-'H COSY foram realizados para se confirmar a estrutura

das amostras analisadas e para selecionar os sinais utilizados na quantificacéo.

Como mostra a figura 9, as fenetilaminas lideram o nimero de apreensdes entre
as amostras que foram analisadas. Esse resultado ja era esperado, pois, como mencionado
na secdo 1.3, essa é a classe de substancias mais apreendida no Brasil nos Gltimos anos.
Ja as catinonas sintéticas, como a Etilona, e as triptaminas, como 4-HO-MIiPT, estdo em

igual quantidade.
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CLASSIFICACAO NPS

Catinona
sintética
25%

Fenetilamina
50%

Triptamina
25%

Figura 9 Relacdo de amostras analisadas de acordo com as classificagfes das NSP apreendidas

(Fenetilaminas, Triptaminas e Catinonas sintéticas).

A pureza das NPS, bem como os valores de CV, obtidos pelas analises de RMNq
de 'H estdo apresentadas na tabela 9. Os resultados mostram que todas as analises
realizadas possuem um CV dentro da margem de aceitacdo (10%). A amostra 5-MeO-
MIPT possui 0 maior CV de 2,67%, que ao se comparar com 0s outros resultados, como
0 da amostra 5-MAPB que apresenta CV de 0,09%, foi um resultado relativamente alto.
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Tabela 9 Valores de purezas das NPS, coeficientes de variacdo, massa média utilizada e

sinais utilizados na quantificagéo.

Pureza média Massa média Sinal

Amostras (%) CV (%) (mg) quantificado
2-FA 83,61 1,07 10,53 3,00 ppm — CH>
4-FA 99,59 1,13 10,54 2,93 ppm — CH>
2-MAPB 97,28 1,22 10,59 6,77 ppm - CH
5-MAPB 1 95,16 1,07 10,75 7,25 ppm - CH
5-MAPB 2 95,16 0,21 10,87 7,25 ppm - CH
4-HO-MIPT 87,78 0,62 10,46 2,84 ppm - CH3
4-CMC 99,37 1,15 10,53 1,62 ppm - CH3
DOC 97,77 2,11 11,02 2,90 ppm - CH;
25B-NBOMe 99,8 1,83 10,27 3,24 ppm - CH>
4-FMC 98,94 0,79 10,65 1,62 ppm - CH3
5-MeO-MiPT 96,86 2,67 10,87 2,80 ppm - CHs

5-MeO-

MiPT-+Etilona 98,68 1,35 10,44 2,80 ppm - CH3
Etilona 99,51 0,32 10,74 6,13 ppm - CH:
4-CMC” 92,76 0,44 10,59 1,62 ppm - CH3
Etilfenidato 99,98 1,26 10,59 1,17 ppm - CHs
4-HO-MIiPT" 87,42 0,98 10,72 2,84 ppm - CHs

*Substancias referentes a lotes distintos

A partir do teste de estabilidade foi possivel concluir que as amostras analisadas

se mostraram estaveis dentro de um periodo de 48 horas, com excecdo da amostra 25B-

NBOMe, a qual se manteve estavel por 24 horas (Tabela 10).
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Tabela 10 Tabela de estabilidade com valores de pureza calculado no periodo de 48 horas e
respectivos desvios padrdo

Amostra Estabilidade Pureza média (%) Desvio padréo (s)
Oh 83,91
2-FA 24h 83,90 0,022
48h 83,95
Oh 99,77
4-FA 24h 99,68 0,078
48h 99,58
Oh 96,36
2-MAPB 24h 96,58 0,096
48h 96,54
Oh 97,60
5-MAPB 24h 96,53 0,48
48h 96,61
Oh 87,35
4-HO-MIPT (MeQOD) 24h 87,95 0,55
48h 88,70
Oh 94,37
DOC 24h 94,61 0,11
48h 94,59
Oh 99,80
25B-NBOMe 24h 99,19 0,30
48h -
Oh 100,10
4-FMC 24h 99,97 0,22
48h 100,49
Oh 96,59
5-MeO-MiPT 24h 95,88 0,39
48h 95,68
Oh 92,14
4-CMC 24h 91,32 0,34
48h 91,72
Oh 99,92
Etilfenidato 24h 100,48 0,36
48h 99,61
Oh 99,04
Etilona 24h 99,56 0,25
48h 99,02

Além da estabilidade, os valores dos limites de deteccdo e quantificacdo estdo

expressos na tabela 11 abaixo.
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Tabela 11 Valores dos limites de deteccédo e quantificacdo para as amostras de NSP.

Limite de Limite de Relacéio
Amostras NSP Deteccdo Quantificacdo . ;
Sinal/Ruido
(mg/ml) (mg/ml)
2-FA 0,02 0,07 5402,70
4-FA 0,02 0,06 7503,32
2-MAPB 0,03 0,08 5223,45
5-MAPB -1 0,03 0,08 5737,22
5-MAPB - 2 0,03 0,09 5032,69
4-HO-MIiPT 0,02 0,01 10507,68
4-CMC 0,02 0,07 6422,56
DOC 0,07 0,21 2120,89
25B-NBOMe 0,16 0,47 4301,35
4-FMC 0,02 0,07 6001,47
5-MeO-MiPT 0,02 0,05 837191
5-MeO-
MiPT+Etilona 0,02 0,05 9129,54
Etilona 0,05 0,15 3073,34
4-CMC” 0,02 0,06 6495,03
Etilfenidato 0,02 0,06 7121,79
4-HO-MIPT 0,01 0,03 7438,15

O maior valor de limite de quantificacdo é relativo a substancia 25B-NBOMe.
Para a quantificagdo dessa substancia, foi utilizado um sinal com multiplicidade igual a
um tripleto e integral referente a 2 hidrogénios. Assim, como ja mencionado no caso das
amostras do exercicio da UNODC, a area esta distribuida entre os trés picos do tripleto,
entdo, a relacdo sinal/ruido serd menor e, consequentemente, 0 erro na integracdo e o

limite serdo maiores

A fim de avaliar a seletividade nas amostras, foram analisadas as amostras
solubilizadas em agua juntamente com o0s possiveis adulterantes encontrados sendo eles
cafeina, procaina, sacarose e aminopirina. Os espectros estdo dispostos no anexo I, onde
é possivel confirmar a seletividade para todas as amostras a partir da ndo sobreposi¢édo
dos sinais referentes aos adulterantes e o sinal utilizado para a quantificagao, o que garante

que o sinal integrado é relativo somente ao analito.
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5.3 Incerteza do método

A incerteza foi calculada a partir das amostras de controle (amostra de AM e DMS
em D20) para verificar a resposta do método, ja que 0s mesmos parametros de aquisi¢ao
séo aplicados a essas amostras. Para melhor preciséo dos valores, foram utilizados um
total de seis solugdes de controle e calculado as incertezas padréo individuais de cada
fonte de incerteza. A partir do diagrama de Ishikawa é possivel identificar tais fatores

contribuintes para a incerteza na medida® (Figura 10)

Sinal 4rea Massa Molar Massa gravimética Massa gravimétrica
do analito Analito amostra solvente

certificado de certificado de
Massa atdmica callbracao callbracao
—
Pureza
" analito
Cer‘tflflc‘adt? da i certificado de certificado de
referéncia Massa atbémica calibracdo callbracao
—_— —_— —_—

Sinal area Pureza da Massa molar Massa gravimética  Massa gravimétrica Analista
referéncia referéncia referéncia referéncia solvente referéncia

Repetitividade

Figura 10 Diagrama de Ishikawa fundamentado na equacéo 6 para determinar as fontes de
incertezas.

A tabela 12 contém informacdes sobre as purezas calculadas de cada controle
realizado, bem como a média dos valores obtidos, desvio padrdo e CV. A partir dos
resultados, pdde-se observar que o desvio padrdo e o CV apresentam valores altos de
aproximadamente 2,00, isso pode ser atribuido ao fato de ter sido encontrado um valor
andmalo em relacdo aos demais. O controle 6 possui um valor de pureza igual a 104,70%,
valor este muito distinto dos demais. Por esse motivo, foi realizado um Teste Q (Teste de
Dixon) para avaliar se este valor € um outlier, visto que o teste rejeita valores com base
na amplitude das medidas®*. Sera rejeitado o valor que possuir 0 Qcalculado (Calculado a
partir da equacdo 8) maior que 0 Qcritico @ UM nivel de 95% e total de observaces igual a
6 (Qcritico 95% = 0,625).

|Valor suspeito-Valor mais proximol|

Eq.8
|[Maior valor-Menos valor| (Eq.8)
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Tabela 12 Valores de pureza de cada amostra controle para 0 DMS, pureza média, desvio
padrdo e coeficiente de variagéo.

Controles Purezas
Controle 1 98,88
Controle 2 99,19
Controle 3 99,27
Controle 4 99,70
Controle 5 100,24
Controle 6 104,70
Média 100,33
s 2,00
CV (%) 1,99

Dessa maneira, foi encontrado um valor para Qcaiculado igual a 0,766. Assim,
Qcalculado = 0,766 > Qcritico = 0,625, logo, o0 valor suspeito deve ser rejeitado e a tabela 13
indica 0s novos resultados para a média, desvio padrdo e CV, sendo os dois Gltimos

apresentando valores muito inferiores aos resultados antes da rejeicao.

Tabela 13 Valores de pureza de cada amostra controle para 0 DMS, pureza média, desvio
padrdo e coeficiente de variacdo apos teste Q.

Controles Purezas
Controle 1 98,88
Controle 2 99,19
Controle 3 99,27
Controle 4 99,70
Controle 5 100,24
Média 99,46
3 0,24
CV (%) 0,24

Para a avaliacdo da incerteza expandida (U(x)), foram calculados separadamente
as incertezas padrdo associadas e suas contribuicdes (Tabela 14), excluindo o valor
rejeitado pelo teste. As incertezas estdo na sua forma expandidas (U(x)) e, por isso, devem
ser divididas por um fator de abrangéncia k, para serem obtidas as incertezas padréo
(u(x))*®. Desta maneira, percebe-se que a maior contribuigdo é da repetitividade, que esta
relacionada com o preparo de amostra, a quantidade de replicatas e suas respectivas
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purezas calculadas (no caso, 6) com contribuicdo de 87,68%. Outro fator que € relevante
é a incerteza na medida das massas gravimétricas atribuida a incerteza da balanca e a
pureza da referéncia, com contribuicdo de 3,97%. Os demais fatores possuem baixa
contribuicdo, sendo muito pouco significantes para a incerteza expandida (U(x)) da

medida.

Tabela 14 Tabela de incertezas de cada fator e suas respectivas contribuicdes para a incerteza
da medida.

Incerteza Divisor Incerteza Padrao Contribuigcdo
AM/DMS expandida (k) (u(x)) (%)
(U(x))

Média massa analito 0,010 2,00 0,0050 3,97
Média massa

padrio 0,010 2,00 0,0050 3,98

Massa Molar analito 0,020 1,73 0,012 0,29

Massa Molar padrao 0,0050 1,73 0,0030 0,01

Pureza padrao 0,00090 2,00 0,00045 3,97

Area 0,00065 2,45 0,00027 0,10

Repetitividade 0,47 2,24 0,21 87,68

A Equacdo 9 é utilizada para o célculo da incerteza padrdo combinada (u), descrita
como a raiz da soma dos quadrados das incertezas padrdo (u(x)) de cada fator, que €

baseada no artigo de Malz (2005)8.

u(u/lRef))2 (u(M,r))2 (M(MREf))Z (u(mx))z (u(mReo)2 (u(PM))2
P) =P, + + + + +
HOE) \/( I/ I My Mz s x MRef Prer

(Eq. 9)

onde, o primeiro termo, Iy/lref, € relacionado a razdo das areas relativas da amostra (x) e
da referéncia (ref), sequindo por M referente a massa molar de seus respectivos, massa

gravimétrica (m) e pureza certificada da referéncia (Prer), tabela 15.

Tabela 15 Incertezas e siglas utilizadas para os termos contidos na Equagéo 8.

Incertezas Sigla
razdo da média das areas relativas U(lx/Iref)
Massa molar da amostra u(My)
Massa molar da referéncia U(Mef)
Massa gravimétrica da amostra u(my)
Massa gravimétrica da referéncia u(mres)
Pureza da referéncia U(Pref)
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A incerteza (U(x)) relacionada as massas gravimétricas do analito e da referéncia
foi adquirida a partir do certificado de calibragdo da balanga, assim como a incerteza da
pureza da referéncia foi obtida a partir do certificado do padrdo. A massa molar foi
calculada pelo programa Molar Mass Calculator® a partir da incerteza das massas
atdbmicas. A incerteza individual da area foi calculada a partir do desvio padrdo da razéo
da &rea do analito e da &rea da referéncia, e da repetitividade, o desvio das purezas
calculadas.

Sabendo de todas as incertezas associadas individuais e seus respectivos valores
(x), de acordo com a Equacdo 10, é facilmente encontrada a incerteza padrdo combinada
simbolizada por 1. Para determinar a incerteza do método € necessario calcular a incerteza
expandida (U(x)), que envolve a incerteza padrdo combinada (p), a média da pureza

calculada (Px) e o fator de abrangéncia (k=2). Os valores estdo apresentados na tabela 16.

U(X) = IJ-PXKQS% (Eq 10)

Tabela 16 Valores de incerteza padrdo combinada, pureza e fator de abrangéncia par ao célculo
da incerteza expandida do método.

3 Fator de abrangéncia
Incerte.za padréo Média da Pureza (%) k g
combinada (p) (kos%)
0,0022 99,46 2,00

Assim, a incerteza expandida (U(x)) € igual a 0,44% (99,46 + 0,44%), resultado
satisfatorio e aceitavel para ser considerado um metodo com boa precisdo e baixa
incerteza nos resultados de acordo com as especificagdes do POP fornecido pelo
SEPLAB/PF.

Para o trabalho, ndo foi necessario avaliar algumas figuras de mérito como
linearidade, robustez e exatiddo, pois a validacdo do método por padréo interno ja foi
realizada no trabalho de Almeida (2016)%?, que foi integrante do grupo de LRMN da UnB,
logo, foi feita a aplicacdo do método as amostras trabalhadas. Em seu trabalho, foram
validados dois métodos de quantificagdo, um por GC-FID e outro por *H RMN, em que
foram avaliadas as figuras de mérito linearidade, precisdo, exatiddo, robustez,

seletividade, limites de deteccdo e quantificacdo e estimativa da incerteza da medicéo.
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Com destaque para o desenvolvimento do método de *H-gRMN, foi validado um sistema
contendo dois padrdes certificados, DMS e AM, e um padrdo de MDMA.HCI, o qual foi
obtido 6timos resultados. Apos a validacdo do método, a incerteza na medicdo foi
extrapolada para as amostras reais para a quantificacdo de MDMA em comprimidos de
ecstasy. Foram analisados um total de 39 lotes distintos apreendidos entre 2011 e 2013

para o desenvolvimento do trabalho.

5.4 Caracterizagao e identificagédo de sinais das amostras de NSP
54.1 Triptaminas

As triptaminas sdo NSP que possuem um anel ind6lico e um grupo amina em sua
estrutura. Nessa classe de substancias, foram analisadas as moléculas 4-HO-MiPT e 5-
MeO-MiPT. Os espectros de cada uma dessas NSP, bem como a atribui¢do completa dos

sinais estao apresentados no anexo F.

5.4.1.1 4-hidroxi-N-metil-N-isopropiltriptamina (4-HO-MIiPT)

O espectro de RMN de *H da amostra 4-HO-MIiPT esté apresentado na figura 11.
O mesmo foi avaliado quanto a multiplicidade, integral e deslocamento quimico e a
identificacdo dos sinais esta apresentada no espectro.

A analise do espectro confirma a estrutura da amostra analisada. Os sinais A e A’
sdo dois dupletos (deslocamentos em 1,29 ppm e 1,32 ppm) que, por possuirem
deslocamentos quimicos muito proximos, se sobrepde. Estes sinais sdo referentes as duas
metilas ligadas ao carbono E com integral igual a trés hidrogénios cada. Dessa forma,
cada metila tem como vizinho o hidrogénio E, possuindo multiplicidade resultante igual
aum dupleto. O sinal B é um simpleto com deslocamento quimico em 2,84 ppm referente
a metila ligada a amina, que desblinda o sinal que normalmente possuiria deslocamento
entre 0,5 a 1,5 ppm. Por ndo possuir nenhum hidrogénio vizinho, a multiplicidade é
explicada. O metileno C possui dois hidrogénios quimicamente distintos que, é causado

pelo feito da anisotropia o que resulta em uma preferéncia conformacional por parte
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destes e, por isso, esses hidrogénios assumem ndo possuem 0s mesmos deslocamentos
quimicos, sendo um deles com deslocamento em 3,27 ppm, sobreposto ao hidrogénio do
metileno D, e outro com deslocamento em 3,66 ppm.
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Figura 11. Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 4-HO-MiPT
em metanol-d4 (MeOD) e com adicdo de padréo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras

indicam a atribuigdo dos sinais.

O hidrogénio definido como E na estrutura da figura 11 possui sinal sobreposto
com um dos hidrogénios C. Este sinal possui um valor alto de deslocamento quimico,

pois é desblindado pelo do efeito de eletronegatividade do nitrogénio vizinho.

Os hidrogénios referentes ao anel aromatico encontram-se com deslocamento
quimico menor que o esperado, entre 7,0 e 8,0 ppm, isso pode ser explicado pelo fato de
serem derivados dos triptofanos. S&o observados quatro sinais referentes a esses do anel
indolico, F, G, H e I, sendo o sinal em 6,38 ppm, duplo dupleto, referente ao hidrogénio
H que possui um hidrogénio vizinho na posicao orto (J = 7,70 Hz) e um na posi¢do meta
(J=1,1Hz). Osinal F, em 6,72 ppm, pode ser atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono
da amina secundaria que, por ndo possuir nenhum vizinho, ¢ um simpleto. O sinal em

6,65 ppm correspondente ao hidrogénio I, que também tem multiplicidade igual a um
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duplo dupleto, devido ao acoplamento orto (J = 8,1 Hz) e meta (J = 0,7 Hz), mas por estar
mais proximo do grupo hidroxila é mais desblindado e adquire maior valor de
deslocamento quimico que o hidrogénio H. O sinal em 6,89 ppm corresponde a um
hidrogénio com multiplicidade igual a um tripleto, podendo assim, ser atribuido ao
hidrogénio G, ja que 0 mesmo apresenta dois hidrogénios vizinhos na posi¢éo orto (J =
7,7 Hz). O sinal mais desblindado em 7,02 ppm € correspondente ao hidrogénio néo labil
da hidroxila (fenol) que por estar ligada ao anel aromatico, devido ao efeito de
anisotropia, € mais deslocado que um alcool alifatico. No anexo F, os espectros, na
auséncia de padrao interno, apresentam multiplicidades diferentes das apresentadas no
espectro acima (Figura 11) por causa da interagdo com o acido maléico. O sinal em,
aproximadamente, 5,50 ppm é uma impureza, a qual pode ser atribuida ao acido fumarico,

por a molécula estar na forma de fumarato.

O sinal utilizado para quantificacéo foi o hidrogénio atribuido ao B, por ser o sinal
mais livre de interferentes do espectro. Importante destacar que para a analise da mesma
amostra 4-HO-MiPT em DO, ap6s 48 horas de preparo, foi observado que a sua
coloracdo e odor haviam alterado. Assim, foi realizado um teste de estabilidade. Para isso,
foram preparadas solu¢des em MeOD com adic¢éo de padréo interno e mais duas amostras,
uma em D-O e outra em MeOD, ambas sem padréo interno para averiguar se 0 motivo de
tal mudanca foi causado pelo solvente utilizado ou pela adi¢édo do padréo interno. A partir
de espectros de RMN de *H, as amostras foram submetidas aos mesmos experimentos,
com 0s mesmos parametros, em um periodo de 24, 48 e 72 horas e entdo analisadas quanto

aos sinais, como multiplicidade e integral, e calculada a pureza.

Para a amostra em MeOD e AM, comparando as purezas, pode-se dizer que nao
houve alteragdo significativa, como pode ser observado na tabela 16. Sendo assim, néo
houve degradagéo do material em MeOD no periodo analisado. Quanto as amostras sem
P1, ndo houve alteracdo significativa quanto aos deslocamentos quimicos e multiplicidade
dos sinais. Logo, percebe-se que houve mudanga do material apenas em solucdo de D>O

na presenca de PI.

Tabela 17 Valores de pureza da amostra 4-HO-MiPT durante o teste de estabilidade em um
intervalo de 0, 24, 48 e 72 horas.

0 horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas S
MeOD + AM | 87,42% | 87,35% | 88,95% | 88,70% | 0,0072
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5.4.1.2 5-metoxi-N-metil-N-isopropiltriptamina (5-MeO-MiPT)

Além da substancia 4-HO-MIiPT, também foi analisado o espectro da triptamina
5-MeO-MiPT (5-metoxi-N-metil-N-isopropiltriptamina) (Figura 12 e anexo F). A
estrutura dessa substancia é muito semelhante a estrutura da molécula 4-HO-MiPT, sendo
que a Unica diferenca entre as duas triptaminas analisadas é o grupo funcional ligado ao
anel benzénico, sendo para 0 4-HO-MIiPT um grupo -OH na posicao 4 e para 0 5-MeO-
MiPT um grupo -OCHjs na posicdo 5. Essa diferenga pode ser observada no espectro pela
presenca do sinal F em 3,89 ppm, referente ao sinal da metoxila presente na estrutura da
substancia 5-MeO-MiPT. O sinal utilizado na quantificagdo foi a metila B, simpleto em

2,80 ppm, por ser um sinal ja conhecido, simétrico e com pouco interferente.
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Figura 12 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 5-MeO-MiPT
em D,0 e com adi¢do de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuigao

dos sinais.

Foram analisadas duas amostras de 5-MeO-MiPT, uma delas foi apreendida e
identificada como sendo a substancia 5-MeO-MiPT com presenca de etilona (Figura 13).
Porém, o espectro de RMN de H desse lote ndo apresenta sinais caracteristicos da etilona,
como o metileno dioxi em ~6,10 ppm, apresentado mais detalhado a seguir no item
4.4.2.1. Ao analisar o espectro da figura 13, os sinais da substancia 5-MeO-MiPT foram
identificados.
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Figura 13 Espectros de 'H RMN referente a amostra 5-MeO-MiPT e Etilona, confirmando a
auséncia da substancia Etilona

5.4.2 Catinonas sintéticas

As catinonas sintéticas sdo NSP gue possuem anel aromatico com grupo carbonila
conjugado em uma cadeia alquilica alifatica. Nessa classe de substancias, foram
analisadas as moléculas Etilona polimorfo B, 4-CMC e 4-FMC. Os espectros de cada uma
dessas NSP, bem como a atribui¢cdo completa dos sinais estéo apresentados no anexo G.

5.4.2.1 Etilona

A etilona (N-etil-3,4-metilenodioxicatinona) € uma catinona sintética que pode
apresentar formas polimorficas. Polimorfos sdo estruturas que possuem mesma
composi¢do quimica, porém com estruturas cristalinas diferentes, as quais ndo sao
detectadas em técnicas como cromatografia e RMN em solucéo, uma vez que em solugéo
ndo ha memdria da forma cristalina®’. Mas, com sorte, esses dois polimorfos possiveis,
identificados como 1A e 1B (Figura 14), séo bastante diferentes quanto aos seus habitos
cristalinos, sendo o polimorfo 1A composto por cristais finos e pequenos, e 0 1B com

cristais maiores e largos (Figura 15)34. Porém, essa caracteristica fisica nio é suficiente
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para determinar com seguranca os polimorfos, para isso, existem algumas técnicas

capazes de distingui-los inequivocamente.

1A

Figura 14. Estruturas moleculares dos polimorfos A e B da Etilona®.

Figura 15. Estruturas cristalinas dos polimorfos 1A e 1B da etilona adaptadas de Maheux, C.R,
et Al (2016)*.

Embora pela analise do espectro de RMN de *H em solucéo da etilona ndo seja
possivel distinguir entre os dois polimorfos, é possivel fazer a atribuicdo dos sinais e

identificar a presenca da etilona na amostra apreendida (Figura 16).
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Figura 16 Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto Etilona em
D0 e com adicéo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos

sinais.

Como pode ser observado na figura 16, o espectro de RMN de *H da etilona é um
espectro simples. As duas metilas A (1,35 ppm; J = 7,3 Hz) e B (1,60 ppm; J = 6,9 Hz)
sdo, respectivamente, um tripleto, possuindo dois hidrogénios vizinhos C, e um dupleto,
possuindo um hidrogénio vizinho D. O sinal em 3,15 ppm é caracteristico de dois
hidrogénios geminais quimicamente diferentes (nucleos diasterotopicos), identificado
como sendo os hidrogénios C (J = 7,34 Hz). A multiplicidade se confunde com um duplo
sexteto, mas como os dois hidrogénios ndo séo equivalentes cada hidrogénio, Hc1 e Heo,
possui como vizinho um hidrogénio geminal e os trés hidrogénios referentes a metila,
logo, formam dois duplos quartetos que se sobrepde. O sinal em 5,04 ppm, um quarteto
(J = 6,9 Hz) integrando para 1H ¢ identificado como o hidrogénio D, possuindo a metila
como vizinha e o nitrogénio a duas ligagcdes o que o torna mais desblindado. No anel de
cinco membros tem-se dois hidrogénios geminais E que ndo sdo quimicamente
equivalentes (He1 e He2) e geram sinais acoplados. Entre os hidrogénios aromaticos, tem-
se apenas trés sinais, com integracdo igual a 1H cada, que estdo de acordo com 0s Unicos
sinais aromaticos da molécula. Em 7,02 ppm encontra-se um dupleto (J = 8,1 Hz) e, pela
constante de acoplamento, esse sinal possui um vizinho orto a sua posic¢éo, excluindo-se

a possibilidade de ser o hidrogénio G. Ao analisar os demais sinais, o sinal em 7,46 ppm,
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dupleto com constante de acoplamento igual a 1,8 Hz, sugere um vizinho meta a ele,
elimimando a possibilidade do hidrogénio F. Por fim, o sinal em 7,67 ppm um duplo
dupleto com constantes de acoplamento iguais a 8,1 e 1,8 Hz, o que significa que este
sinal acopla com dois outros hidrogénios, um na posi¢do orto e outro na posicdo meta,
assim, reduzindo as opg¢des ao Unico hidrogénio que acopla nesses termos, o hidrogénio
H. Seguindo esse raciocinio, o sinal em 7,02 ppm se refere ao hidrogénio F e o sinal em
7,46 ppm refere-se ao hidrogénio G.

Além disso, foi possivel calcular a pureza e identificar a presenca de possiveis
interferentes. O sinal utilizado para a quantificagéo foi o metileno dioxi, um duplo dubleto
com deslocamento quimico de 6,13 ppm (J = 2,2 Hz) e integral 2H. Os resultados
mostram que a amostra apreendida é de alta pureza, o espectro ndo apresenta sobreposicao

de sinais, que sdo claros quanto as suas multiplicidades (vide tabela 6, pagina 31).

Para caracterizar o polimorfo que foi apreendido, foram realizados 0s espectros
de RMN de *C no estado solido e de Difracio de Raios-X (Figura 17).

Figura 17 Amostra de Etilona apreendida pela Policia Federal e analisada nesse trabalho.

Para confirmar o polimorfo apreendido, uma analise detalhada do espectro de
RMN de *3C no estado solido usando a técnica de rotagdo no angulo magico foi realizada.
Maheux et. Al (2016)3* mostraram que os sinais do espectro de *3C dos polimorfos da
etilona sdo semelhantes, com pouca diferenca nos deslocamentos quimicos, com exce¢édo
de um sinal em aproximadamente 130 ppm, referente a dois carbonos, em que para o
polimorfo 1A apresentam o mesmo valor de deslocamento quimico e para o polimorfo
1B os mesmos sinais apresentam deslocamento quimicos diferentes (Figura 18). A partir

do espectro de *C-MAS-RMN obtido, observa-se a presenca de dois sinais na regido de
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130 ppm. De acordo com Maheux et. A (2016)%, o espectro da amostra apreendida é do
polimorfo B (Figura 19).

Polimorfo 1B

C2
c1r ¢ cr €2 e
Polimorfo 1A |
|
| .
[ Il /|
180 160 140 12
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Figura 18 Espectros de RMN de *C no estado sélido usando a técnica de rotacdo no angulo

magico dos polimorfos de etilona 1A e 1B. Os asteriscos identificam sinais de impurezas. Figura
adaptada do artigo de Maheux et. Al (2016)%.
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Figura 19 - Espectros de RMN de *C no estado sélido usando a técnica de rotacdo no angulo

magico da amostra de etilona apreendida pela PF. As setas indicam as impurezas das amostras.
O sinal circulado confirma a presenca do polimorfo 1B.

Para confirmar o resultado obtido, também foi utilizada a técnica de difracéo de

raios-X (DRX). Essa técnica identifica compostos cristalinos por meio da analise de
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interacdo entre a rede cristalina e a radiacdo. Quando a amostra interage com a radiacao
é gerada uma difracdo, a qual é coletada no detector. Para se obter o difratograma é feita
uma varredura dessa difracdo a partir da variagio do angulo de inclinagio3*. No caso da
analise de polimorfos, € possivel ver diferenca entre os difratogramas uma vez que, por
possuirem morfologias diferentes, desviam a radiacdo de formas diferentes e dessa
maneira geram resultados diferentes, como mostra a Figura 20. O difratograma obtido
para a amostra de etilona de interesse esta apresentado na Figura 21. A comparagdo do
resultado obtido com os dados da literatura mostram que a amostra analisada possui
difratograma referente ao polimorfo 1B, em que ha& picos intensos e em grande

quantidade.
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Figura 20 Difratogramas dos polimorfos 1A e 1B simulados e medidos. Figura adptada de
Maheux et al (2016) **
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Figura 21 Difratograma da amostra Etilona realizada na CAIQ - 1Q UnB
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Os sinais entre proximos de 8 e 12 graus sdo 0s sinais caracteristicos que déo
claramente a informagao de qual polimorfo se trata. Para o polimorfo 1A esses dois sinais
sdo mais distantes entre si, decorrendo cerca de 10 graus entre um e outro. J& para o
polimorfo 1B esse intervalo de tempo € menor, os dois picos estdo mais proximos,

decorrendo cerca de 5 graus entre eles, confirmando de que se trata do polimorfo B.

5.4.2.2 4-clorometcatinona e 4-fluormetcatinona

Como o proprio nome diz, as substancias 4-clorometcatinona (4-CMC) e 4-
fluormetcatinona (4-FMC) sdo catinonas sintéticas que se diferenciam pela substitui¢ao
do halogénio (Figura 22). As duas moléculas sdo simétricas e, portanto, os hidrogénios

do anel aromatico sdo equivalentes.

| |
___.r"- CH3 ___,f" CH3
Cl X F A

Figura 22- Estruturas moleculares das substancias 4-CMC e 4-FMC, respectivamente, com

identificacdo dos hidrogénios quantificados
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Figura 23 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 4-CMC em

D0 e com adicédo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos

sinais.
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Figura 24 - Estrutura molecular e espectro de RMN de H (600 MHz) do composto 4-FMC em

D0 e com adicédo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos

sinais.
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Os espectros de ambas as substancias sdo simples e com muitas semelhancas
quanto aos valores de deslocamentos quimicos e multiplicidade. O que diferencia 0s
espectros de RMN de 'H das substancias em questdo é, principalmente, a regifo dos
aromaticos, em que os sinais do 4-FMC sdo multipletos (Figura 24). Isso ocorre por que
0 espectro € de segunda ordem e, portanto, os sinais possuem deslocamento quimicos
préximos entre si, causando a distor¢des nas intensidades dos multipletos, como €é o caso
do sinal em 8,08 ppm. Esse sinal pode apresentar tal multiplicidade por causa do
acoplamento com o flUor na posicéo orto a ele. J& para o espectro do 4-CMC (Figura 23),
na mesma regido sao encontrados sinais mais simples, porém também multipletos. Ambos
0s espectros possuem sinais caracteristicos de substituicdo para, obtendo-se uma regido
simétrica na porgcdo aromatica e com hidrogénios quimicamente iguais, porém,
magneticamente diferentes. Isso ocorre por que o hidrogénio E, por exemplo, tem como
vizinho na posi¢do orto o hidrogénio D, mas o hidrogénio E’ tem o hidrogénio D como
vizinho na posicéo para. No espectro de RMN de 3C (anexo G), o carbono ligado ao
flGor na substancia 4-FMC apresenta acoplamento a esse nucleo. Isso porque o flGior € um

nacleo com spin igual a 1/2, logo, pela regra do 2nl + 1, obtém-se um dupleto.

Os sinais utilizados para a quantificacdo foram as metilas do carbono alfa a amina,
que sdo dupletos com deslocamentos quimicos de 1,62 ppm (J = 7,3 Hz para 0 4-CMC e
J=6,9 Hz para 0 4-FMC).

5.4.3 Fenetilaminas

As feniletilaminas sdo NSP que possuem um anel aroméatico monosubstituido com
grupamento amina primaria, podendo haver variagdes quanto as substituicdes da parte
alquil. Nessa classe de substancias, foram analisadas as moléculas 2-FA, 4-FA, 2-MAPB,
5-MAPB, DOC, 25B-NBOMe e etilfenidato. Os espectros de cada uma dessas NSP, bem

como a atribuicdo completa dos sinais estdo apresentados no anexo H.

Dentro da classe das fenetilaminas estdo os isdmeros 4-Fluoroanfetamina (4-FA)
e 2-Fluoroanfetamina (2-FA), moléculas dissubstituidas que diferem entre si na posi¢édo
do atomo fluor, as quais ndo séo diferenciadas pela técnica de espectrometria de massa,

por possuirem a mesma massa molar e mesma fragmentacao (Figura 25).
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Figura 25- Estruturas moleculares das substancias 2-FA e 4-FA, respectivamente

A identificacdo desses isdmeros pode ser facilmente realizada por meio dos
espectros de RMN de 'H (Figura 26 e 27) e também pelos espectros de RMN de *C
(anexo H). Quando a substitui¢do do fldor no anel aromético estd na posicao para, tém-
se uma molécula simétrica e, por isso, um espectro bastante simples com poucos sinais,
mas que também apresenta caracteristicas de um espectro de segunda ordem, com sinais
tipicos de hidrogénios quimicamente equivalentes, mas magneticamente diferentes. Ja a
molécula 2-FA, o fllor esta na posicao orto, o que garante um espectro mais complexo

na regido aromatica, muita sobreposi¢édo de sinais e acoplamento com o fluor.
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Figura 26 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 2-FA em D,O

e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos sinais.
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Figura 27 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 4-FA em D,O

e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuicao dos sinais.

Como era esperado, o espectro de RMN de 'H obtido (anexo H) para o isdmero
4-FA apresenta apenas dois sinais na regido de hidrogénios aromaticos, sendo atribuido
a dois hidrogénios quimicamente equivalentes A ¢ A’ em 7,30 ppm e multiplicidade igual
a um multipleto, integral de 2H. O maior valor de deslocamento quimico é devido ao
efeito indutivo devido a maior eletronegatividade do flior. Os outros dois hidrogénios
equivalentes, B e B’, foram atribuidos ao sinal em 7,13 ppm, multiplicidade igual a um
multipleto e integral de 2H. J& para o isdbmero 2-FA, na mesma regido, encontram-se
quatro sinais para os hidrogénios D, E, G e H que apresentam as multiplicidades iguais a
duplo dupleto, triplo dupleto, triplo dupleto e multipleto, respectivamente. Devido a
sobreposicao de sinais na regido dos hidrogénios aromaticos, os sinais utilizados para a
quantificacdo das amostras foram os sinais referentes as metilas em 1,31 ppm (dupleto,
J=6,6 Hz, 3H).

Outros dois isdmeros estudados foram N,a-dimetil-2-benzofuranetanoamina (2-

MAPB) e N,a-dimetil-5-benzofuranetanoamina (5-MAPB) que diferenciam entre si pela
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posicao da substituicdo (Figura 28). Novamente, a identificacdo desses isbmeros pode ser

facilmente realizada por meio dos espectros de RMN de *H.

E
NH-CH; c
Hsi D V. |“x / “EHE

A

Figura 28- Estrutura molecular das substancias 2-MAPB e 5-MAPB, respectivamente

Os espectros obtidos para ambos isébmeros possuem algumas diferencas, em
particular o sinal dos hidrogénios C que, devido ao efeito de anisotropia, sdo encontrados
na regido entre 3,00 - 3,30 ppm (anexo H e figura 29 e 30). Ao comparar 0S espectros, 0s
sinais referentes ao hidrogénio C, identificado nas figuras 29 e 30, apresentam
multiplicidades diferentes. Para o 2-MAPB, o espectro da Figura 29, espera-se uma
multiplicidade equivalente a um dupleto, mas o observado é um tripleto. I1sso porque 0s
dois hidrogénios, C e C’, possuem deslocamentos tdo proximos que €sses Sinais se
sobrepdem fazendo com que esses sinais se coalescam em um tripleto. Ja para o 5-MAPB,
os dois hidrogénios C sdo diastereotopicos, por isso, 0s sinais apresentam valores de
deslocamento quimico distintos, porém, sinais espelhados (Figura 30). Em ambas as
estruturas, o hidrogénio D integra para 1H e possui multiplicidade igual a um sexteto (J
= 6,6 Hz), pois em ambos 0s casos 0 mesmo acopla com a metila A e dois hidrogénios C.
Além dos sinais dos hidrogénios aromaticos, no isdmero 2-MAPB sdo observados cinco
sinais bem definidos, com multiplicidade bem resolvida, ja no isdmero 5-MAPB apenas
quatro sinais séo observados, com multiplicidades diferentes do 2-MAPB. Um dos sinais
possui integral igual a 2H, o que significa que dois hidrogénios possuem o mesmo
deslocamento quimico devido a uma sobreposicdo de sinais. Para a quantificagdo das
substancias, foram utilizados os sinais referentes as metilas A, em 1,38 ppm (dupleto, J=
6,9 Hz) para 0 2-MAPB e 1,30 ppm (dupleto, J= 6,6 Hz) para o 5-MAPB.
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Figura 29 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 2-MAPB em
D0 e com adicdo de padréo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuigdo dos
sinais.

HOD
Gel
C
F ] G c
] I o MNH
C—— H ‘ B
788 757 755 0 s CHS
f1 (ppm) 6.92 6.88 K
f1 (ppm) T T T T T L A
315 310 305 3.00 295
AM f1 (ppm)
A
D
H E
B ‘||
N | SR
T T T T T T
e T T T 3.60 fl(lss} 3.50 1.35f( %.25
726 724 722 ppm 1 (ppm
Pty ™ o
TSP
aiu 7.|5 7:n e.ls SI.EI 5:5 sl.u 4:5 I 3:5 zl.n 215 zin 1:5 1‘.n njs n‘.n

4.0
f1 (ppm)

Figura 30 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 5-MAPB
em D0 e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuigdo
dos sinais B.
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Por fim, as substancias com estruturas mais complexas foram analisadas (Figura
31) e seus respectivos espectros séo mostrados nas figuras 32 a 34. A atribuicdo completa
dos sinais foi realizada e os dados estdo apresentados no anexo H.

CHa HaC
o ] o-CHe = _aj
NH,, | 0. =0
- MH e
‘ /\‘/ Km L H
B o | i 0 = —
o
Ja Br b L™ |
=
HaC™ 0
HC™

Figura 31 - Estruturas moleculares das substancias DOC (a), 25B-NBOMe (b) e Etilfenidato
(c). As letras em maitsculo indicam os hidrogénios usados para quantificagdo
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Figura 32 Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto DOC em DO
e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos sinais.
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dos sinais.

A
HOD A
H
£ G
IR
VAL WAL WY SR N LU | P ﬂ k
r T . T r 1 T JL.JU_
1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 13
f1 (ppm) T T T T
E 125 1.20 1.15 1.10
f1 (ppm)
° |
AN f
JKelL Am Mel SV JMU U‘F\,
h 3.50 3.45 2.40 315 330 305 200
Jm | ‘IM f1 (ppm) f1 (ppm)
TSP
| )‘u \ 5
_lej h‘b’n\_ﬂ_ 77777 L\r !\\.W, B C
7.’50 7.;5 7.‘35 7.34 7.‘32 7.‘30 7.‘18 n \ A E
f1 (ppm) f1 (ppm | ﬁ M
~ MW b’bh WU - rhw
426 424 422 420 448 4%6 40 35 38
l f1 (ppm) f1 (ppm)
l 1 . JL ll_iAﬁl i A Ak )
75 70 65 6.0 55 50 a5 ?1:0( ) 35 30 25 20 15 10 05 0.0
ppm,

Figura 34 Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto Etilfenidato

em D0 e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicdo
dos sinais.
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A substéncia 4-Cloro-2,5-dimetoxianfetamina (DOC), derivada das anfetaminas
com dois substituintes metoxilas e um cloro na posicéo quatro do anel benzénico possui
um espectro simples e sinais com boa resolucéo, sendo assim, de fécil caracterizagdo e
identificacdo dos hidrogénios (Figura 32). Para a quantificacdo, o sinal utilizado foi o

metileno B (J = 6,9 Hz), dupleto, por ser o sinal livre de interferentes.

A molécula 2-(4-bromo-2,5-dimetoxifenil)-N-(2-metoxibenzil)etanamina (25B-
NBOMe) ¢ uma molécula maior do que as demais trabalhadas, com dois anéis benzénicos,
um grupamento amino, trés grupos metoxi e um atomo de bromo na posicao 4. Algumas
impurezas sdo encontradas no espectro. Apesar disso, o espectro (Figura 33 e anexo H) é
bem simples e apresenta trés simpletos caracteristicos das metoxilas na regido de
deslocamento quimico de 3,5 a 4,0 ppm, além dos metilenos entre 2,8 a 4,3 ppm e 0s
aromaticos na regido de 6,9 a 7,5 ppm. O sinal utilizado na quantificacdo foi o metileno
B, um tripleto (J = 6,9 Hz) em 3,24 ppm e integral de 2H (Figura 33).

Para completar a classe das fenetilaminas, o etilfenidato (etil fenil(piperidin-2-il)
acetato) € uma substancia semelhante a ritalina (metilfenidato), com anel benzénico e um
grupo éster, além da amina secundaria. O espectro da figura 34 possui muitos sinais
sobrepostos, o que dificulta a caracterizacdo inicial, necessitando de experimentos
bidimensionais para a identificacdo completa. A atribuicdo completa dos sinais esta
apresentada no anexo H. O sinal quantificado foi o referente a metila A, um tripleto (J =

6,9 Hz) e deslocamento quimico de 1,17 ppm.
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6 CONCLUSAO

A quantificacdo por RMNq de 'H a partir da metodologia de padrdo interno
mostrou-se adequada para fins forenses. O método apresenta bons resultados para a
precisdo, a partir do coeficiente de variacdo das amostras e a incerteza do método
calculada, em que foram obtidos valores abaixo de 2% e 0,45%, respectivamente,
concluindo-se que o método é adequado para a quantificacdo com padréo interno. A partir
dos resultados encontrados para as amostras dos exercicios da UNODC, os quais
possuiram boa concordancia entre os valores calculados e as referéncias fornecidas pelo
6rgdo, pbde-se perceber uma boa exatiddo do método. O teste t pareado atestou a
equivaléncia estatistica entre os dados analisados e fornecidos como referéncia, a partir
da aceitagdo da hipotese nula (Ho: p = 0), comprovando a adequagao dos resultados. Além
disso, esses resultados foram Uteis para comprovar a adequacdo da aplicagcdo do método
as substancias ilicitas que pdde ser estendida a pesquisa para a quantificacdo das amostras
de NSP. O desenvolvimento de métodos de quantificacdo de NSP ¢ bastante desafiador,
levando em conta a diversidade de substancias existente e a diversidade das matrizes que
muitas sdo complexas. A partir da incerteza calculada também é possivel avaliar que 0 0
método desenvolvido pode ser aplicado para a analise de dezessete amostras de NSP
apreendidas pela Policia Federal com resultados que atendem aos indicadores de
qualidade do SEPLAB/INC.

A partir da quantificagdo das amostras de NSPs, foram encontrados baixos
coeficientes de variacdo, resultados abaixo de 3%, mais uma vez sugerindo boa precisdo
do método. Esse resultado esta em concordancia com os dados encontrados na literatura
As amostras de NSP se mostraram estaveis em solugé@o por de um periodo de 48 horas,
ndo havendo diferenca significativa entre as purezas calculadas. O método se mostrou
seletivo para tais amostras, podendo ser confirmado pela ndo sobreposicdo dos sinais
escolhidos para a quantificacdo com os sinais dos possiveis adulterantes. Também foram
calculados os limites de deteccéo e quantificagdo para cada amostra a partir da relagéo

sinal/ruido.

No presente trabalho também foi possivel confirmar a estrutura das dezessete
amostras de NSP por meio da atribuigdo inequivoca de todos os sinais dos espectros de
RMN monodimensionais de *H e *C e dos espectros bidimensionais *H-H COSY, H-

13C HSQC, H-3C HMBC. A partir das analises qualitativas e quantitativas dessas
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amostras, foi observada a concordancia entre os resultados obtidos com os laudos da
Pericia da Policia Federal. Assim, foi possivel auxiliar a pericia da Policia Federal em
acoes em andamento, bem como ajudar na formacéo de banco de dados, uma vez que as
amostras de NSP analisadas encontraram-se com alto grau de pureza, podendo se tornar
amostras de referéncia para futuras analises, bem como na analise de elaboracdo de rota
de tréfico, a partir do perfil quimico da substancia, como por exemplo presenga de
adulterantes encontrados nas amostras apreendidas e grau de pureza.

A identificacdo e caracterizacdo das Novas Substancias Psicoativas por RMN ja sao
bem descritas pela literatura, sendo uma técnica bastante difundida para esta finalidade.
Jaaanélise quantitativa por RMN, ou RMN(q, a quantidade de trabalhos publicados é bem
diminuta, sendo, em sua maioria, utilizando técnicas de cromatografica, CG-MS, LC-MS
e HPLC. As amostras encontradas na literatura estdo, comumente, em solucdes com
CDCl3 e MeOD, mas amostras como 2-FA, 4-FA, 4-FMC e 4-CMC s&o encontradas em

D20, mesmo solvente utilizado na maioria das amostras analisadas.
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ANEXO A

Espectros das amostras do programa ICE da UNODC

1. Exercicio 2/2015

1.1 SM2 - Nimetazepam
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f1 (ppm)

W’L’WILU'U JMML wﬂ_,'u’\h _JLMMMM melm

T T T T T
8.0 79 7.8 77 7.6 40 39 38 37 36 35 34 33 32
f1 (ppm) f1 (ppm)

o==

Figura 35. Espectro de RMN de *H (600 MHz) da amostra Nimetazepam (cédigo SM2) do
exercicio 2/2015 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na
quantificagdo do analito.
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1.2 SM3 - Cetamina

HOD
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Figura 36 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) da amostra Cetamina (codigo SM3) do exercicio
2/2015 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificagdo
do analito

1.3 SM4 — Anfetamina
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Figura 37 - Espectro de RMN de H (600 MHz) da amostra Anfetamina (cédigo SM4) do
exercicio 2/2015 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na

quantificagéo do analito
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ANEXO B

2. Exercicio 1/2016
2.1 SM1 - Cocaina
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Figura 38 - Espectro de RMN de *H (600 MHz) da amostra Cocaina (codigo SM1) do exercicio
1/2016 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificacao
do analito

2.2 SM2 - MDMA
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Figura 39 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) da amostra MDMA (c6digo SM2) do exercicio
1/2016 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificacdo
do analito
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2.3 SM3 — Anfetamina
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Figura 40 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) da amostra Anfetamina (cédigo SM3) do
exercicio 1/2016 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na

quantificagdo do analito
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) ANEXOC

3. Exercicio 2/2016
3.1 SM1 - Cocaina
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Figura 41 - Espectro de RMN de *H (600 MHz) da amostra Cocaina (cédigo SM1) do exercicio
2/2016 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificacéo

do analito
3.2. SM2 - JWH-073
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Figura 42 - Espectro de RMN de H (600 MHz) da amostra JWH-073 (c6digo SM2) do exercicio
2/2016 da UNODC em solvente CDCls a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificacao

do analito
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3.3 SM3 — Cetamina
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Figura 43 - Espectro de RMN de H (600 MHz) da amostra Cetamina (c6digo SM3) do exercicio
2/2016 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificacdo
do analito

3.4. SM4 — Heroina
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Figura 44 - Espectro de RMN de H (600 MHz) da amostra Heroina (c6digo SM4) do exercicio
2/2016 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificagdo
do analito
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4. Exercicio 1/2017

4.1. SM1 - MDPV
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Figura 45 - Espectro de RMN de H (600 MHz) da amostra MDPV (cédigo SM1) do exercicio
1/2017 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificacao

do analito
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4.2. SM2 - Cocaina
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Figura 46 - E Espectro de RMN de *H (600 MHz) da amostra Cocaina (c6digo SM2) do exercicio
1/2017 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificagéo
do analito

4.3. SM3 - MDMA
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Figura 47 - Espectro de RMN de H (600 MHz) da amostra MDMA (c6digo SM3) do exercicio
1/2017 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificagéo
do analito
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ANEXO E

5. Exercicio 2/2017
5.1. SM1 - MDPV
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Figura 48 - Espectro de RMN de H (600 MHz) da amostra MDPV (cédigo SM1) do exercicio
2/2017 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na quantificacdo
do analito
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5.2. SM2 — Anfetamina
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Figura 49 - Espectro de RMN de *H (600 MHz) da amostra Anfetamina (cédigo SM2) do
exercicio 2/2017 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na
quantificagdo do analito

5.3. SM3 — Metanfetamina
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Figura 50 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) da amostra Metanfetamina (coédigo SM3) do
exercicio 2/2017 da UNODC em solvente HOD a 25°C. A letra Q indica o sinal utilizado na
quantificagéo do analito
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Figura 51 Estrutura molecular e espectro de RMN de 1H (600 MHz) do composto 5-MeO-MiPT
em D20 e sem adicdo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicao
dos sinais.
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Figura 52 - Estrutura molecular e espectro de RMN de HSQC 'H — 3C (600 MHz) do composto
5-MeO-MiPT em D,0 e com adi¢do de padrao interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam

a atribuicéo dos sinais.

Tabela 18 Tabela de atribuicdo dos sinais da substancia 5-MeO-MiPT

5-MeO-MiPT
6 1H (ppm) Multiplicidade 1H | Integral 1H |6 13C (ppm) | DEPT-135 | Atribuicdo
1,27 dupleto 6H 18,1 CHs A
2,81 simpleto 3H 38,2 CHs B
3,18 tripleto 2H 23,0 CH; D
3,38 simpleto 2H 54,5 CH, C
3,61 septeto 1H 59,2 CH E
3,91 simpleto 3H 59,2 CH3 F
6,97 duplo dupleto 1H 115,1 CH H
7,19 dupleto 1H 103,4 CH J
7,32 simpleto 1H 127,4 CH G
7,47 dupleto 1H 115,1 CH I
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Figura 53 Estrutura molecular e espectro de RMN de 1H (600 MHz) do composto 4-HO-MiPT
em MeOD e sem adi¢do de padrédo interno, adquirido & 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos
sinais.
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Figura 54 - Estrutura molecular e espectro de RMN de **C (600 MHz) do composto 4-HO-MiPT
em MeOD e sem adi¢éo de padréo interno, adquirido & 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos
sinais.

Tabela 19 - Tabela de atribuicdo de sinais da substancia 4-HO-MiPT

4-HO-MiPT
6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | 6 13C (ppm) DEPT-135 Atribuicao
1,29 dupleto 6H 16,7 CHs A*
2,78 simpleto 3H 37,0 CHs B
3,24 tripleto 2H 24,0 CH; C
3,39 tripleto 2H 55,7 CH, D
3,56 septeto 1H 58,3 CH E
6,69 simpleto 1H 137,2 CH F
6,85 duplo dupleto 1H 104,4 CH G
6,89 multipleto 1H 123,8 CH H
7,00 simpleto 1H 123,1 CH |
104,6 Quaternario M
140,8 Quaternario K
152,4 Quaternario L
174,5 Quaternario J

* Foi observado que no espectro contendo padréo interno o sinal foi desdobrado para dois
dupletos. O que pode ser entendido como resultado da interagdo da amostra com o padréo
interno, causando uma restricdo na rotacdo da ligacdo N-CH, gerando distin¢cdo nos

ambientes quimicos das metilas.
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ANEXO G

Catinonas sintéticas
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Figura 55 - Estrutura molecular e espectro de RMN de H (600 MHz) do composto 4-CMC em
D,0 e com adigdo de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos
sinais.
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Figura 56 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *C (600 MHz) do composto 4-CMC em
D0 e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos

sinais.

Tabela 20 - Tabela de atribui¢éo dos sinais da substancia 4-CMC

4-CMC
6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | & 13C (ppm) DEPT-135 | Atribuicao
1,61 dupleto 3H 18,2 CHs A
2,82 simpleto 3H 33,9 CHs B
5,09 quarteto 1H 62,6 CH C
7,63 duplo dupleto 2H 132,5 CH EeE'
7,99 duplo dupleto 2H 133,4 CH DeD'
133,8 quaterndrio F
144,2 guaternario G
199,4 guaternario H
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Figura 57 - Estrutura molecular e espectro de RMN de H (600 MHz) do composto 4-FMC em
D0 e com adigdo de padrédo interno (AM), adquirido a 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos
sinais.
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Figura 58 - Estrutura molecular e espectro de RMN de HSQC *H — 3C (600 MHz) do composto
4-FMC em D;0 e com adi¢do de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a
atribuicdo dos sinais.

Tabela 21 - Tabela de atribui¢éo dos sinais da substancia 4-FMC

4-FMC
6 1H (ppm) Multiplicidade 1H | Integral 1H | 6 13C (ppm) J (Hz) Atribuigao
1,64 dupleto 3H 18,2 7,34 A
2,83 simpleto 3H 33,6 B
5,11 quarteto 1H 62,5 7,34 C
7,36 multipleto 2H 119,4 DeD'
8,11 multipleto 2H 135,1 EekE
131,8 H
169,4 G
199,0 I
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Figura 59 Estrutura molecular e espectro de RMN de H (600 MHz) do composto Etilona em
D,0 e sem adicdo de padrdo interno (AM), adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos
sinais.
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Figura 60 Estrutura molecular e espectro de RMN C (600 MHz) do composto Etilona em D,0O
e sem adicdo de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos

sinais.

Tabela 22 Tabela de atribui¢do dos sinais da substancia Etilona

Etilona
6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | & 13C (ppm) DEPT-135 Atribuicao
1,36 tripleto 3H 13,6 CHs A
1,61 dupleto 3H 18,9 CHs; B
3,12 duplo quarteto 1H 44,2 CH, C
3,22 duplo quarteto 1H 442 CH; C
5,06 quarteto 1H 60,6 CH D
6,15 duplo dupleto 2H 105,5 CH E
7,05 dupleto 1H 111,5 CH F
7,50 dupleto 1H 110,9 CH G
7,71 duplo dupleto 1H 129,4 CH H
129,7 Quaternario I
151,3 Quaternario K
156,4 Quaternario J
198,4 Quaternario L
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Figura 61. Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 2-FA em D,O
e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos sinais.

89



AM

AM

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T d T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80
1 (ppm)

Figura 62. Estrutura molecular e espectro de RMN de **C (600 MHz) do composto 2-FA em D,O
e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos sinais.

Tabela 23. Atribuigdo de sinais da substancia 2-FA em HOD & 25°C.

2-FA
6 1H C e I
(ppm) Multiplicidade 1H | Integral 1H 6 13C (ppm) DEPT-135 Atribuicao
1,31 dupleto 3H 20,4 CHs A
3,00 duplo dupleto 2H 36,5 CH, C
3,68 sexteto 1H 51,1 CH B
Duplo duplo
7,17 dupleto 1H 118,5 CH D
7,21 triplo dupleto 1H 127,7 CH E
7,34 triplo dupleto 1H 132,5 CH G
7,38 multipleto 1H 134,9 CH H
125,6 Quaternario [
163,3 Quaternario J
164,9 Quaternario J
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Figura 63 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 4-FA em DO
e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos sinais.
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Figura 64 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *C (600 MHz) do composto 4-FA em
D0 e com adicdo de padréo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuigdo dos

sinais.

Tabela 24 - Tabela de atribuicdo de sinais da substancia 4-FA

4-FA
6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | 6 13C (ppm) DEPT-135 | Atribuicao
1,31 dupleto 3H 20,4 CHs A
2,93 multipleto 2H 42,2 CH, C
3,62 sexteto 1H 52,1 CH B
7,13 triplo tripleto 2H 118,6 CH DeD'
7,30 multipleto 2H 134,1 CH EeE'
134,8 Quaternario G
164,1 Quaternario H
165,7 Quaternario H
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Figura 65 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 2-MAPB em
D,0 e com adig&o de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuigcdo dos
sinais.
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Figura 66 - Estrutura molecular e espectro de RMN de HSQC editado *H-*C (600 MHz) do
composto 2-MAPB em D,0 e com adi¢do de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras
indicam a atribuicéo dos sinais.

Tabela 25 - Tabela de atribui¢éo dos sinais da substancia 2-MAPB

2-MAPB
6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | & 13C (ppm) DEPT-135 Atribuicdo

1,38 dupleto 3H 17,8 CHs A
2,78 simpleto 3H 32,6 CHs B
3,24 tripleto 2H 34,2 CH; C
3,72 sexteto 1H 56,9 CH D
6,80 simpleto 1H 108,4 CH E
7,56 duplo dupleto 1H 113,8 CH F
7,66 duplo dupleto 1H 123,9 CH I
7,33 triplo dupleto 1H 125,9 CH H
7,38 triplo dupleto 1H 127,1 CH G

131,1 Quaternario K

155,6 Quaternario L

157,7 Quaternario J
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Figura 67 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 5-MAPB em
D0 e com adicédo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos

sinais.
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Figura 68 - Estrutura molecular e espectro de RMN de **C (600 MHz) do composto 5-MAPB em
D0 e com adicédo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos

sinais.

Tabela 26 - Tabela de atribuicdo dos sinais da substancia 5-MAPB

5-MAPB

6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | 6 13C (ppm) DEPT-135 | Atribuicdo
1,30 dupleto 3H 17,8 CHs A
2,72 simpleto 3H 32,9 CHs B
3,00/ 3,16 duplo dupleto 2H 41,6 CH, C
3,57 sexteto 1H 59,8 CH D
6,89 duplo dupleto 1H 109,5 CH F
7,25 duplo dupleto 1H 128,6 CH E
7,57 dupleto 1H 114,6 CH G
7,57 dupleto 1H 125,1 CH G
7,79 dupleto 1H 149,3 CH H
130,9 Quaternario J
133,2 Quaternario I
156,9 Quaternario K
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Figura 69 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto DOC em DO
e com adicdo de padrdo interno (AM) adquirido & 25°C. As letras indicam a atribuicao dos sinais.
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Figura 70 - Estrutura molecular e espectro de RMN de HSQC editado *H — **C (600 MHz) do
composto DOC em D,0 e com adicdo de padrao interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam
a atribuicdo dos sinais.

Tabela 27 - Tabela de atribuicdo de sinais da substancia DOC

DOC
6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | 6 13C (ppm) | DEPT-135 | Atribuicdo
1,32 dupleto 3H 20,3 CHs A
2,93 dupleto 2H 37,3 CH, B
3,67 sexteto 1H 50,7 CH C
3,83 simpleto 3H 59,2 CHs D
3,88 simpleto 3H 59,2 CHs E
7,00 simpleto 1H 119,2 CH G
7,15 simpleto 1H 116,3 CH F
123,8 guaterndrio H
126,7 guaterndrio J
151,2 guaternario K
154,8 guaterndrio I
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Figura 71 - Estrutura molecular e espectro de RMN de H (600 MHz) do composto Etilfenidato
em D,0 e com adi¢do de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuigdo
dos sinais.
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Figura 72 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *C (600 MHz) do composto Etilfenidato
em D,0 e com adigédo de padrdo interno (AM) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuigdo

dos sinais.

Tabela 28 - Tabela de atribuicdo de sinais da substancia Etilfenidato

Etilfenidato
6 1H (ppm) | Multiplicidade 1H | Integral 1H | 6 13C (ppm) | DEPT-135 | Atribuigdo

1,17 tripleto 3H 16,0 CHs A
1,41 multipleto 1H 29,2 CH; H
1,47 multipleto 1H 24,3 CH, E
1,63 multipleto 2H 24,8/29,2 CH> GeH
1,80 multipleto 1H 24,3 CH E
1,88 multipleto 1H 24,8 CH, G
3,08 triplo dupleto 1H 48,6 CH F
3,47 duplo quinteto 1H 48,6 CH F
3,82 multipleto 1H 60,7 CH D
3,99 dupleto 1H 56,6 CH C
4,22 multipleto 2H 66,0 CH, B
7,33 multipleto 2H 131,6 CH leM
7,45 multipleto 1H 131,8 CH K
7,45 multipleto 2H 132,4 CH Jel

136,3 guaternario P

175,7 quaterndrio R
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Figura 73 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 25N-NBOMe
em CDCls e com adic¢do de padrao interno (DMS) adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicao
dos sinais.
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Figura 74 - Estrutura molecular e espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 25B-NBOMe
em CDClI; e sem adicdo de padrdo interno adquirido a 25°C. As letras indicam a atribui¢do dos

Sinais.
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Figura 75 - Estrutura molecular e espectro de RMN de **C (600 MHz) do composto 25B-NBOMe
em CDClI; e sem adicdo de padrdo interno, adquirido a 25°C. As letras indicam a atribuicdo dos

sinais.
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Tabela 29 - Tabela de atribuicdo dos sinais da substancia 25B-NBOMe

25B-NBOMe
6 1H (ppm) Multiplicidade 1H | Integral 1H | 6 13C (ppm) | DEPT-135 | Atribuigao
3,09 multipleto 4H 27,9 CH, A
3,09 multipleto 4H 45,0 CH; A
4,13 simpleto 2H 46,5 CH, E
3,76 simpleto 3H 55,5 CHs C
3,63 simpleto 3H 55,9 CHs B
3,84 simpleto 3H 57,1 CHs D
110,1 Quaternario R
6,84 dupleto 1H 110,5 CH K
6,87 simpleto 1H 115,3 CH G
6,96 simpleto 1H 115,9 I
118,4 Quaternario M
6,93 tripleto 1H 121,0 CH H
124,9 Quaternario P
7,31 tripleto 1H 131,1 CH J
7,40 dupleto 1H 132,1 CH F
150,1 Quaternario S
151,7 Quaternario Q
157,7 Quaternario L
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Figura 76 Estudo de seletividade do método para a substancia 2-FA. Espectros de RMN de 1H
(600 MHz) do composto 2FA e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose, procaina,
cafeina em HOD a 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do composto.
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Figura 77 Estudo de seletividade do método para a substancia 2-MAPB. Espectros de RMN de
1H (600 MHz) do composto 2-MAPB e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose,
procaina, cafeina em HOD a 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do
composto
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Figura 78 Estudo de seletividade do método para a substancia 4-CMC. Espectros de RMN de 1H
(600 MHz) do composto 4-CMC e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose, procaina,
cafeina em HOD a 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do composto
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Figura 79 Estudo de seletividade do método para a substancia 4-FA. Espectros de RMN de 1H
(600 MHz) do composto 4-FA e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose, procaina,
cafeina em HOD a 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do composto
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Figure 49 Estudo de seletividade do método para a substancia 4-FMC. Espectros de RMN de H
(600 MHz) do composto 4-FMC e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose, procaina,
cafeina em HOD a 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do composto
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Figura 80 Estudo de seletividade do método para a substancia 4-HO-MIiPT. Espectros de RMN
de *H (600 MHz) do composto 4-HO-MiPT e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose,
procaina, cafeina em HOD & 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do

composto
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Figura 81 Estudo de seletividade do método para a substancia 5-MAPB. Espectros de RMN de
H (600 MHz) do composto 5-MAPB e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose,
procaina, cafeina em HOD & 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do
composto
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Figura 82 Estudo de seletividade do método para a substancia5-MeO-MiPT. Espectros de RMN
de 1H (600 MHz) do composto 5-MeO-MiPT e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose,
procaina, cafeina em HOD & 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do

composto
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Figura 83 Estudo de seletividade do método para a substancia DOC. Espectros de RMN de H
(600 MHz) do composto DOC e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose, procaina,
cafeina em HOD a 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do composto
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Figura 84 Estudo de seletividade do método para a substancia Etilfenidato. Espectros de RMN
de 'H (600 MHz) do composto Etilfenidato e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose,
procaina, cafeina em HOD a 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificacdo do

composto
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Figura 85 Estudo de seletividade do método para a substancia Etilona. Espectros de RMN de *H
(600 MHz) do composto Etilona e dos possiveis interferentes aminopirina, sacarose, procaina,

cafeinaem HOD & 25°C. A seta indica o sinal utilizado para a quantificagdo do composto
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