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RESUMO

Relatérios mundiais apontam para o crescimento do consumo e apreensao de drogas
sintéticas, sendo as do tipo ecstasy, destaque no mercado brasileiro. Rotas sintéticas
variadas com emprego de diferentes produtos quimicos tém sido observadas nos
laboratérios clandestinos desmantelados. No Brasil, quantidades crescentes de
ecstasy vém sendo apreendidas. Entre os anos de 2018 a 2020 ao menos oito
laboratorios clandestinos foram desmantelados no territério brasileiro com maior
concentracao de ocorréncias nos estados do sul do pais. Os residuos de precursores,
intermediarios e impurezas de sintese, compdem o perfil quimico dos comprimidos do
tipo ecstasy, e trazem informagdes sobre o processo de fabricagdo. Determinar o perfil
das impurezas nos comprimidos de ecstasy pode contribuir para potencial vinculagéo
de origem e rota de sintese entre diferentes apreensbdes, bem como estabelecer
conexdes entre laboratorios clandestinos. O trabalho teve como objetivo desenvolver
e validar a metodologia utilizada na Policia Cientifica de Santa Catarina, em Joinville,
para identificagdo do perfil quimico dos comprimidos apreendidos como ecstasy
(MDMA e MDA). Para as analises cromatograficas foi utilizado equipamento de
cromatografia gasosa 7890A (Agilent®), sendo avaliada a temperatura de injegao,
temperatura de linha de transferéncia, temperatura de fonte de ions, vazao do SPLIT
e a rampa de temperatura. Para o preparo da amostra foi realizada uma LLE, sendo
testadas as variaveis: solvente de extragao, tempo de agitagao, pH da solugéo tampao
e massa do comprimido. O método foi validado com base nos guias da ANVISA,
UNODC e SWGTOX, e assim, os parametros de precisao, seletividade, carryover e
estabilidade foram definidos. Por fim, o método foi aplicado em comprimidos tipo
ecstasy provenientes da casuistica do laboratério. O melhor perfil de cromatograma
foi obtido com uma rampa de 50°C por 2 min, 10°C/min até 290°C e 290°C por 4 min,
com um tempo total de corrida de 38min. O preparo da amostra definido foi de 50 mg
do comprimido triturado, adicionado de 1 mL do tampao carbonato 0,1M pH 12.5,
agitacdo durante 1 min, 1mL de acetato de etila, agitagdo por mais 1 min,
centrifugagcédo a 4000 rpm durante 4 min e o sobrenadante é injetado no GC-MS. O
método se mostrou preciso (com valores de coeficiente de correlagdo inferior a 15%),
seletivo (sem picos interferentes ao analisar excipientes), sem efeito residual
(carryover) e as amostras foram estaveis por 15 dias apos a trituracdo. A metodologia
foi testada em casos reais envolvendo comprimidos com o0 mesmo desenho, 3 deles
obtiveram o mesmo perfil e 2 deles eram divergentes, contribuindo para a hip6tese de
vinculagdo de origem de fabricacdo. O perfil cromatografico obtido ao final da
metodologia proposta apresentou mais informacdées relacionadas ao perfil quimico em
comparacao ao atual método implementado na rotina do laboratério, de forma a
acrescentar informagdes sobre a composigao e rota de sintese dos comprimidos
apreendidos, e assim, contribuir para auxiliar na inteligéncia policial no estudo de rotas
de trafico dessas substancias.

Palavras-chave: Trafico de Drogas; GC-MS; MDMA; MDA.



ABSTRACT

Worldwide reports point to the growth in the consumption and seizure of synthetic
drugs, with the ecstasy type being the highlight in the Brazilian market. Varied synthetic
routes using different chemicals were observed in dismantled clandestine laboratories.
In Brazil, increasing quantities of ecstasy have been seized. Between 2018 and 2020,
at least eight clandestine laboratories were dismantled in Brazilian territory, with the
highest concentration of incidents in the southern states of the country. The residues
of precursors, intermediates and synthetic impurities, make up the chemical profile of
ecstasy tablets, and provide information about the manufacturing process. Determining
the profile of impurities in ecstasy tablets can contribute to a potential link of origin and
route of properties between different seizures, as well as establishing connections
between clandestine laboratories. The aim of the work was to develop and validate the
methodology used by the Scientific Police of Santa Catarina, in Joinville, to identify the
chemical profile of pills seized as ecstasy (MDMA and MDA). For chromatographic
analysis, 7890A gas chromatography equipment (Agilent®) was used, and the injection
temperature, transfer line temperature, ion source temperature, SPLIT flow rate and
temperature ramp were evaluated. To prepare the sample, an LLE was carried out,
testing the variables: extraction solvent, stirring time, pH of the buffer solution and
tablet mass. The method was validated based on ANVISA, UNODC and SWGTOX
guidelines, and thus, the precision, selectivity, carryover and stability parameters were
defined. Finally, the method was applied to ecstasy-type tablets from the laboratory
sample. The best chromatogram profile was obtained with a ramp of 50°C for 2 min,
10°C/min to 290°C and 290°C for 4 min, with a total run time of 38min. The defined
sample preparation was 50 mg of the crushed tablet, added with 1 mL of 0.1 M
carbonate buffer pH 12.5, shaking for 1 min, 1 mL of ethyl acetate, shaking for another
1 min, centrifugation at 4000 rpm for 4 min and the supernatant is injected into the GC-
MS. The method proved to be accurate (with correlation coefficient values below 15%),
selective (no interfering peaks when analyzing excipients), no residual effect
(carryover) and the samples were stable for 15 days after crushing. The methodology
was tested in real cases involving tablets with the same design, 3 of them obtained the
same profile and 2 of them were divergent, contributing to the hypothesis of
manufacturing origin linkage. The chromatographic profile obtained at the end of the
proposed methodology presented more information related to the chemical profile in
comparison to the current method implemented in the laboratory routine, in order to
add information about the composition and synthesis route of the seized tablets, and
thus, contribute to assist in the police intelligence in the study of trafficking routes for
these substances.

Keywords: Drug trafficking; GC-MS; MDMA; MDA.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica do MDMA, MDEA e doMDA...........cooiiiiiiiiiiiiieeeees 16
Figura 2 — Sintese de MDMA a partir de MDP2P por aminagéo redutiva................. 19
Figura 3 — Sintese de MDMA a partir do Safrol, Isosafrol e Reagdo de
T T = | o 20
Figura 4 — Sintese do MDA a partir do Piperonal, Helional e
T | (o) F U PPOPOP PR 21
Figura 5 — Comparagao das impurezas identificadas na sintese do MDA a partir do
Helional € do PIperonal ...........cooouuiiiiiii e e eeas 22
Figura 6 — Resumo das variaveis testadas para o preparo da amostra.................... 35

Figura 7 — Cromatogramas das analises de aprimoramento cromatografico em GC-
MS das @amOStras A€ @CSIASY ........uuuuuiiiieie e 42
Figura 8 — Comparacado entre os cromatogramas das metodologias com e sem
ultrassom em GC-MS durante a etapa de preparagao de amostras de comprimidos de
BOSTASY ..t e e e 53
Figura 9 — Cromatograma das variagdes 4 (5min), 5 (3min) e 6 (1min) respectivamente

em relagao ao tempo de vortex para as amostras de ecstasy para analise em GC-MS

Figura 10 — Analise dos diferentes pHs na preparagao de amostra de comprimidos de
BOSTASY ...ttt e e e e e e aeee 63
Figura 11 — Analise da massa da amostra em relagédo a quantidade de grupos de ions
(picos de interesse) em amostras de ecstasy analisados em GC-MS....................... 65
Figura 12 — Método final para preparacaéo de amostra de ecstasy por GC-MS ........ 68
Figura 13 — Cromatogramas plotados de uma amostra do pool de ecstasy (cor preta)
comparado com uma amostra de solvente acetato de etila (cor azul), estearato de
magneésio (cor verde) e celulose (cor vermelha) em analise de GC-MS................... 72
Figura 14 — Cromatogramas do acetato de etila 1 (12a), acetato de etila 2 (12b) e
acetato de etila 3 (12c), amostra da configuragao 10 (12d) respectivamente .......... 73
Figura 15 — Distribuicdo geografica das apreensdes dos comprimidos de ecstasy com

desenho “CNN” no mapa de Santa Catarina.............cccccoooeiiiiiii e, 82



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Comparativo dos artigos com metodologia para identificacdo do perfil dos
comprimidos do tipo ecstasy com LLE e analise em GC-MS.................. 25
Tabela 2 — Condi¢des cromatograficas testadas para o aprimoramento das analises
de ecstasy NO GC-MS.........ooiiii e 33
Tabela 3 — Tempos de agitacéo testados nas analises de ecstasy na preparagao de
amostra para posterior analise em GC-MS..............ccooi i 37
Tabela 4 — Comparagao dos ions sugestivos do programa AMDIS e dos ions descritos

na literatura para as substancias monitoradas nas amostras de ecstasy.

Tabela 5 — Picos presentes nos cromatogramas das analises com diferentes solventes

para extracao das substancias de interesse a partir da analise em GC-MS

Tabela 6 — Picos cromatograficos das amostras de acetato de etila em relagdo ao

tempo de agitacdo em 3 variagdes diferentes a partir da analise em GC-

Tabela 7 — Comparacao do preparo da amostra do presente estudo, artigos da
literatura e da metodologia inicial da PCI/SRJOI para analise de ecstasy
EM GC-MS ... oo 69
Tabela 8 — Comparagao dos CV (%) entre os ensaios de precisao intradia e interdia
PAra OS POOIS 1 € 2 . 71
Tabela 9 — Analise da estabilidade pré-processamento através da porcentagem de

alteracao da area nos tempos 7, 15 e 30 dias em relagao ao tempo zero

Tabela 10 — Porcentagem da variagao dos tempos 12, 24 e 48 horas das analises de
estabilidade pds diluicdo em relagao a area dos picos no tempo O........ 80
Tabela 11 - Comparagcao da analise de 5 diferentes apreensdes de comprimidos de
ecstasy com o mesmo desenho (CNN) em relagédo a detecgao dos picos

de interesse em analise N0 GC-MS ..., 81



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C Graus Celsius

2C-l 2,5-dimetoxi-4-iodo-feniletilamina
5-MeO-AMT 5-metoxi-a-metil-triptamina
5-MeO-DIPT 5-metoxi-N,N-di-isopropil-triptamina
5-MeO-MIPT 5-metoxi-N,N-metil-isopropil-triptamina

AMT a-metil-triptamina
BZP 1-benzilpiperazina
CP 47,497 2,3-hidroxicicloexil-5-(2-metiloctanil)-fenol
CcVv Coeficiente de variagao
DHMA 3,4-dihidroximetilanfetamina
DOMA 3,4-dimetoxi-5-hidroxifenilacético
El lonizac&o por elétrons do inglés Electron ionization
GC-MS Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa do
inglés Gas chromatography—mass spectrometry
JWH-018 1-pentil-3-(1-naftoil)indol
JWH-073 1-naftoil(1-butilindolil)metanona
LLE Extragao liquido-liquido, do inglés Liquid-liquid extraction
M Molar
MA Metanfetamina
mCPP 1-(3-clorofenil)piperazina
MBDB N-metil-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-butanamina
MDA 3,4-metilenodioxianfetamina
MDDMB 3,4-metilenodioxi-N, N-dimetilbenzilamina
MDEA 3,4-metilenodioxietilanfetamina
MDMA 3,4-metilenodioximetanfetamina
MDP2P 3,4-metilenodioxifenilpropan-2-ona
MeOPP 1-(4-metoxifenil)-piperazina
mg Miligrama
mL Mililitros
ML Microlitro
NaBH4 Borohidreto
NaBH3CN Cianoborohidreto
PCI/SRJOI Superintendéncia Regional de Policia Cientifica em Joinville
POP Procedimento Operacional Padrao
PMK 3,4-metilenodioxifenilpropan-2-ona
PMK glicidato 3,4-MDP-2-P metil glicidato
PMK acido glicidico 3,4-MDP-2-P metil acido glicidico
rpm Rotacéo por minuto
SWDRUG Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs
TFMPP 1-(3-trifluorometilfenil)-piperazina

TR Tempo de retengéao



LISTA DE SIMBOLOS

® Marca registrada
% Porcentagem



SUMARIO

1 INTRODUGAGO.........coieecirireecresissessessessaessessessessessesssessessssssessessssssessssnes 15
1.1 DROGAS SINTETICAS ...ttt 15
1.2 PERFIL FiSICO-QUIMICO E A INTELIGENCIA POLICIAL..........c.cocu....... 17
1.3 ROTAS DE SINTESE ...ttt 19
1.4 ANALISE DOS COMPRIMIDOS DO TIPO ECSTASY ...cvooviiivieeeeeeen 24
1.5 MDMA E MDA . ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnes 28
2 L0 ] = Y0 31
21 OBUETIVO GERAL ... .ottt a e e e 31
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt e, 31
3 MATERIAIS E METODOS ........cooiitiirieieessessessessessesssssssssssssssssssssssssssssens 32
3.1 REAGENTES E AMOSTRAS . .....ootttiiiiieeeeeeeeeee ettt 32
3.2 APRIMORAMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO (GC) E DAS
CONDICOES DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS) ....vviieieecieieeceeeeen 32
3.3 PREPARO DA AMOSTRA ... .ottt 35
3.31 L0 1= T o T o 1 36
BT 0 R~ T ] 1Y - 1 36
3.3.3  AQItAGa0....ciiiiiieeee 36
3.3.4  Solugdo tampao (PH) ......cceiiimmmmmmeme e ————— 37
3.3.5 Massa do comprimido .......ccecciiiimimmiiniirre s e 37
3.4 VALIDACAO ...ttt eneanens 38
3.41 o (=T o2 = T 38
3.4.2  Seletividade.......ccooiiieeiiiiiiiicirirrr s e enas 39
3.4.3  Efeito residual (Carryover) ..........oceeiiiiiiiiiiiiinirr s 39
3.4.4  Estabilidade......ccccccceeiiiiiiiiiccccccccccsssses e 39
3.5 ANALISE DOS DADOS ......oooeeeeeeeeeeeee e 40
3.6 APLICABILIDADE DA TECNICA .....oouiieiieeeeeeeeee e 40
4 RESULTADOS E DISCUSSOES........cccceermeererineeseesesesssesssssssssessssssssnns 42
411 Aprimoramento do método cromatografico (GC) e das condigcoes da
espectrometria de massas (MS)......cc..oiiiiicii i e e 42
4.1.2 Preparo da amostra ... e e 52

G127 URTQSSOM ... e e e e e et e e et e 52



4.1.2.2
4.1.2.3
4.1.2.4
4.1.2.5
41.3

4.1.3.1
4.1.3.2
4.1.3.3
4.1.3.4
41.4

SOIWNONEE ... e 56

Tempo de @QItACEO0 ...........cceeeeeeeeee et 57
NYo)[V[oz:To R £= 1] o - [o PP 62
Massa do COMPILIMIQO ............cccoeeeeeee e 65
Validacao do meétodo..........cceuiiiiiiiiiiiiri s 70
=07 7= To T 70
SCEIEHVIAAUE ... 71
Efeito residual (CarryOVer) ..o 72
EStabilidade ...............neeeeeeeeee e 78
AMOSEIas reaIS .......cuveuuuiiiiiirieiir s e 80
(o301 o3 I 1 17 o 83
REFERENCIAS ......ouciictceees s ssessssss s s sss s s s sssssssnsssesanans 83

APENDICE A - POP DE IDENTIFICAGAO DE ECSTASY ....ccccceceeereenn. 93



15

1INTRODUCAO

1.1 DROGAS SINTETICAS

As drogas sintéticas produzidas em laboratorio tém como caracteristica
essencial o fato de serem projetadas para mimetizar ou até mesmo potencializar os
efeitos causados pelas drogas de origem natural. Essas drogas sdo também
conhecidas como designer drugs, ou seja, drogas de desenho e/ou analogas de
substancias ja existentes (Alves et al., 2012; Ambrésio, 2012; Honorio et al., 2014).

A dificuldade em se analisar as drogas sintéticas por métodos estabelecidos &
principalmente devido a versatilidade das modificacbes realizadas nas moléculas e a
dinamicidade com que elas surgem e saem do mercado ilicito. Diante desse cenario,
o aperfeicoamento de métodos analiticos adequados para identificacdo confiavel e
sensivel destas substancias é desafio constante para os 6rgaos forenses (Bulcdo et
al., 2012; Peters; Martinez-Ramirez, 2010).

Derivados das feniletilaminas, como a 2-metil-amino-3,4-metileno-dioxi-
propiofenona (metilona), N-metil-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-butanamina (MBDB) e a
2,5-dimetoxi-4-iodo-feniletilamina (2C-I) surgiram no mercado como drogas sintéticas.
Assim também como os derivados da triptamina como a a-metil-triptamina (AMT), 5-
metoxi-N,N-di-isopropil-triptamina (5-MeO-DIPT), 5-metoxi-a-metil-triptamina (5-MeO-
AMT) e 5-metoxi-N,N-metil-isopropil-triptamina (5-MeO-MIPT) (Bulcao et al., 2012;
Luethi, Liechti, 2020; Pourmand et al., 2017; Taffe, Olive, 2018).

Mais recentemente surgiram as drogas derivadas da piperazina, sendo as mais
utilizadas a 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP), a 1-benzilpiperazina (BZP), a 1-(4-
metoxifenil)-piperazina (MeOPP) e a 1-(3-trifluorometilfenil)-piperazina (TFMPP). Ha
ainda os derivados canabinoides como canabicicloexanol, 1-pentil-3-(1-naftoil)indol
(JWH-018), 1-naftoil(1-butilindolil)metanona (JWH-073) e 2,3-hidroxicicloexil-5-(2-
metiloctanil)-fenol (CP 47,497) (Bulcao et al., 2012; Luethi, Liechti, 2020; Pourmand et
al., 2017; Taffe, Olive, 2018).
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A droga sintética mais popular e difundida € a 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA). O MDMA foi desenvolvido como derivado sintético da anfetamina e
patenteado pela empresa farmacéutica alema Merck, em 1914, com a finalidade de
ser um novo moderador do apetite. O termo ecstasy € popularmente difundido, para
se referir a drogas sintéticas com efeitos e estrutura quimica similares, tais como o
MDMA e analogos. Muitos dos comprimidos do tipo ecstasy contém uma enorme
variedade de componentes similares ao MDMA, dentre elas o 34-
metilenodioxietilanfetamina (MDEA) e 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) (Figura 1)
(Cajanding,2019; Papaseit et al., 2020; Hall, Henry, 2006; Xavier et al., 2008; Moro et
al.,2006; Lapachinske, 2004; UNODC, 2020a; UNODC, 2020b)

Figura 1 — Estrutura quimica do MDMA, MDA e do MDEA

o CHs
< | MDMA
0 AN~ ey,
0 CHs
< | MDA
o) NH,
<O CHs,
o iN—__cH, MDEA

Fonte: elaborado pela autora

No Brasil, crescentes quantidades de comprimidos do tipo ecstasy também
tém sido apreendidas, tendo ocorrido a apreensao do primeiro laboratério de sintese

de MDMA em Sao Paulo em 2000. Autoridades brasileiras apreenderam laboratérios
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de ecstasy em 2008 e 2009, e também um laboratério de metanfetamina (MA) em
2009. Em 2010, o Brasil apreendeu 2.740 comprimidos de ecstasy e 5.910 unidades
de MA. Em 2019, em Santa Catarina foram apreendidos 55 quilos de ecstasy ao longo
de varias operagdes. Entre os anos de 2018 a 2020 ao menos oito laboratoérios
clandestinos foram desmantelados no territério brasileiro com maior concentragao de
ocorréncias nos estados do sul do pais (Baptista et al. 2002; UNODC,2011; Santa
Catarina, 2019; UNODC, 2020c).

Em 2021, cerca de 230 mil comprimidos de ecstasy foram apreendidos no
municipio de Imarui, no Sul Catarinense, sendo a maior apreensao da droga no pais
que se tinha registro. Também em 2021, a chamada operag¢ao “Rota do Espantalho”
realizou prisbes de envolvidos pertencentes a quadrilha criminosa que fabricava
ecstasy nos municipios de Joinville, Balneario Camboriu e Floriandpolis. Em fevereiro
de 2023 a policia apreendeu 22 mil comprimidos de ecstasy na cidade de Camboriu e
em abril do mesmo ano, em Floriandpolis, outra apreensdo compreendendo mais de
13 mil comprimidos (Borges, 2021; Catucci, 2021; Pacheco, 2023; Souza, 2023).

1.2 PERFIL FISICO-QUIMICO E A INTELIGENCIA POLICIAL

Além do principio ativo majoritario, diferentes substéncias quimicas podem ser
detectadas nas amostras apreendidas, compreendendo adulterantes, excipientes,
intermediarios, solventes e até mesmo compostos inertes s&o adicionados para diluir
a concentragdo da droga antes de ser comercializada ao usuario. Existem
intermediarios que s&o compostos que surgem em um método de sintese de varias
etapas em que o precursor & convertido neste composto para em seguida, ser
convertido no produto final. Podem existir diversos intermediarios dependendo da rota
de sintese, sendo alguns deles especificos para aquelas rotas, como ja discutido
acima. O proprio precursor também é frequentemente encontrado como uma
impureza no produto final (Cooper, 2019; Ambrésio, 2012; Bovens, Schlapfer, 2011;
Jones, 2010).
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A inteligéncia policial da Policia Federal vem trabalhando no projeto PeQui
desenvolvido para obter informagdes sobre o perfil quimico mais detalhado para
identificacdo de caracteristicas de origem e de correlagdo entre as amostras de
cocaina. Nos Estados Unidos, a DEA (do inglés Drug Enforcement Administration)
possui um programa de monitoramento do perfil quimico de amostras de
metanfetaminas, o Programa de Perfil de Metanfetamina (do inglés Methamphetamine
Profiling Program (MPP)), que relata as mudangas na qualidade das drogas e nas
tendéncias de producdo dos laboratérios clandestinos (Botelho et al., 2014;
DEA,2021)

Na analise quimica é importante tragcar os vestigios de precursores,
intermediarios e impurezas das reac¢oes de sintese, que podem fornecer informacgdes
importantes sobre o processo de fabricacdo dessas substancias. Através da analise
da presencga ou auséncia de impurezas nas amostras e as variagdes nos perfis de
impurezas, a ciéncia forense pode ajudar a identificar os tipos de precursores
quimicos e rotas sintéticas utilizadas na fabricagao de uma droga. O estudo do perfil
quimico de drogas é uma das areas com grande potencial e de interesse pelas
divisdes de pesquisa cientifica ligada aos 6rgaos de Criminalistica, auxiliando no
monitoramento do mercado de drogas ilicitas e facilitando a coleta de informacdes
para uso na inteligéncia policial (Vargas, 2012; UNODC, 2020a).

Ao determinar, por meio de analises quimicas, a natureza das amostras e
contaminantes das substancias apreendidas, € possivel estabelecer potenciais
vinculos de origem, bem como quais produtos quimicos foram utilizados para a
sintese das drogas, subsidiando agbes de repressédo a cadeia de distribuigcdo antes
mesmo do seu destino. Inferéncias dessa natureza permitem rastrear a origem da
droga por meio das caracteristicas regionalizadas de manufatura, bem como
eventuais comparacgoes entre produtos acabados e locais de fabricagcdo. Todas essas
abordagens subsidiam de maneira contundente a investigac&o policial (Vargas, 2012;
Choe et al., 2013; Reitzel et al., 2016).
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1.3 ROTAS DE SINTESE

Na producéo ilegal de MDMA, a sintese mais comum € por aminagao redutiva
de 3,4-metilenodioxifenilpropan-2-ona (MDP 2-P ou PMK) (Figura 2). Dentro deste
método, diversos agentes redutores sao utilizados, como borohidreto de soédio
(NaBHq4), dissolugao de reducao de metal (Al/Hg) e redugao de cianoborohidreto de
soédio (NaBH3CN). Além desses métodos, a reagao de Leuckart e bromagao de safrol

também sao utilizadas para sintetizar o MDMA (Heather et al., 2015; Cooper, 2019).

Figura 2 — Sintese de MDMA a partir de MDP2P por aminagao redutiva
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Fonte: adaptado Gimeno et al., (2002)
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A reacao de Leuckart consiste em uma reducado ndo metalica, produzindo um
produto precipitado (Figura 3). Em relacao a utilizagdo do safrol, a sintese ocorre
através do método de halosafrol, onde ha o deslocamento do brometo com metilamina
produzindo o MDMA. Nesta rota também ha formacao dos intermediarios isosafrol e
isosafrolglicol que podem ser identificados em analises de perfil quimico (UNODC,
2018; Cremasco, Braga, 2012; Dunlap et al., 2018).

Figura 3— Sintese de MDMA a partir do Safrol, Isosafrol e Reacéo de Leuckart
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O mesmo acontece para a sintese de MDA, que envolve principalmente o uso
de safrol ou piperonal como o material de partida (Figura 4). Além desses, o helional
também ¢é utilizado, sendo um método que preocupa as agéncias de fiscalizacao, ja
que é amplamente utilizado para fins industriais, na produgao de sabao, tem um
manuseio simplificado durante a sintese e garante bom rendimento (Figura 5). Tendo
sido incluido na lista D1 da Portaria SVS/MS n° 344/98 como substancia precursora

de entorpecentes e/ou psicotrépicos.

Figura 4 — Sintese do MDA a partir do Piperonal, Helional e Safrol
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Novos precursores a partir do PMK estao sendo identificados: o 3,4-MDP-2-P
metil glicidato (PMK glicidato) e o 3,4-MDP-2-P metil acido glicidico (PMK acido
glicidico), ambas ja incluidas na lista D1 da ANVISA, em 2019. Outro método
conhecido, embora raro, de sintetizar MDA é a partir de &acido a-metil-3,4-

metilenodioxicinamico (UNODC, 2020c; Brasil, 1998; Cooper, 2019; Heather et al.,
2015).

Figura 5 — Comparacgao das impurezas identificadas na sintese do MDA a partir do

Helional e do Piperonal
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Dos precursores, o 3,4-MDP-2-P ¢é frequentemente relatado como presente
em diversas rotas de sinteses do MDMA. O isosafrol também foi encontrado em
algumas amostras, sendo esse composto utilizado como um material de partida para
sintetizar diretamente MDMA ou para obter 3,4-MDP-2-P. Precursores como

piperonal, safrol e isosafrol também foram detectados com frequéncia na sintese de
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MDA. Nesse contexto, o isosafrol e o piperonal podem estar presentes
concomitantemente e acaba sendo dificil de determinar qual foi usado como
precursor, mesmo que uma impureza especifica da rota como o 1- (3,4-
metilenodioxifenil) -2-propanona oxima esteja presente (Palhol et al., 2002; Gimeno et
al., 2002).

Em sinteses que utilizam o 3,4-MDP-2-P, o alcool correspondente, 3,4-
metilenodioxifenil-2-propanol, é frequentemente presente como intermediario. O 3,4-
metilenodioxifenil-2-propanol também foi citado como intermediario identificado nas
etapas finais das diferentes vias de aminacao redutiva. Essas vias também podem
formar os intermediarios 3,4-metilenodioxi-N-metilbenzilamina e N, N-dimetil-MDA. O
N-formil-MDMA, é conhecido por ser especifico da reagao de Leuckart, sendo a uUnica
impureza que fornece informacdes precisas sobre o processo de fabricagao utilizado
(Khajeamiri et al., 2011; Palhol et al., 2002).

A presenca de 3,4-metilenodioxi-N, N-dimetilbenzilamina (MDDMB) indica
uma via de aminacido redutora devido a aminagcdo de piperonal residual usando
metilamina. Os perfis de impureza dos compostos sintetizados dependem
particularmente da temperatura e do tempo de reacéo, da pureza dos materiais de
partida, e o processo de purificacdo usado para obtengdo do produto. J& como
adulterante, a cafeina foi citada, sendo adicionada por suas propriedades estimulantes
do sistema nervoso central. Além dela, a cetamina, difenidramina, lidocaina e procaina
também foram relatadas nas analises descritas (Palhol et al., 2002; Mcmanaman;
Smith, 2014; Cheng et al., 2006).

Aléem dos adulterantes, estdo sendo detectados também antioxidantes
plasticos como o butil-hidroxitolueno (BHT), antioxidante 1076 (NOX) e antioxidante
168 (FOX) que apareciam em amostras de cocaina e agora estdo sendo encontradas
nas amostras de ecstasy também, que podem acrescentar informagdes sobre a
origem desses comprimidos e colaborar com a inteligéncia policial na busca de

laboratdrios clandestinos (Arantes et al., 2022).
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1.4  ANALISE DOS COMPRIMIDOS DO TIPO ECSTASY

Diversos estudos trazem uma variedade de técnicas que auxiliam para
caracterizagdo dos comprimidos de ecstasy apreendidos, porém nem todos os
laboratdrios forenses tém acesso a equipamentos que possibilitam tal caracterizagao
devido ao alto custo de aquisicao de insumos e ferramental técnico. Desta forma, o
desenvolvimento de métodos analiticos que utilizam técnicas otimizadas e acessiveis
aos laboratérios forenses — especialmente aqueles que tém grande demanda -
facilitando a analise dos comprimidos e a determinagdo dos seus perfis quimicos,
pode ser de grande relevancia e aplicabilidade na rotina forense (Amato et al., 2014;
Giebink, Smith, 2011; Mitrevski et al., 2011; Moreira et al., 2016; Romao et al., 2011;
Silva, 2018).

No que tange a analise desses compostos, apesar da disponibilidade de
procedimentos de extragdo padronizados, a comparagéo de perfis quimicos gerados
por diferentes laboratérios continua com diversas variaveis como os diferentes
solventes utilizados e as configuragdes nas temperaturas da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (do inglés Gas Chromatography Mass
Spectrometry — GC-MS), afetando o tempo de retengéo (TR) do composto (Palhol et
al., 2002; Mcmanaman; Smith, 2014; Cheng et al., 2006).

As substancias psicoativas e as impurezas organicas sado usualmente
extraidas por extragao liquido-liquido (do inglés Liquid-liquid extraction - LLE) para
entdo serem analisadas por GC-MS, resultando em um perfil quimico (Tabela 1). A
capacidade de um instrumento para processar misturas complexas € muito importante
ao analisar amostras de drogas ilicitas, pois raramente as amostras sao puras, € a
utilizacao do GC-MS na identificacdo dessas substancias ja esta bem documentada
na literatura (Giebink; Smith, 2011; Cooper, 2019; Bonadio et al., 2009; Cheng et al.,
2006; Togni et al., 2015).

A LLE é uma técnica classica que tem sido frequentemente usada para

realizar a extragdo de compostos de varios tipos de amostras, incluindo, amostras de
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drogas brutas. Na literatura existem diversos artigos que demonstram a técnica como

sendo um método em potencial para obtencdo de um perfil de impureza organica a
partir de amostras de MDMA e MDA (Jalali et al., 2016; Giebink; Smith, 2011; Gimeno
et al., 2002; Milliet et al., 2009; Mcmanaman; Smith, 2014; Gallagher et al., 2012).

Tabela 1 — Comparativo dos artigos com metodologia para identificacdo do perfil dos

comprimidos do tipo ecstasy com LLE e analise em GC-MS

(continua)
Analito  Preparo Temperatura Temperatura Espectro
Artigo principal  da GC-MS Coluna dopfomo in‘i'e 2o Modo de
amostra le¢ massa
30 mg de po6 + 50°C por 1
1 tampao min, 50-100°C
A%itagé’o'S com Lima ta_xa
min. 1,5 mL de 5°C / min
MDA de éter Thermo por 10 min, a 40-650
Cheng, ’ dietilico. Finnigan 150°C com o . amu
2006 “DMA®  soprenadante  TRACE  DPOMS  5eC / min por 230°C Splitless
evaporadg + GC 10 min e (modo El)
500uL de éter depois para
dietilico, 300°C com
agitado e o .
transferidos 15°C/ m,'n por
para um vial. 10 min.
10mg de o
MDMA + 50°C por 1
. 3mL de Thermo min, 5°C min
Gimeno, agua Finnigan Supelco 1a150°C (modo EI
2002 MDMA destilada + TRGAé)E PTAS 1%(())%151{:[61 280°C Splitless e Cl)
SmLeéter — 5a00 a 300 ° C por
dietilico + 10 min

evaporagao
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Tabela 1 — Comparativo dos artigos com metodologia para identificagdo de ecstasy
com extracdo LLE e analise em GC-MS

(continua)
Analito Espectro
Artigo  principal Preparo da GC-MS Coluna Temperatura Ter_nperajtura Modo de
amostra do forno injecao massa
5mg em 2mL
de agua
destilada.
150pL foi
misturada com
100uL de
padrao + 75uL
de carbonato ;
de sodio a 10% Aﬁ't'e 60°C mantido
o e2mL deéter  g5g73 por 3 min até
Khaejeami dietilico. MSD  Ho-5 ou 250°C 29-250
riet al., MDMA Agitagéo por e IE)IP-1 10°C/m}n 150°C Splitless amu
2011 10min + 6890 mantido por (modo EI)
centrifuga a 10min
3500 rpm. )
Camada de éter
evaporada + 2
gotas de
isopropanol.
500uL de
metanol e 1L
dessa solugao
foi injetada.
1) 60°C por 3
min, 10°C/min
200mg em 4mL até 150°C por 2
de tampao pH min, 2°C/min a
7, vortex por -\ e 170°C,
10s, agitagdo "y 10°C/min até
McManam por 10min, 6890 260°C por 3 50-500
anetal., MDMA centrifugagéo N e minp 250°C Splitless  m/z (modo
2014 por 8min. 400 MS 2) 50°C : 1 El)
L de tolueno + .) por
H 5973 min, 5°C min —

vortex por 2min,
centrifugagéo
por 10 min.

1 a 150°C por
12 min e 15°C
min — 1 a 300 °
C por 10 min.
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Tabela 1 — Comparativo dos artigos com metodologia para identificagdo de ecstasy
com extracdo LLE e analise em GC-MS

(concluséo)

Artigo A_nal_lto
principal

Palhol,

2002 MDMA
Togni

et al., MDMA
2015

Van

DerL:rse MDMA
2006

Preparo da
amostra

150 mg do
p6 + 1mL do
tampéo
carbonato
pH 10.
Agitacao +
centrifuga
por 5 min
com 1mL de
diclorometan
0. Vial com
100uL

10mg + 8mL
de metanol +
1mL de
padrao +
ultrassom
por 3 min +
agitacéo e
centrifuga
por 5 min.
Retirado
sobrenadant
e +900uL de
metanol e
vortex por
15s

Comprimido
+4mL
tampéo +
vortex +
centrifuga +
filtragem +
padréao
interno
(tolueno) +
sobrenadant
e no vial.

GC-MS Coluna
Varian Coluna
CP-3800 RTx-5MS

Agilent
7890A DB-
MS 5MSUI
5975C
Agilent DB-1MS
6890 J&W

Temperatura

do forno

80°C, 8 °C/min
a 210°C,
25°C/min a
300°C e
mantida a
300°C por 5
min em tempo
total de 25 min

100°C por 0.5
min, 40°C/min
até 220°C,
25°C/min até
315°C por 1.7
min

90°C (retengédo
de 1 min) a
300°C
(retencgéo de
10 min) a uma
taxa de 8
"Cl/min (tempo
total de
execugao
37,25 min)

Temperatura
injegdo

270°C

280°C

250 °C

Modo

Splitless

SPLIT
1:20

Split /
splitless
(purga
tempo 1
min).

Espectro
de
massa

42-450
amu (modo
El)

35 a450
amu (modo
El)
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Fonte: Elaborada pela autora

1.5 MDMA E MDA

O MDMA e MDA sao mais comumente detectados em comprimidos do tipo
ecstasy, mas podem ainda ser encontrados na forma de cristais, tabletes e capsulas.
A principal via de exposi¢cao se da por via oral, sendo os efeitos psicoestimulantes
observados de 20 a 60 minutos apds a ingestdo de doses moderadas, persistindo no
organismo por 2 a 4 horas. Possui baixa ligagao as proteinas plasmaticas, que acaba
determinando que a quantidade total de droga disponivel no plasma pode se difundir
para o compartimento extravascular (Laranjeiras et al., 1996; Phonchai, 2009; Davies
et al., 2018; Luethi, Liechti, 2020).

O pico de concentragdo plasmatica é atingido duas horas apds a
administragao oral, e os niveis residuais (0,005 mg/L) podem ser detectados 24 horas
apods a ultima dose. A eliminacdo da droga € parcialmente dependente da
biotransformagcao hepatica, com cerca de 65% da dose de MDMA e MDA sendo
eliminada sem biotransformacgéo, através da excrecgao renal. O MDMA é transformado
em sua forma ativa, 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), através da N-desmetilagéo
pela enzima CYP2D6 (Xavier et al., 2008; Papaseit et al., 2020).

O mecanismo de agcao do MDMA no sistema nervoso central ainda n&o esta
completamente elucidado. Ele afeta diversos neurotransmissores, com maior
sensibilidade aos serotoninérgicos. Os efeitos do MDMA no humor sdo mediados
pelos neurotransmissores dopamina e serotonina, enquanto os efeitos na
termorregulacao sao influenciados pela noradrenalina. O MDMA tem menos impacto
nos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico em comparagdo com outras
metanfetaminas, agindo principalmente na neurotransmissé&o serotoninérgica (Bulcao
et al., 2012; Kalant, 2001; Davies et al., 2018; Xavier et al., 2008).
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Os efeitos causados pelo MDMA incluem vasoconstricdo periférica,
broncodilatagdo, estimulacdo cardiorrespiratoria e dilatagdo pupilar. Alteragcbes na
percepcao do tempo e na percepgao visual sdo observadas, acompanhadas de
autoconfianga, empatia, diminuicdo da defesa e agressdo seguida de aumento na
interacdo social. As alucinagbes geralmente s&o leves e frequentemente de natureza
tatil. Os efeitos de curto prazo incluem euforia, insénia, fadiga, humor deprimido e
reducao da ansiedade (Phonchai, 2009; Cajanding, 2019; Papaseit et al., 2020; Xavier
et al., 2008).

Similar ao MDMA, o MDA é reconhecido por seus efeitos estimulantes,
empatogénicos e alucinégenos. Ele compartilha a estrutura quimica basica do MDMA,
diferindo principalmente na presenca de amina primaria em vez de um grupo metil
(Baumann et al., 2009; Nichols, 1986).

Assim como o MDMA, o MDA atua principalmente sobre os sistemas
serotoninérgico e dopaminérgico no ceérebro. Esse aumento da liberagdo de
serotonina esta associado a efeitos emocionais, como empatia e sensacado de
proximidade com os outros, enquanto a ativagdo dos receptores de dopamina
contribui para os efeitos estimulantes e prazerosos da substancia. No entanto, existem
algumas diferencas em relacdo aos perfis de acdo entre essas duas substancias
(Baumann et al., 2009; Rothman et al., 2009).

O MDA ¢ frequentemente consumido oralmente, onde sua absorcgao pelo trato
gastrointestinal é relativamente lenta, resultando em um inicio dos efeitos que pode
levar algumas horas. A substancia é biotransformada principalmente no figado pelas
enzimas do citocromo P450, resultando em uma série de produtos de
biotransformacao, incluindo o acido 3,4-dihidroximetilanfetamina (DHMA) e o acido
3,4-dimetoxi-5-hidroxifenilacético (DOMA) (Rothman et al., 2009; Nichols, 1986).

O MDA também influencia outros sistemas neurotransmissores, como a
noradrenalina, que pode contribuir para seus efeitos estimulantes. Além disso, a acéo

da substancia nos receptores de serotonina 5-HT2A e 5-HT2B também esta



30

relacionada as suas propriedades alucindégenas (Baumann et al., 2009; Rothman et
al., 2009).

Atualmente, a Superintendéncia Regional da Policia Cientifica em Joinville
(PCI/SRJOI), na rotina do setor de Drogas Psicoativas, realiza a analise qualitativa
por GC-MS (descrito na Tabela 7) dos comprimidos apreendidos do tipo ecstasy com
o enfoque na identificagdo do principio psicoativo principal, ndo sendo realizada
analise do perfil quimico de precursores e intermediarios.

Diante do exposto, a relevancia do trabalho consiste em aprimorar a analise
das amostras apreendidas na PCI/SRJOI a fim de identificar além da substancia ativa
dos comprimidos, os precursores e intermediarios para tragar um perfil quimico mais
completo, de maneira que seja viavel a implementagao da metodologia nas analises
de rotina. A partir disso, esses dados poderao ser utilizados para levantamentos de
inteligéncia, rastrear rotas de sintese de drogas sintéticas, avaliar a vinculagdo entre
diferentes apreensdes e investigacdo de potenciais laboratérios clandestinos na

regiao atendida.
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20BJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia para identificagdo dos comprimidos
apreendidos como ecstasy para utilizagdo do setor de Drogas Psicoativas da
PCI/SRJOL.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver metodologia para identificagdo de substancias em comprimidos
de ecstasy, modificando parametros da etapa analitica de separagao
cromatografica por cromatografia gasosa;

o Estabelecer as condicbes da espectrometria de massas para analise de
drogas, precursores e impurezas em comprimidos de ecstasy;

e Otimizar o preparo de amostra para obter um melhor perfil cromatografico;

e Aplicar a analise do perfil das substancias apreendidas como ecstasy quanto
ao perfil de impurezas;

e Elaborar um Procedimento Operacional Padrao (POP) para implementagéo na

rotina do laboratorio.
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3MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E AMOSTRAS

Os reagentes utilizados foram: metanol, grau HPLC, procedente da
Greentec® (Rio Grande do Sul, Brasil); acetato de etila da Merck® (Darmstadt,
Alemanha); éter etilico da Merck® (Darmstadt, Alemanha); e n-hexano da Dinamica®
(Sao Paulo, Brasil).

A solucao tampao foi preparada utilizando bicarbonato de sédio procedente
da Verquimica® (Sao Paulo, Brasil); e carbonato de sddio da ITW Reagents® (Hesse,
Alemanha). O pH foi ajustado para os diferentes valores de pH com solugéo de acido
cloridrico (HCI) e hidroxido de sodio (NaOH) a 0,1M provenientes da Merck®
(Darmstadt, Alemanha). Foi utilizada agua destilada para a preparagcéo de ambas as
solugdes citadas.

O agrupamento de amostras em pools de diferentes comprimidos do tipo
ecstasy apreendidos e encaminhados para analise foi realizado a partir da selegao de
comprimidos de diferentes tamanhos, desenhos e cores. Foram triturados com gral e
pistilo e acondicionados em tubos Falcon devidamente identificados. Foram utilizados
agrupamentos de amostras para tentar obter uma maior identificagdo de substancias

diferentes.

3.2 APRIMORAMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO (GC) E DAS
CONDICOES DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

O equipamento de cromatografia gasosa (GC) utilizado foi o do setor de
Drogas Psicoativas da PCI/SRJOI: equipamento 7890A (Agilent®), acoplado a
detector de espectrometria de massas (MS) 5975C, com amostrador automatico
CombiPal (CTC Analytics®). A coluna cromatografica utilizada foi HP-5MS (30 m x

0,25 mm x 0,25 pym) e como gas de arraste foi utilizado hélio com vazao de 1,0 mL/min,
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sendo 1uL da amostra injetado no aparelho. O sistema MS foi operado em modo scan.
A varredura MS foi realizada na faixa de 50—450 u.

Inicialmente foram avaliadas as condigbes da cromatografia gasosa, como a
rampa de temperatura, temperatura de injegao e vazao do split/splitless. Foi utilizado
o modo split, variando na proporgao 1:50, 1:40 e 1:25. As analises foram feitas em
duplicatas, de forma univariada, utilizando 50 mg do pool de amostras.

Todos os testes foram realizados com o0 mesmo pool de amostras e a extragao
ocorreu com a adigao de 950 yL de metanol. O sistema foi agitado em vortex e
centrifugado durante 4 minutos a 4000 rpm. Apds isso, foi retirado 50 yL do
sobrenadante e diluido em 900 uL de metanol ja no vial (frasco de ensaio). Todas as
condicbes cromatograficas avaliadas estdo descritas na Tabela 2. Algumas dessas
alteracdes foram feitas conforme descrito na literatura, como € o caso da condicido 3
(descrita por Gimeno et al., 2002) e a 4 (segundo metodologia de Lapachinske et al.,
2004).

Tabela 2 — Condigbes cromatograficas testadas para o aprimoramento das analises

de ecstasy no GC-MS

(continua)
~ Vazao
. Rampa de Vazao do gas Temperatura Temperatura
Condigao do Temperatura -
temperatura de LR de linha de de fonte de
SPLIT de injegao . - .
arraste transferéncia ions
100°C (0min) &
15°C/min a
1 300°C (2min). SPLIT . o o 230°C
Tempo total da 1:50 mL/min 280°C 300°C
corrida de
15.33min.
2 100°C (0min) &
10°C/min a SPLIT  1mL/min
300°C (2min). 1:50
Tempo total da 230°C
corrida de 280°C 300°C

15.33min.
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Tabela 2 - Condi¢bes cromatograficas testadas para o aprimoramento das analises

de ecstasy no GC-MS

(conclusao)

Vazao
do
SPLIT

Rampa de

Condicao temperatura

Vazao
do gas

arraste

Temperatura
de injecao

Temperatura
de linha de
transferéncia

Temperatura
de fonte de
ions

50°C por 1 min,
5°C/min até
3 150°C por 12 SPLIT
min e 15°C/min 1:50
até 300°C por 10
min

148°C por 1 min,
10°C/min até
4 200°C,
20°C/min até
270°C por 8 min

SPLIT
1:25

148°C por 2
min, 5°C/min
5 até 200°C,
20°C/min até
270°C por 8 min.

SPLIT
1:40

148°C por 2 min,
3°C/min até
6 200°C, 20°C/min
até 270°C por 8
min.

SPLIT
1:40

50°C por 2 min,
seguido de
7 10°C/min até  SPLITLESS
300°C, mantém
300°C por 3 min

50°C por 2 min,
seguido de
8 5°C/min até SPLITLESS
300°C, mantém
300°C por 3min.

50°C por 2 min,
seguido de
9 10°C/min até  SPLITLESS
290°C, mantém
290°C por 4 min.

Fonte: elaborado pela autora

1mL/min

1mL/min

1mL/min

1mL/min

1mL/min

1mL/min

1mL/min

280°C

270°C

270°C

270°C

280°C

280°C

280°C

275°C

275°C

275°C

275°C

275°C

275°C

300°C

200°C

200°C

200°C

200°C

230°C

230°C

230°C

*Em negrito estdo as altera¢des que foram realizadas de uma condicao testada para outra.
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3.3 PREPARO DA AMOSTRA

O preparo da amostra foi realizado pesando o pool de comprimidos triturados,
em seguida foi adicionado 1mL da solugdo tampao carbonato 0,1M com diferentes
pHs. O sistema foi agitado em vértex (agitagdo 1) em diferentes tempos. A seguir, foi
adicionado 1 mL de solvente e agitado em vortex novamente (agitacéo 2). Por fim, a
amostra foi centrifugada por 4 minutos a 4000 rpm e 600ul sobrenadante retirado com
uma micropipeta, sendo transferido para um vial apropriado para a analise no GC-MS.

As variaveis testadas foram: utilizacdo do ultrassom, solvente de extragao,
tempo de agitagao, ajuste de pH e massa de amostra aliquotada (Figura 6). Os testes
foram realizados de forma univariada e em duplicata. A definicdo do melhor parametro
considerou o cromatograma mais informativo com relacdo a quantidade de picos
identificados com potencial de relagédo com as rotas de sintese de ecstasy, bem como

a area do dos respectivos picos, quando relevantes.

Figura 6 — Resumo das variaveis testadas para o preparo da amostra

RESUMO DOS TESTES:

1 — 2 — [ 3 B 4
MASSA pH VORTEX SOLVENTE
Testes com Testes com TesFad?s 6 Testes com
massa da amostra tampéo de pH _ vanagoes acetato de etila,
de 100, 50, 25 e 710e125 diferentes para n-hexano e éter

tempo de vortex 1
e2

10mg etilico

Fonte: elaborado pela autora
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3.3.1Ultrassom

A utilizagao do ultrassom foi avaliada durante 10 minutos (Lapachinske et al.,
2004; Van Deursen et al., 2006; McManaman et al., 2014) a fim de verificar a influéncia
deste no preparo da amostra. O resultado foi comparado com o preparo da amostra

sem ultrassom. O ultrassom foi realizado apds a agitagado e antes da centrifugacgéo.

3.3.2Solvente

Trés solventes foram avaliados considerando os artigos revisados utilizados na pratica
laboratorial (Tabela 1) e a disponibilidade no laboratorio: acetato de etila (Kuwayama
et al., 2008), éter etilico (Cheng et al., 2006; Gimeno et al., 2002; Jalali et al., 2016) e
n-hexano (Giebink & Smith, 2011; Makino et al., 2003).

Os solventes foram comparados em relagdo ao numero de picos no
cromatograma que se encaixavam como potenciais compostos de interesse em rotas
sintéticas de ecstasy, selecionados previamente. Foram realizados os testes em

duplicatas para cada um dos solventes.

3.3.3Agitacao

Na metodologia proposta, foram avaliadas duas etapas de agitagdo: a
primeira apos a adigdo da solugao tampao (agitacdo 1), e a segunda apés a adigao
do solvente (agitacao 2). Testaram-se diferentes variagdes de tempo, em duplicata,
totalizando 6 analises. As variagdes testadas estdao descritas na Tabela 3. Os
resultados foram comparados em relagdo ao numero de picos no cromatograma que
se encaixavam como potenciais substancias de interesse em rotas sintéticas de

ecstasy. Foram realizados os testes em duplicatas para cada variagao.
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Tabela 3 — Tempos de agitagcéo testados nas analises de ecstasy na preparagao de

amostra para posterior analise em GC-MS

. VARIA(}AO
VORTEX
1 2 3 4 5 6
1 5 min 10 min 10 min 5 min 3 min 1 min
2 10 min 5 min 10 min 5 min 3 min 1 min

Fonte: elaborado pela autora

3.3.4Solugao tampao (pH)

As solugdes tampao carbonato 0,1 M foram analisadas em 3 pHs diferentes:
7, 10 e 12,5. Os valores de pH testados foram escolhidos de acordo com trabalhos
prévios da literatura (Tabela 1). A anélise dos cromatogramas levou em consideragao
o numero de picos definidos previamente (Tabela 4) e as respectivas areas. Cada pH

foi avaliado em duplicata.

3.3.5Massa do comprimido

A influéncia da massa de pool aliquotada para a analise foi avaliada. Os
comprimidos triturados foram pesados em balanga analitica da marca Shimadzu,
modelo 5AUW220D. Foram analisadas as massas de 10, 25, 50 e 100 mg do pool de
comprimidos triturados em duplicata (do mesmo pool). A escolha das massas a serem
testadas foram guiadas pelos trabalhos prévios da literatura (Tabela 1). Os
cromatogramas foram avaliados em relagdo ao numero de picos selecionados e area

dos mesmos. A influéncia da saturagao do equipamento também foi ponderada.
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3.4  VALIDAGCAO

O método analitico apds aprimoramento foi validado com base nos guias
nacionais da Anvisa (Brasil, 2003) e internacionais da SWGTOX e UNODC
(SWGTOX, 2013; UNODC, 2018 e UNODC,2011) de validagdo analitica. Os testes
foram readequados a realidade do laboratério devido a impossibilidade de obtengao
de padrdes analiticos das substancias de interesse. Os parametros de validagdo que
foram mensurados incluem: precisdo, seletividade, efeito residual (carryover) e
estabilidade.

Os tempos de retengdo monitorados foram: 9.5 min (ions monitorados: 58, 91
e 65), 13.3 min (ions monitorados: 44, 135 e 77), 14.1 min (ions monitorados: 58, 77
e 135), 15.2 min (ions monitorados: 135, 77 e 51), 17.6 min (ions monitorados: 194,
109 e 67), 18.2 min (ions monitorados: 135, 77 e 207) e 24.2 min (ions monitorados:
163, 135 e 204). Esses picos foram selecionados tendo em base os ions
caracteristicos com as amostras de ecstasy previamente conhecidas (disponivel na
Tabela 4).

3.4.1Precisao

A precisao foi avaliada com ensaios realizados no mesmo dia (intradia) e em
dias distintos (interdia). Os ensaios foram realizados por meio de quintuplicatas (n =
5) aliquotadas do pool de comprimidos triturados. Foram calculados média, desvio
padréo e coeficiente de variagao (CV) para cada tempo de retengao (TR).

A avaliacdo intradia levou em consideragdo a comparag¢ao de dois pools de
diferentes comprimidos triturados e analisados em um mesmo dia. Ja no interdia foram
avaliados os mesmos dois pools anteriores, porém em dois dias diferentes (no dia
seguinte). A precisao foi avaliada através do calculo do CV das areas dos picos de

interesse, sendo admitidos valores iguais ou inferiores a 20%, conforme guia UNODC.
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3.4.2 Seletividade

Esse parametro foi analisado através da comparagao dos cromatogramas de
amostras de acetato de etila, sem o principio ativo adicionado. As amostras de acetato
de etila foram simuladas utilizando-se os excipientes estearato de magnésio e
celulose, preparados da mesma forma que a amostra teste, em triplicata. Foi ainda
avaliado o cromatograma do solvente acetato de etila puro. Os cromatogramas foram
plotados e comparados com a analise do pool de amostras para comparagao dos
picos de interesse. Foi avaliado se nesses cromatogramas aparecia algum dos picos

selecionados como potenciais precursores ou intermediarios de drogas sintéticas.

3.4.3 Efeito residual (Carryover)

O efeito residual foi avaliado injetando no cromatografo trés aliquotas de
acetato de etila, sendo: uma antes e duas apds a analise de um pool de comprimidos
triturados que continha os analitos de interesse. Os cromatogramas do acetato de etila
foram comparados com o do pool de amostras para verificagdo de aparecimento de

picos no TR dos analitos monitorados.

3.4.4Estabilidade

A estabilidade foi avaliada através de testes de pré-processamento e pos-
processamento. Na estabilidade pré-processamento, o pool de amostras foi preparado
conforme protocolo estabelecido e foi realizada a analise do tempo zero. Em seguida,
o0 mesmo pool foi armazenado a temperatura ambiente em tubo falcon devidamente
fechado. As amostras foram reprocessadas, analisadas apés 7, 15 e 30 dias e
avaliadas quanto a area dos picos nos tempos de retengéo de interesse.

Ja para as analises da estabilidade pds-processamento, foi realizado também

o preparo de um pool no tempo zero e analisado. Apos isso, 0 mesmo vial (com a
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amostra processada), foi inserido novamente no GC-MS para analise 12, 24 e 48

horas ap6s o tempo zero.

3.5 ANALISE DOS DADOS

Os picos dos cromatogramas foram analisados pelo software de acesso livre
AMDIS Analysis, versao 2.73 de 2017. Os dados foram tabulados utilizando o
programa Microsoft Excel®, versdo 2007. Foram calculados a média das areas dos
picos, desvio padrao e CV para avaliar as variantes do preparo de amostra e de
validagcdo analitica. Os graficos foram plotados pelo programa GraphPad Prism®,
versao 6.0.

O programa AMDIS utilizado nesse estudo para analisar o cromatograma
realiza uma possivel associagcao com substancias, associando sua base de dados e
sugerindo possiveis combinagdes de TR e a identificacdo da substancia. Todas as
substancias citadas neste estudo foram baseadas na sugestao do programa e servem
para dar um direcionamento dos testes.

De forma a complementar as informacdes de identificacdo das substancias
pelo programa AMDIS, foram ainda avaliadas as bibliotecas do GC-MS, localizando
as sugestdes das substéncias de interesse do cromatograma. Essas bibliotecas
sugerem a identificagdo do composto de acordo com a fragmentagcdo e massa
molecular, como, por exemplo, a biblioteca da SWGDRUG (Scientific Working Group
for the Analysis of Seized Drugs) e Cayman Spectral Library, que compilaram uma
biblioteca espectral de massa de uma variedade de fontes, contendo drogas e

compostos relacionados a drogas (Feeney et al., 2022; Coopman et al., 2022).

3.6 APLICABILIDADE DA TECNICA

Foram realizadas analises de 5 comprimidos apreendidos e encaminhados

para a PCI/SRJOI. Todos os comprimidos selecionados apresentavam o desenho
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“CNN”. O desenho foi selecionado como um dos mais recorrentes, considerando a
quantidade de apreensdes distintas e o volume de comprimidos apreendidos durante
os anos de 2022 e 2023 e encaminhados para analise na PCI/SRJOI. As amostras
selecionadas foram processadas nos parametros da metodologia validada.

Os 5 comprimidos analisados eram oriundos de apreensdes provenientes de
diferentes cidades, a fim de correlacionar o perfil quimico deles com a regidao da
apreensao. As apreensdes ocorreram em: Joinville, Balneario Camboriu, Papanduva,

Campo Alegre e Canoinhas.
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4RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.1 Aprimoramento do método cromatografico (GC) e das condi¢gées da

espectrometria de massas (MS)

Na primeira condicdo avaliada somente uma substancia eluiu no TR de 5.4
min, sendo sugestivo de MDMA. Neste primeiro teste a rampa foi configurada a 100°C
(0 min) a 15°C/min a 300°C (2 min), com tempo total da corrida de 15.3 min. A
temperatura de injecao foi de 280°C, a de linha de transferéncia 300°C e temperatura
de fonte de ions foi 230°C, SPLIT 1:50. Na condigéo 2, a troca da programagao da
temperatura foi feita para 10°C/min ao invés de 15°C/min, e o mesmo perfil se repetiu:
poucos picos cromatograficos. O pico presente foi em 6.7 min sugestivo de MDMA.
Analisando ambas configuragdes, o resultado apresentou a deteccédo de 1 pico no
cromatograma (Figura 7a), indicando a necessidade de ajustes quanto a andlise, ja
que os potenciais precursores nao estavam presentes no cromatograma, por iSso
optou-se por alterar a temperatura da rampa para ver se diferentes substancias

eluiriam.

Figura 7 — Cromatogramas das analises de aprimoramento cromatografico
em GC-MS das amostras de ecstasy. 7a- Analise seguindo a configuragao 1 (TR 5.4
min — MDMA); 7b- Analise seguindo a configuragao 3 (TR 20 min — MDMA); 7c-
Andlise seguindo a configuragao 7 (TR 4.8 min — MDA. TR 5.4 min — MDMA; TR
11.9 min — Cafeina); 7d —Analise seguindo a configuragao 9 (TR 9.5 min — MA; TR
13.8 min — MDA; TR 14.5 min- MDMA; TR 17.8 min — Cafeina; TR 18.4 min — N-
acetil-MDA).
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Fonte: elaborado pela autora

Na condicao 3, a rampa da corrida foi alterada para 50°C por 1 min, 5°C/min
até 150°C por 12 min e 15°C/min até 300°C por 10 min. A temperatura de linha de

transferéncia foi de 275°C, a de fonte de ions foi 200°C e a de injecdo foi mantida
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280°C. Nessa condigao foi possivel observar o aparecimento de mais picos em
relacao as configuracdes anteriores, pois foi diminuida a temperatura inicial da rampa,
tendo a eluigdo de substancias com o ponto de ebulicdo menor no comego da corrida
(Figura 7b). Porém, nenhum deles corresponde a um pico de potencial interesse como
sendo de um precursor ou intermediario de uma reagao de sintese. No TR 20.0 min
temos o MDMA como sugestivo, e no TR 43.2 min n&ao temos identificagao sugestiva
na biblioteca (Bhardwaj, 2016; Collins et al., 2006). Essa condi¢ao foi descrita por
Gimeno et al. (2002), que conseguiram identificar algumas impurezas como PMMA e
3,4-metilenodioxi-N,N-dimetilbenzilamina, mas o preparo de amostra foi divergente do
presente estudo.

Na condi¢do 4, o SPLIT foi modificado 1:25 e a rampa foi inicialmente com
uma temperatura maior de 148°C, 10°C/min até 200°C, finalizando com 270°C por 8
min. Essa condicdo seguiu a metodologia do artigo escrito por Lapachinske et al.
(2004). Neste teste, foi observado a eluicdo de trés picos: TR de 3.8 min (MDA), 4.2
min (MDMA) e 7.1 (Cafeina). Com o aumento da temperatura inicial foi observado uma
diminuigao de picos sem interesse no inicio da corrida € menor resolugao, porém com
a presenca da cafeina aparecendo em 7.1 min devido ao aumento da temperatura
durante a rampa.

A condicdo 5 teve o SPLIT alterado para 1:40 e demais configuragdes
semelhantes ao teste anterior. Porém, nao foi observado diferenga no perfil do
cromatograma, contendo ainda trés picos das mesmas substancias sugeridas, sendo:
4.5min (MDA), 5.2 min (MDMA) e 10.2 (Cafeina).

Na configuragdo 6 foram mantidas as mesmas configuragdes anteriores,
porém alterando a rampa para 148°C por 2 min e 3°C/min até 200°C. Foram
observados os picos nos tempos de retencédo de 4.8 min (MDA), 5.4 min (MDMA) e
11.9 min (Cafeina).

Houve uma mudanga na quantidade de picos a partir da configuragédo 7
(Figura 7c). Foi realizada uma redugao na temperatura inicial para 50°C por 2 min,

seguido de 10°C/min até 300°C, mantendo 300°C por 3 min. Foram identificados os
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picos 13.6 min (MDA), 17.7 min (Cafeina) e 18.4 min (N-aceti-MDA). Como
consequéncia da alteragdo do programa de temperatura da rampa foi alterada
promovendo um aumento da temperatura da rampa mais lenta e, portanto, uma
melhoria na resolugao dos picos (Bhardwaj, 2016; Mcnair et al., 2022).

Ja na configuragédo 8, a rampa foi 50°C por 2 min, seguido de 5°C/min até
300°C, mantém 300°C por 3 min, no modo SPLITLESS, com temperatura de injegéao
de 280°C. O perfil cromatografico da configuracéo 8 foi idéntico ao da condigéo 7.
Tentou-se ainda, nas condicdes 7 e 8, diminuir a temperatura inicial para 50°C,
melhorando o perfil das substancias que eluem no comego da corrida (ponto de
ebulicdo menor). Porém, nenhum desses picos possuiam identificagdo sugestiva na
biblioteca de correspondéncia. Portanto, a diminui¢do da programacéao de temperatura
a 5°C/min ndo modificou o perfil do cromatograma (McNair et al., 2022).

Apenas na configuragéo 9, que teve a programacao de temperatura alterada
para 10°C/min até 290°C, mantendo 290°C por 4 min, foi observado o perfil
cromatografico com maior diversidade de substancias de interesse forense. Nesta
avaliacao foi obtido o melhor perfil de cromatograma abrangendo mais picos e
potenciais substancias de interesse para o estudo. Para essa ultima configuracéo
testada, foram observados picos nos seguintes tempos de retengdo: 9.5 min (MA),
13.8 min (MDA), 14.5 min (MDMA), 17.8 min (Cafeina) e 18.4 min (N-acetil-MDA),
conforme Figura 7d.

Os resultados demonstraram que as mudangas na rampa de temperatura
mantendo-se a temperatura inicial de 50°C e a programagao de 10°C/min até 290°C
facilitou a eluigdo do pico em 9.5 min. Isso pode ser explicado pelo fato de que o ajuste
possibilitou uma mudanga de temperatura mais amena, melhorando a resolucéo e a
simetria dos picos. O ajuste também foi o suficiente para que as substancias de
potencial interesse relacionadas com a rota de sintese do ecstasy nao sofressem
decomposic¢éo devido as altas temperaturas (Bhardwaj, 2016; Collins et al., 2006).

A detecgdo de mais substancias nessa ultima configuragao, sinaliza que os

testes melhoraram o perfil de separagédo das substancias e com isso aumentando a
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chance de tracar um perfil favoravel para identificagdo de precursores e
intermediarios.

Por fim, a condicao cromatografica que antes era de 100°C (0 min), seguida
de uma rampa de 15°C/min até 300°C (mantido por 2 min), com temperatura de
injecao 280°C, temperatura de linha de transferéncia a 300°C e temperatura de fonte
de ions 230°C, com duracao total da corrida de 15.3 min, passa a ser temperatura
inicial de 50°C (mantido por 2 min), seguido de uma rampa de 10°C/min até 290°C
(mantido por 4 min), temperatura de injecao de 280°C e tempo total da corrida de 38
min.

Ao longo dos ajustes dos parédmetros no GC-MS houve uma maior deteccao
de substancias que eluiram no comego da corrida, com picos espagados entre si e
simétricos. Portanto, foi possivel obter um perfil cromatografico que indique de forma
mais informativa as substancias presentes nas amostras. O presente estudo,
entretanto, apresenta como limitacdo a falta de padrdes analiticos para uma
identificagcao inequivoca das substancias de interesse (Collins et al., 2006; Mcnair et
al., 2022).

A comparagdo das massas/carga com as bibliotecas s6 é possivel pois o
detector de espectrometria de massas promove a ionizagado através do impacto de
elétrons. Nesse modo de ionizagdo o padrdo de quebra das moléculas sera sempre
igual para determinada substancia, ou seja, sempre ira fragmentar da mesma maneira
ao colidirem com os elétrons, uma vez que os elétrons sdao bombardeados a uma
energia constante de 70 eV, gerando o ion molecular e os fragmentos. Entretanto,
mesmo tendo a massa molecular e os fragmentos de um composto desconhecido, o
software fornece de 5 a 10 opgdes de possiveis féormulas moleculares para esse
composto e indicam a porcentagem que o pico se assemelha a substancia identificada
(Bhardwaj, 2016; Collins et al., 2006).

Comparando os resultados das substancias indicadas como sugestiva pelo
programa AMDIS e os dados da literatura, temos: segundo descrito em Palhol et al.

(2002), os ions das substancias Metanfetamina, MDA, cafeina e N-acetil-3,4-
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metilenodioxianfetamina (N-acetil-MDA) batem com o correspondente sugerido pelo

programa, ou seja, os 3 ions que apareceram no cromatograma também foram

descritos no artigo (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparagéo dos ions sugestivos do programa AMDIS e dos ions
descritos na literatura para as substancias monitoradas nas amostras de ecstasy.

ions segundo

TR ions monitorados Sugestivo de: Estrutura molecular .
literatura
CH, 58, 91, 150, 56,
9.5 58 91 65 Metanfetamina 65, 100, 21, 17,
HN_ 11 e 10°
CH,
0 CHs 136, 44, 135,
13.3 44 135 77 MDA < | " 137, 77, 100,
0 2 52,17, 10 e 06"
0
0
141 58 77 135 MMDPPA < | NH, 135, 207, 77,
o CHy 136, 105 e 162"
(2R)-3-(1,3- 0 oy 135,165, 164,
15.2 135 77 51 Benzodioxole-5-il)-2- < | 51,77, 100, 60,
metilpropan-1-ol o) HsC 25 e 20"
0 ?Hs
H,C N
™~
, " T 194,193, 55
17.6 194 109 67 Cafeina A N 109, 67, 100,
o 'T 32,28, 16 € 13"
CHs
N-acetil-3,4- 0 NH_-O 162 1
18.2 135 77 207 metilenodioxianfetam < D/\r \f 4512 125, 188
ina o CH; CHj ’ ’ )

49,21,10 e 8’
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242 163 135 204 metllenod|OX|fen|I 2. < 135,178, 77,
propanona 136, 51 e 105"

10s ions de cada substancia foram retirados dos artigos de Cooper et al. (2019) e Palhol et al. (2002).
Fonte: elaborado pela autora

No TR de 9.5 min detectou-se MA como composto, uma substancia analoga
ao MDMA. Em 13.3 min temos o MDA. Ja em 14.1 min temos MDA-2-amido-analogo
que corresponde ao MMDPPA, que pode ser indicativo de sintese de MDA a partir de
helional (Cormick et al., 2022).

Em 15.2 min, a substancia (2R)-3-(1,3-Benzodioxole-5-il)-2-metilpropan-1-ol
apareceu como sugestiva. Essa substancia € semelhante com a descrita no artigo de
Cooper et al. (2019): o 3-Benzo[1,3]dioxol-5-il-2-metil-propionaldeido oxima. Essa
substancia é formada a partir da mistura do helional com etanol e adigao de cloridrato
de hidroxilamina e carbonato de sodio para obtengcdo de MDA.

Ja em 17.6 min foi observada identificacdo sugestiva de cafeina, substancia
que é comumente utilizada na mistura dos excipientes, como adulterante, para a
fabricacdo dos comprimidos devido sua acao estimulante (Cheng et al., 2006).

Em 18.2 min foi detectado N-acetil-3,4-metilenodioxianfetamina (N-acetil-
MDA), um subproduto do MDMA, possivelmente gerado através da reagdo da MDP2P
com as impurezas acetamida e N-metilacetamida. Ainda ndo esta bem definido na
literatura a origem certa dessa substancia. Acredita-se que através da reagao de
Leuckart, o N-acetil-MDA é formado pela reagao do MDP2P com acetamida (Moraes,
2022).

O composto 3,4-metilenodioxifenil-2-propanona (MDP2P ou PMK) foi
sugestivo do pico no TR de 24.2 min, sendo um precursor ou intermediario da sintese
de MDMA. O MDP2P pode atuar como intermediario na sintese do MDMA, a partir de
precursores como safrol, isosafrol ou piperonal (Plummer et al., 2016).

Para as substancias MMDPPA (TR 14.1min) e 3,4-MDP-2-P (TR 24.2 min),

segundo Cooper (2019), ha os mesmos ions que os descritos nos cromatogramas das
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analises. No entanto, para essas duas substancias, ndo sdo todos os ions que
coincidem. Porém, ao analisar outros ions que aparecem no cromatograma € possivel
observar que para o MMDPPA ha também no cromatograma o ion 136. O mesmo

acontece para 3,4-MDP-2-P ha também no cromatograma os ions 105 e 77.

4.1.2 Preparo da amostra

4.1.2.1 Ultrassom

A utilizagdo do ultrassom no preparo de amostra pode favorecer o processo
de extracdo dos compostos devido a possibilidade das ondas ultrassénicas facilitarem
a interagdo das fases (analitos de interesse presentes na amostra e solvente de
extracdo) (Falaki, 2019). Dessa maneira, o uso de ultrassom foi testado no inicio dos
ensaios para ver se haveria mudanca no perfil cromatografico.

No entanto, no cromatograma (Figura 8) foi possivel observar que a insergao
do ultrassom durante 8 minutos ndo impactou no perfil cromatografico se comparado
com o0 mesmo preparo sem utilizagdo do ultrassom. Por isso, optou-se por continuar
as analises sem o ultrassom, a fim de agilizar a rotina laboratorial.

No artigo de Meng et al. (2015), o banho ultrassénico foi testado na extragéao
de drogas de abuso em matriz biolégica (urina e sangue). Os autores testaram os
tempos de 1 a 10 minutos, sendo observado que o processo aumentou a dispersao
do solvente na solugao aquosa, tendo um aumento significativo na extragao. A maior
eficiéncia de extracao foi alcangada em 3 minutos de procedimento, o que difere do
presente estudo em que o ultrassom ndo modificou os resultados obtidos sem essa
etapa de preparo de amostra. Porém, no estudo citado foram utilizadas matrizes
biolégicas para identificacdo de drogas de abuso e nesse tipo de material temos
interferéncias de diversas outras substancias inerentes as matrizes que precisam ser

avaliadas para minimizar as interferéncias da analise.
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Estudos realizados por Van Deursen et al. (2006) e Lapachinske et al. (2004)
utilizaram banho de ultrassom por 10 minutos durante a preparagao de comprimidos
de ecstasy, mas em ambos trabalhos nao foram avaliados outros tempos ou mesmo
comparado o resultado sem a utilizagcado de ultrassom. Por outro lado, varios estudos
como Jalali et al. (2016), Cheng et al (2006) e Swist et al. (2005b) ndo utilizaram
ultrassom durante a preparacdo da amostra e obtiveram resultados satisfatorios de
identificacdo. Jalali et al. (2016), por exemplo, identificou MDMA, anfetamina e
ketamina nos comprimidos, enquanto Cheng et al (2006) identificou cafeina, piperonal,
MDB, piridina e N-formil-MDMA.

Figura 8 — Comparacgao entre os cromatogramas das metodologias com e
sem ultrassom em GC-MS durante a etapa de preparacao de amostras de
comprimidos de ecstasy. 8a - Cromatograma sem ultrassom durante a etapa de
preparagao de amostra (TR 5.4 min — MDMA). 8b- Cromatograma da metodologia
com ultrassom durante a etapa de preparagao de amostras (condigéo

cromatografica utilizando a variagcéo 1, onde TR 5.4 min - MDMA)
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4.1.2.2 Solvente

Os trés solventes avaliados, acetato de etila, éter etilico e n-hexano, foram
adicionados as amostras no mesmo volume (1 mL), sendo observado perfis
cromatograficos diferentes nas amostras testadas. Os picos presentes nas amostras
com acetato de etila foram sete (n=7). Ja no éter etilico estavam presentes seis (n=6)
desses picos, os mesmos do acetato de etila com exceg¢do do pico com TR 13.3
(Tabela 5). Ja nas amostras com o n-hexano, obtiveram-se somente cinco (n=5) picos.
Com base nesse resultado, optou-se por continuar as analises utilizando o solvente
acetato de etila, que também ja & adotado na rotina do laboratério do setor de Drogas
Psicoativas da PCI/SRJOI.

Tabela 5 — Picos presentes nos cromatogramas das analises com diferentes

solventes para extracdo das substancias de interesse a partir da analise em GC-MS

TR i.ons Sugestivo de: Acetato I'E’tgr n-
monitorados de etila etilico hexano

95 58 91 65 MA/Pseudoefedrina V4 N4 N4
13.3 44 135 77 MDA X

141 58 77 135 MMDPPA N4 N4 N4
15.2 135 77 51 (2R)'B'(1n'13e't'ﬁgpozsadrifﬁ')f'5'y')'2' v v v
17.6 194 109 67 Cafeina V4 v X
18.2 135 77 207 N-acetil-3,4-metilenodioxianfetamina Vv v X
24.2 163 135 204  3,4-metilenodioxifenil-2-propanona v Vv v

Fonte: elaborado pela autora

O artigo de Kuwayama et al. (2006) utilizou o acetato de etila como solvente
de extragdo, onde usaram 0,2mL de acetato de etila na técnica de LLE com 100 mg
da amostra e 1mL de tampao pH 7. Foram observados analitos como: MA, N-

formilmetanfetamina, dimetilanfetamina, N-acetilanfetamina e N-acetilefedrina.
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Uma metodologia utilizando n-hexano e cloroférmio foi descrita por Makino et
al. (2003), também por LLE. Neste trabalho, diferentemente do que observamos nos
testes realizados, os pesquisadores identificaram mais analitos de interesse como:
efedrina, MDA, MDMA, MA, ketamina, MDEA e cafeina. Segundo os autores, a
efedrina tem baixa solubilidade em n-hexano e foi impossivel detectar efedrina
utilizando esse solvente, por isso os autores utilizaram o cloroférmio (um solvente
téxico) nos comprimidos que continham efedrina.

O acetato de etila € um solvente relativamente seguro podendo ser soluvel
em agua, éter, alcool e cloroférmio. Entre os solventes avaliados, o acetato de etila é
considerado menos poluente (Welton, 2015; Pinto et al., 2019). Além disso, o acetato
de etila tem uma menor taxa de evaporagdo em comparagao com o éter etilico e o n-
hexano. Isso significa que menos quantidade de acetato de etila é liberada para o
ambiente durante o uso. As emissdes reduzidas ajudam a minimizar a poluigao do ar
e o potencial impacto negativo na qualidade do ar, além da menor exposi¢cdo do
analista (Welton, 2015; Pinto et al., 2019).

Desta forma, o acetato de etila foi o solvente com melhor custo-beneficio
considerando a obtencdo de melhor perfil cromatografico em relagdo aos demais

testados.

4.1.2.3 Tempo de agitagdo

Inicialmente foram testadas as variagcbes 1, 2 e 3 de tempo de agitagédo no
vortex para analise do perfil de cromatograma. Os tempos foram de 5 e 10 minutos na
variacéo 1, na variagao 2 utilizou-se 10 e 5 minutos, respectivamente. Ja na variagéo
3, temos 10 minutos para ambos os tempos de agitacdo 1 e 2. E possivel observar,
conforme Tabela 6, que os picos nos TR selecionados foram constatados nos

cromatogramas das trés variagdes iniciais (Tabela 5).
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Tabela 6 — Picos cromatograficos das amostras de acetato de etila em
relacdo ao tempo de agitacdo em 3 variagdes diferentes a partir da analise em GC-
MS

ions Variagoes de vortex

18.2 135 77 207 N-acetil-3,4-metilenodioxianfetamina

24.2 163 135 204  3,4-metilenodioxifenil-2-propanona
Fonte: elaborado pela autora

TR monitorados Sugestivo de: Variagdo Variagdo Variagdo
1 2 3

9.5 58 91 65 MA/Pseudoefedrina v Vv v

13.3 44 135 77 MDA v v v

141 58 77 135 MMDPPA v N4 Vv

(2R)-3-(1,3-Benzodioxole-5-yl)-2-

15.2 135 77 51 metilpropan-1-ol v v v

17.6 194 109 67 Cafeina v v v
v v v
v v v

As variagoes 4, 5 e 6, foram testadas com menores tempos de agitagao a fim
de agilizar o processo para que possa ser implementado na rotina laboratorial. Com
isso, as variagdes testadas foram de 5 minutos antes e 5 minutos (variagédo 4) apods a
adicao de solvente. Também a variagao de 3 minutos (variagao 5) e 1 minuto (variagcéo
6) para ambas as agitagcdes em vortex.

Conforme Figura 9, podemos observar que ndo houve mudanga no perfil
cromatografico das amostras das variagdes de 5 minutos, 3 minutos e 1 minuto.
Portanto, optou-se por continuar as analises com tempo de 1 minuto de agitagao para

ambas as etapas, a fim de facilitar e tornar a rotina dessas analises mais rapida.

Figura 9 — Cromatograma das variagdes 4 (5min), 5 (3min) e 6 (1min)
respectivamente em relagdo ao tempo de vortex para as amostras de ecstasy para

analise em GC-MS .9a- variacao 4; 9b- variacédo 5 e 9c- variagao 6
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Alguns trabalhos citam em sua metodologia o uso do vortex como aliado na
extragdo dos analitos, como, por exemplo, o artigo de Van Deursen et al. (2006) onde

as amostras de MDMA foram agitadas e sonicadas por 10 minutos. Ja na metodologia
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de Palhol et al. (2002), a suspensao obtida a partir de comprimidos de MDMA foi
extraida por agitagao vigorosa por 5 min com 1 mL de solvente.

Em outro estudo feito por Jalali et al. (2006) a amostra foi agitada por 10 min
antes da centrifuga. Nesse estudo, 8 amostras de ecstasy foram analisadas em GC-
MS referentes as impurezas encontradas. Os compostos MDMA, ketamina e
anfetamina foram detectados, porém nenhum precursor foi analisado.

Nos artigos de Cheng et al. (2006); Teng et al. (2006); Makino et al. (2003) a
agitacdo da suspensdo de comprimidos foi realizada durante 5 min. O primeiro
trabalho identificou cafeina, piperonal, MDB, piridina e N-formil-MDMA. Teng et al.
(2006) detectou MDMA, cafeina, MA, MDEA e anfetamina, porém utilizou
diclorometano para preparar as amostras dos comprimidos.

Ja Makino et al. (2003), identificou efedrina, MDA, MDMA, MA, ketamina,
MDEA e cafeina. Entretanto, utilizou de 3mL de n-hexano em volume maior ao testado
no presente estudo (Couri; Milks, 1982; Tshala-Katumbay et al., 2009).

Swist et al. (2005b) trabalhou com o maior tempo de agitacdo, 25 min, para
extragdo de suas amostras. O MDMA foi sintetizado neste trabalho para comparar o
pH neutro e basico no perfil de impurezas, sendo, portanto, analisadas diferentes
substancias.

Conforme descrito, podemos observar que ndo ha um padrao de tempo de
agitacao dentre os trabalhos referenciados. Desta forma, o presente estudo, traz a
avaliagao dos diversos tempos de agitagao e demonstra que nao houve diferenga no
perfil dos cromatogramas. Assim, optou-se por continuar com o menor tempo testado,

1 minuto (variagao 6).
4.1.2.4 Solugdo tampéo
Foram avaliadas solugcbes com os pHs 7, 10 e 12.5, sendo observado que a

condi¢cdo mais favoravel foi no pH 12.5. Apesar de todos os pHs apresentarem todos

os picos de interesse (Figura 10a), avaliando-se os cromatogramas resultantes, o pH
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12.5 foi o que apresentou maior area para os picos (Figura 10b), portanto optou-se
por continuar as analises com o acréscimo de 1mL do tampao carbonato 0,1M pH
12.5.

Figura 10 — Analise dos diferentes pHs na preparagdo de amostra de
comprimidos de ecstasy. Figura 10a - Variagao de pH nas analises com acetato de
etila em comparagao com a quantidade de grupo de ions em amostras de ecstasy a
partir da analise em GC-MS. Figura 10b- Comparacgao da area do pico do MDA (TR

13.3 min) para os 3 pHs diferentes (7, 10 e 12.5)
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Fonte: elaborado pela autora

Ha relatos na literatura sobre a eficiéncia das condi¢cdes de pH neutro e basicas
sobre as acidas para extrair as impurezas dos comprimidos de ecstasy. Na
metodologia de Van Deursen et al. (2006), um comprimido inteiro de MDMA foi
triturado e adicionado a 4 mL de tampéao fosfato pH 7. O mesmo pH 7 foi utilizado
também por Kuwayama et al. (2006) com adicdo de tampao fosfato. No artigo de Van
Deursen et al. (2006) foram analisados ainda os pHs 5 e 1 e comparados com o pH 7

que ainda assim obteve o melhor perfil de extracdo. Nos 82 comprimidos analisados
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foram identificadas algumas substancias como: safrol, piperonal, MDEA, N-formil-
MDA, entre outras.

Ja para Palhol et al. (2002), 150 mg do p6 homogéneo foi adicionado a 1 mL
de tampéo carbonato em pH 10. Esse pH também foi utilizado por Jalali et al. (2016)
e Swist et al. (2005b) através da adigdo de uma solugdo de carbonato de sédio a 10%
e tampao carbonato, respectivamente. Swist et al. (2005b) chegaram a avaliar a
influéncia do pH neutro (pH=7) e basico (pH=10) no perfil de impurezas do MDMA.
Neste estudo, foi sintetizado o MDMA a partir da reacao de Leuckart e concluiram que
sob condigdes basicas, o perfil de impurezas era mais eficiente no que se refere as
rotas das impurezas especificas.

Cheng e pesquisadores (2006) utilizaram solugao tampao fosfato a pH 11.5
para analisar comprimidos de ecstasy, resultando na identificagcdo de cafeina,
piperonal, MDB, piridina e N-formil-MDMA. Ja no artigo de Gimeno et al. (2002), foi
utilizada solugao basica de pH 12.8 e foram detectadas impurezas como PMMA e 3-
4, metilenodioxi-N,N-dimetilbenzilamina.

Desta forma, podemos observar diferentes propostas na literatura acerca do
pH adotado para melhorar a extracdo de impurezas dos comprimidos de ecstasy.
Entretanto, cabe ressaltar que a extracao apresenta melhor perfil quando em ambiente
basico. Quando adicionamos um tamp&o basico, aumentamos o pH do meio de
extragao, isso faz com que as bases fracas fiquem em maior quantidade em sua forma
nao ionizada e apresentando maior afinidade com a fase organica e dessa maneira
melhor extraidas com adigdo do solvente, exatamente o que ocorre com os analitos
de interesse deste trabalho (Swist et al., 2005b).

Em trabalhos publicados por Swist e colaboradores é discutido que os pHs mais
alcalinos teriam uma extragao excessiva de MDMA, o que poderia prejudicar a eluicao
de outras substancias de interesse. Entretanto, no presente trabalho, foi ajustada a
voltagem de elétrons do espectrometro de massas, nos TR proximos a eluigdo do
MDMA e MDA, para diminuir o sinal no cromatograma (Swist et al. 2005a; Swist et al.
2005b).
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4.1.2.5 Massa do comprimido

As massas testadas de amostra foram 10, 25, 50 e 100 mg. Observou-se que
na massa de 10 mg foram identificados 3 picos e na de 25 mg somente 6 picos no
cromatograma. Ja no caso da massa de 50 e 100mg ambos contemplavam os 7 picos
de interesse (Figura 11). Portanto, as analises prosseguiram utilizando-se 50 mg como

massa de amostra.

Figura 11 — Analise da massa da amostra em relagcéo a quantidade de grupos de

ions (picos de interesse) em amostras de ecstasy analisados em GC-MS
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Fonte: elaborado pela autora

Comparando com outros trabalhos que utilizaram dos comprimidos de ecstasy

para identificacédo, temos que Jalali et al. (2016) e Khajeamiri et al. (2011) utilizaram 5
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mg. No primeiro trabalho foram identificados MDMA, ketamina e anfetamina. No
segundo, foram encontrados MDMA, ketamina, fenmetrazina e efedrina (ou
pseudoefedrina).

O dobro da massa foi utilizado nos trabalhos de Togni et al. (2015) e Gimeno
et al. (2002), ambos com massa de 10 mg de comprimido para as analises. O primeiro
identificou MDMA, cafeina, 2C-B, piperazinas, anfetaminas, fenciclidina e outros. Ja o
segundo encontrou nos comprimidos de MDMA as seguintes impurezas: isosafrol,
piperonal, safrol, anfetamina, MA e outros diversos intermediarios de sintese.

Ja Wood et al. (2011) utilizou 25 mg, executando quantificacdo de MDMA,
sem contemplar outras substancias. A massa de 30 mg foi utilizada por Cheng et al.
(2006) para identificacdo de precursores, cafeina, estazolam, MDA e MA, dimero
MDA, dimero MDMA, MDB, piperonal e alcool piperonil.

McManaman et al. (2014), Giebink, Smith (2011), Bonadio et al. (2009) e Swist
et al. (2005b) utilizaram-se de 200 mg do comprimido triturado para suas analises.
Essa quantidade € consideravel podendo saturar o equipamento de deteccdo a
depender do preparo da amostra.

As referéncias acima citadas, ou utilizam quantidades de amostra menores
que o presente trabalho ou muito superiores. As amostragens de 50 e 100 mg
avaliadas demonstram um numero maior de substéncias no cromatograma, porém
com uma maior massa também corremos o risco de sobrecarregar o equipamento
(GC-MS) (Collins et al., 2006).

Isso ocorre devido a uma sobrecarga na coluna cromatografica, excedendo o
seu limite e causando ma separacgao dos analitos, resultando em picos distorcidos e
diminuindo a sensibilidade e precisdo da analise (Collins et al., 2006). Também ha o
favorecimento de dano ao equipamento ao acumular impurezas na coluna, injetor ou
detector, afetando o desempenho e exigindo manutengdo mais frequente. Portanto,
optou-se por continuar com a massa de 50mg.

Uma vez finalizado o processo de avaliagcdo do preparo das amostras de

comprimidos do tipo ecstasy, o método final obtido foi: 50 mg do comprimido triturado,
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adicionar 1 mL do tampao carbonato 0,1M pH 12.5, agitar em vértex durante 1 min,
adicionar 1 mL de acetato de etila, agitar por mais 1 min, centrifugar durante 4 min a
4000 rpm. ApOs isso, retirar 600uL do sobrenadante, transferir para vial e injetar a
amostra em GC-MS (Figura 12).
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Figura 12 — Método final para preparagao de amostra de ecstasy por GC-MS

METODOLOGIA FINAL:

1 MASSA

Pesar 50mg do
comprimido

Adicionar TmL de solugao
tampéao carbonato 0,1M
pH 12.5

Agitar a amostra por
1 minuto

Adicionar TmL de
acetato de etila

Agitar a amostra por
1 minuto

Colocar na centrifuga
por 4 minutos a
4000 rpm

600 pl do scbrenadante
no vial e injetado no
equipamento

e
%

Fonte: elaborado pela autora
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O preparo de amostra, no setor de Drogas Psicoativas da PCI/SRJOI era
realizado pesando uma porg¢ao indefinida do comprimido triturado com adigao de 1 mL
de acetato de etila + 1 gota de amdnia, agitando o sistema manualmente ou em vortex
sem tempo pré-definido, centrifugacdo por 4 min a 4000 rpm, retirado 50uL do
sobrenadante em vial + 450uL de acetato de etila. A metodologia proposta mostra-se
com maior potencial para a obtengcao de um perfil cromatografico mais informativo
podendo abranger a detecgdo de precursores ou impurezas caracteristicas do
processo de fabricagado de ecstasy, e, portanto, contribuindo para a determinacéo do
perfil quimico de amostras apreendidas.

Existem diversos estudos sobre metodologias para analise desses
comprimidos de ecstasy (Tabela 7). O trabalho em questdo focou no que era
reprodutivel na PCI/SRJOI, ou seja, considerando os recursos disponiveis para as
etapas de preparo de amostra e analise. Comparando com os demais trabalhos
publicados, o método desenvolvido utilizou um volume pequeno de solvente organico

com tempo de agitagao reduzido (1 min).

Tabela 7 — Comparagao do preparo da amostra do presente estudo, artigos da

literatura e da metodologia inicial da PCI/SRJOI para analise de ecstasy em GC-MS

Artigo/ Massa da pH do Qt. de

; = Solvente Ultrassom Vértex Centrifuga  substancias
metodologia amostra tampao detectadas
12.5-1 Acetato de = . 4 min —
Presente trabalho 50mg mL etila — 1mL Nao 1 min 4000 rpm 7
Acetato de
Porgéo do Nao etila-1mL +1 = Nao 4 min —
PCI/SRJOI comprimido utiliza gota de Nao definido 4000 rpm )
amoénia
Cheng et al., 11.5—-1  Eter dietilico - ~ . .
2006 30mg mL 1.5 mL Nao 5 min Sim 5
Giebink & Smith, 7.0-10 n-hexano — 3 = . =
2011 10 mg mL ’ mL Nao 5 min Néao 2
Gimeno et al,, 12.8 -5  Eter dietilico — = ~ =
2002 80 mg mL © 3mL Nao Nao Né&o 26
. Eter dietilico —
Jalali et al., 5 mg 100=" 51 e Metanol Nao 10 min 3500 rpm 3
2016 750 pL
. -500pL
Khaeieamiri et Eter dietilico —
J 5mg 2.0 2mL e Metanol Nao 10 min 3500 rpm 4
al., 2011
- 500pL
Kuwayama et 70-1 Acetato de = = =
al., 2008 100 mg mL efila—0.2mL Nao Nao Nao 5
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Lapachinske et . Metanol — 5 . . 5 min —
al., 2004 5mg Nao mL 10 min Nao 300 g 4
Makino et al., 10 m 70- 8 n-hexano — 3 No 5 min 10 min — 7
2003 9 mL mL 3500 rpm
McManaman et 200 m 7.0- Tolueno - 400 10 min 10s/2 8min/10 8
al., 2014 9 4mL L min min
Palhol et al., 10.0-1 Diclorometano ~ . ~
2002 150 mg mL —1mL Nao 5 min Nao 20
Swist et al, 200 m 176006— n-heptano - N3o 25 min N3o 13
2005b 9 : 200 mL
2mL
0.2M . .
Teng et al., 1 _ Diclorometano ~ . 5 min —
2006 comprimido K3OmHL 3mL N&o Smin 3500 rpm S
Togni et al., ~ ~ . 5 min -
2015 10 mg Nao Metanol — 8mL Nao 3 min 14.674g 8
Van Deursen et 1 7.0- . . 8 min —
al., 2006 comprimido 4mL Tolueno 10 min 10min - 4500 rpm 18

Fonte: elaborado pela autora

4.1.3Validagao do método

4.1.3.1 Preciséao

Para a precisdo intradia foram utilizados dois pools diferentes 1 e 2,
analisados em quintuplicata e calculado média das areas dos picos, desvio padrao e
CV para cada TR. Tanto para o pool 1 quanto para o 2 temos que no dia zero (mesmo
dia que as amostras foram trituradas) os CV ficaram abaixo de 20% (Tabela 8). Os
resultados apresentados foram homogéneos, corroborando com o fato de que a
analise dos dados nao foi aleatéria, mas sim, precisa.

Porém, na precisdo interdia & possivel observar valores maiores de CV.
Provavelmente, isso ocorre devido a falta de estabilidade dos comprimidos que foram
triturados no dia da analise de precis&o intradia (conforme se observa também nos
ensaios de estabilidade abaixo descritos). Foi observado que as areas dos picos
diminuiram consideravelmente e consequentemente o CV dos TR quando analisados
em relacao ao dia 1 foram altos. Entretanto, é preciso ponderar que a precisao devera
ser reavaliada quando na disponibilidade de padrdes analiticos ja que poderao gerar

dados mais confiaveis de validag&o analitica.
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Tabela 8— Comparacgao dos CV (%) entre os ensaios de precisdo intradia e

interdia para os pools 1 e 2.

TR Precisao intradia (%CV) Precisao interdia (%CV)
POOL 1 POOL 2 POOL 1 POOL 2
9.5 6.0 3.2 24.8 20.0
13.3 0.9 4.4 10.3 10.8
14.1 59 71 18.6 18.9
15.2 N&o identificado!  Né&o identificado’  Na&o identificado’  Na&o identificado’
17.6 1.6 18.2 23.7 37.7
18.2 7.8 6.3 19.3 23.4
24.2 15.9 10.8 31.5 22.0

" N3o identificado pois nesses pools n3o tinham essas substancias, portanto ndo houve aparecimento de pico no
cromatograma correspondente ao TR dessas substancias.
Fonte: elaborado pela autora

4.1.3.2 Seletividade

Em relacao a seletividade do método, foram analisados dois excipientes que
geralmente sao adicionados na composi¢cao dos comprimidos: estearato de magneésio
e celulose, substancias utilizadas como aglutinante ou emulsionante.

Também foi analisada pelo método de GC-MS desenvolvido pelo trabalho
uma amostra somente com acetato de etila para comprovar a auséncia de
interferéncia desse solvente nas analises propostas.

Na Figura 13, é possivel observar que ndo ha interferentes no TR dos analitos
de interesse quando injetado acetato de etila ou os excipientes. Assim, nenhum TR
de importancia esta conflitando com os picos das substéncias analisadas nos
cromatogramas. Portanto, seria possivel inferir que os picos realmente sao
relacionados com MDA/MDMA ou precursores e nao a qualquer outra substancia ou

excipiente utilizado para fabricagao dos comprimidos.
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Figura 13 — Cromatogramas plotados de uma amostra do pool de ecstasy
(cor preta) comparado com uma amostra de solvente acetato de etila (cor azul),

estearato de magnésio (cor verde) e celulose (cor vermelha) em analise de GC-MS

3e+07
2.5e+07
2e+07
1.5e+07

1e+07

5000000

Tempo de retengdo 0%3:‘ ‘t, e L e

6.00 8.00 iobb %506 %406 - %doé - %Sbé - éobd ‘ 22.00 24.00 26.00 28.00
Fonte: elaborado pela autora

4.1.3.3 Efeito residual (carryover)

O efeito residual (carryover), conforme a Figura 14, foi avaliado através da
corrida do acetato de etila antes e depois da amostra do pool 2. Uma primeira corrida
foi realizada com o acetato de etila 1 (Figura 14a) para comparagao da corrida do
acetato de etila ap6s a amostra do pool 2.

Na analise do acetato de etila 2 (Figura 14b), logo apés a corrida do pool 2,
tem a presenga de um pico com TR de 27.8 min, que ndo coincide com nenhum dos

TR de interesse definidos no trabalho, como é possivel observar pelo cromatograma
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da configuracdo 9 da metodologia do GC-MS onde obtivemos o melhor perfil
cromatografico (Figura 14d).

E possivel observar também, que uma segunda corrida de acetato de etila foi
feita apds a amostra (Figura 14c) e ndo contém o pico com TR de 27.8 min que
aparece no primeiro branco pds pool. Entdo, apesar do aparecimento do pico no TR
27.8 min, nenhum dos picos coincidiu com os picos presentes no perfil das amostras

testadas de ecstasy (Figura 12d) e, portanto, ndo consideramos como efeito residual.

Figura 14 — Cromatogramas do acetato de etila 1 (14a), acetato de etila 2

(14b) e acetato de etila 3 (14c), amostra da configuragao 9 (14d) respectivamente.
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4.1.3.4 Estabilidade

A estabilidade das amostras de pré-processamento foi avaliada e observou-
se que os CV da area dos picos de interesse ndo se mantiveram estaveis no tempo
trinta dias, conforme Tabela 9.

Alguns picos se mantiveram estaveis até o tempo 30, porém n&o €& possivel
assegurar que todos os picos permanecerao estaveis até a analise apdés 30 dias.
Também ¢é importante ponderar sobre o armazenamento dessas amostras que
consistiu em somente armazenar em tubo falcon fechado, porém néo foi protegido da
luz e somente mantido em temperatura ambiente. Essas condicdes podem ter sido
uma limitagao e possivel interferente nos resultados.

Salienta-se ainda que a estabilidade foi avaliada em relagao a area dos picos,
o que afetaria diretamente uma analise quantitativa. Foi possivel observar que o pico
em 15.2 min desapareceu no teste de 30 dias. Portanto, para uma analise qualitativa
o0 método ainda poderia ser adequadamente aplicado até o tempo de 15 dias.

No estudo De La Fuente et al., 2020, analisaram as variaveis de tempo de
armazenamento, pureza inicial da amostra (anfetamina), temperatura e umidade do
local de armazenamento de amostras de comprimidos de anfetamina. As amostras
foram armazenadas em temperatura ambiente de 22,14°C e umidade de 66,36% e
em temperatura refrigerada de 4,7°C e umidade de 28,29%. Foram analisados em 12,
24 e 32 meses. Somente no més 32 que obtiveram degradacgéo significativa de -6,43
% dos analitos. Os autores ndo observaram diferenca de resultado em alta e baixa
concentracdo de anfetamina na amostra, e nem disparidades entre as diferentes

formas de armazenamento (La Fuente et al., 2020).
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Tabela 9 — Analise da estabilidade pré-processamento através da
porcentagem de alteracédo da area nos tempos 7, 15 e 30 dias em relagao ao tempo

Zero

TR Porcentagem da variagao da area (%)

Tempo Tempo Tempo
7 dias 15 dias 30 dias
9.5 25 12.3 10.6
133 96 34 19.0
141 40 4.0 5.9
15.2 4.9 9.9 n&o identificado’
176 4.1 11.8 8.0
18.2 8.1 4.9 2.1
242 44 10.5 0.3

" Pico nao foi identificado no tempo de 30 dias, provavelmente por degradacao da substancia sugestiva desse pico.
Fonte: elaborado pela autora

Ja em relacao a estabilidade pds-processamento, na analise 12 horas apds o
tempo zero, € possivel observar uma variagdo >20% na diferenga da porcentagem da
area de alguns picos, o que infere que a amostra ndo € mais estavel (Tabela 10).

Nas analises subsequentes de 24 e 48 horas, o valor da porcentagem para
alguns picos n&do € maior que o valor no tempo 12h, porém existe a possibilidade de
a amostra ter concentrado devido a evaporagao do acetato de etila presente no vial,
ja que a analise pds-processamento é feita através da inje¢do no GC-MS da mesma
amostra do vial do tempo zero. Portanto, também ndo podemos garantir a estabilidade
da amostra ap0s o preparo e inser¢ado da amostra no vial de inje¢do, embora os dados
indiquem apenas a influéncia em uma possivel analise quantitativa.

A validagao analitica traduz a forga de um processo ou metodologia, como é

0 caso, para demonstrar a sua aplicabilidade de maneira documentada e com base
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em dados cientificos. Também garante que os dados s&o precisos e confiaveis de
maneira que possam ser reprodutiveis em outros laboratérios e operados por outros
profissionais (Bhardwaj, 2016). Desta forma, a validagdo do método aprimorado por
esse trabalho garante a confiabilidade da analise do perfil quimico dos comprimidos
do tipo ecstasy apreendidos quando aplicado conforme parémetros definidos e

descritos no procedimento operacional padrao (Apéndice A).

Tabela 10 — Porcentagem da variagao dos tempos 12, 24 e 48 horas das

analises de estabilidade pods diluicdo em relagdo a area dos picos no tempo 0

TR Porcentagem da variagao da area (%)

Tempo 12h Tempo 24h Tempo 48h

9.5 1.3 4.3 12.0
13.3 16.2 7.2 1.5
141 11.2 5.1 0.6
15.2 1.9 1.3 0.9
17.6 61.0 1.5 10.7
18.2 2.5 6.3 23.2
24.2 73.5 96.5 107.2

Fonte: elaborado pela autora

4.1.4 Amostras reais

As amostras reais foram selecionadas da casuistica do setor de Drogas
Psicoativas da PCI/SRJOI para serem testadas no método proposto por esse trabalho.

Os comprimidos foram apreendidos em diferentes cidades de Santa Catarina,
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conforme descrito na metodologia. Foram analisados apenas comprimidos com o
mesmo desenho (“CNN”) para comparagao do perfil de quimico obtido.

Nessas amostras houve uma divergéncia em relagao aos picos que aparecem
no cromatograma. Os picos nos TR 13.3; 15.2; 18.2 e 24.2 foram os picos comuns em
todos os comprimidos analisados, sendo respectivamente: MDA, (2R)-3-(1,3-
Benzodioxole-5-yl)-2-metilpropan-1-ol, N-acetil-MDA e 3,4- metilenodioxifenil-2-
propanona. Porém o pico 9.5 (MA) somente estava presente na amostra 4. O pico
14.1 (MMDPPA) n&o estava presente na amostra 5 e foi detectado nas demais.
Portanto houve uma pequena divergéncia entre os comprimidos 4 e 5 em relagéo aos
comprimidos 1, 2 e 3 (Tabela 11).

Os achados podem indicar que a amostra 4 pode ter sido oriunda de
local/laboratério diferente das demais amostras, ou que foi utilizado uma outra
substancia de partida para a sintese desses comprimidos. O mesmo ocorreu para a
amostra de numero 5, que ndo teve a detecgdo do pico no TR de 14.1 min (MMDPPA),

podendo ter sido sintetizado a partir de uma outra rota de sintese.

Tabela 11 — Comparacao da analise de 5 diferentes apreensdes de
comprimidos de ecstasy com o mesmo desenho (CNN) em relagéo a detecgéo dos

picos de interesse em analise no GC-MS

TR lons CNN 1 CNN 2 CNN 3 CNN 4 CNN 5
monitorados

95 58 91 65
13.3 44 135 77
141 58 77 135
156.2 135 77 51
17.6 194 109 67
18.2 135 77 207
24.2 163 135 204

LA XA QA X
LA X QA A X
LA X QA A X
LA X AN N A
LA X A X A X

Fonte: elaborado pela autora

Os comprimidos CNN 1, 2 e 3 obtiveram o mesmo perfil de eluicdo dos picos

no cromatograma dos ions monitorados. As amostras, respectivamente, sao oriundas



82

de apreensdes nas cidades de Papanduva, Canoinhas e Campo Alegre. Ja o

comprimido 4 sao de Joinville e os CNN 5 sao de Balneario Camboriu (Figura 15).

Figura 15 — Distribuigdo geografica das apreensdes dos comprimidos de

ecstasy com desenho “CNN” no mapa de Santa Catarina

LEGENDA:
@ CNN1,2E 3 A,

® o = By
@ CNN 5 w ‘w S,

Fonte: adaptado IGBE (Ano desconhecido)

E possivel observar que os comprimidos CNN 1, 2 e 3 que tiveram o mesmo
perfil quimico estédo localizados mais a oeste das outras cidades. Isso pode trazer
informacao em relagéo a vinculagao de origem entre as apreensdes, com potenciais
distribuidores ou laboratérios de sintese ou prensa desses comprimidos. Em
contraste, poderiamos sugerir a hipotese de que os laboratoérios e rotas de trafico dos

comprimidos que foram apreendidos em Joinville (CNN 4) e Balneario Camborit (CNN

5) tiveram origem distinta dos demais e entre si.
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Os dados indicam que a analise do perfil quimico pode contribuir sobremaneira
com a inteligéncia policial, de forma a sugerir potenciais rotas de trafico e distribuigao,
desmantelamento de laboratérios clandestinos e investigagcbes sobre a

comercializagao de produtos quimicos utilizados na sintese de drogas sintéticas.

5CONCLUSAO

A técnica aprimorada e validada para analise de comprimidos de ecstasy
permitiu identificar o perfil quimico através da obtencdo de cromatogramas mais
informativos em relacéo a técnica implementada na rotina atual do laboratério. De
forma que a metodologia proposta neste trabalho é capaz de acrescentar informagdes
sobre a composicao e rota de sintese dos comprimidos apreendidos.

A identificagao do perfil quimico de substancias ilicitas, como de comprimidos
do tipo ecstasy, € um desafio enfrentado pelos profissionais da area forense e da
seguranga publica. A falta de padrées analiticos para comparagéo e a auséncia de um
padrdo secundario sao limitacbes na validacdo de metodologias de identificacao.
Apesar da indisponibilidade dos padrdes nos testes de validacao, foi possivel adaptar
0s principais testes para analise qualitativa de drogas de abuso recomendados pela
UNODC e demais guias de validagdo, sendo possivel comprovar a precisdao do
método analitico e a seletividade.

Outro aspecto importante do trabalho foi a analise da estabilidade pré e pos-
processamento das amostras, ja que por algumas vezes é necessario o reteste de
alguns comprimidos. Com o resultado obtido ficou demonstrado que ndo ha vantagens
em utilizar uma amostra previamente tratada principalmente se a intengao € obter um
perfil quantitativo, por outro lado, foi observado nos ensaios de estabilidade pré-
processamento que nao houve diferenga no perfil cromatografico observado por até
30 dias.
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A metodologia final atingiu o objetivo do trabalho que era apresentar
cromatograma mais informativo acerca do perfil quimico das amostras testadas. Além
disso, os picos sugestivos mostram substancias que estao presentes nas etapas de
sintese do MDMA/MDA podendo ser uteis para estudos sobre rotas de sintese.

Para as perspectivas futuras, o método podera ser aplicado na rotina do
laboratério para compilar dados sobre a composicao dos comprimidos apreendidos a

fim de utilizagao pela inteligéncia policial.
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APENDICE A - POP DE IDENTIFICAGAO DE ECSTASY

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

. Data de
CODIGO: XX- L Data de vigéncia: Préxima revisao: Versao
emiss&o:
POP-XX 10/07/2023 DEZ/2024 n° 002
13/06/2023

AREA EMITENTE: QUIMICA FORENSE

ASSUNTO: IDENTIFICAGAO DE COMPRIMIDOS DO TIPO ECSTASY

OBJETIVO

O objetivo deste procedimento € identificar substancias ativas e possiveis
precursores nas amostras de comprimidos do tipo ecstasy apreendidas utilizando
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massa. A cromatografia gasosa
€ um meétodo que permite a separacdo dos analitos de uma amostra através de sua

interacao entre a fase movel (gas) e uma fase estacionaria (solida ou liquida).

APLICAGAO
Este POP aplica-se ao setor de Quimica Forense da Policia Cientifica de

Joinville.

RESPONSAVEL
Perito Criminal Bioquimico

Auxiliar de Laboratorio

MATERIAIS

Camera; Balanca analitica;
Régua; Centrifuga;

Grau; Acetato de etila;
Pistilo; Tampéo pH 12.5;
Eppendorf; Pipeta automatica;
Tubo falcon; Ponteira;

Vial, Béquer de descarte;



Cromatégrafo gasoso acoplado ao

Espectrometro de massas.

94

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

. Data de
CODIGO: o
emissao:
XX-POP-XX
13/06/2023

Data de
vigéncia:
10/07/2023

Proxima revisao:
DEZ/2024

Versao
n° 002

AREA EMITENTE: QUIMICA FORENSE

ASSUNTO: IDENTIFICAGAO DE ECSTASY

PREPARO DA SOLUGAO TAMPAO pH 12.5

Para o preparo da solu¢do de volume total 100mL.:

1) Pesar 0,8 g de Bicarbonato de sédio (NaHCO3) e 1,0 g de carbonato de sddio

(Na,CO3) em balanga analitica;

2) Em um béquer colocar um pouco de agua destilada suficiente para solubilizar

ambas substancias pesadas;

3) Agitar até completa dissolugao dos sais em agua;

4) Transferir para um baldo volumétrico e completar com agua destilada;

5) Conferir o pH da solugdo com o pHmetro e ajustar o pH conforme necessario;

6) Acondicionar a solugao em frasco devidamente identificado e armazenado em

geladeira para conservagéo.

PROCEDIMENTOS

1) Fotografar os comprimidos da amostra com a régua posicionada;

2) Com o grau e o pistilo macerar o comprimido a ser analisado;

3) Pesar 50 mg da amostra em tubo falcon;

4) Com a pipeta automatica, adicionar 1000 uL de tampéao pH 12.5;

5) Descartar ponteira;

6) Agitar a amostra em vértex durante 1 minuto;
7) Com a pipeta automatica, adicionar 1000 uL de acetato de etila;

8) Agitar a amostra em vortex durante 1 minuto;

9) Centrifugar a amostra durante 4 minutos a 4000 rpm;
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10)Com a pipeta automatica retirar o sobrenadante da amostra centrifugada e

adicionar no 600 uL vial;

11)Descartar ponteira;

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

CODIGO:
XX-POP-XX

Data de
emissao:
13/06/2023

Data de
vigéncia:
10/07/2023

Proxima revisao: Versao
DEZ/2024 n°® 002

AREA EMITENTE: QUIMICA FORENSE

ASSUNTO: IDENTIFICAGAO DE ECSTASY

12)Tampar o vial,

13)Posicionar o vial no cromatégrafo gasoso e iniciar a analise;

CONFIGURAGAO DO CROMATOGRAFO GASOSO

Volume de injec&o: 1 uL da amostra

SPLITLESS

Temperatura da injegao: 290°C

Fluxo de gas Hélio (He): 1 mL/min

Solvent delay: 2,7min
Rampa: 50°C por 2 min, seguido de 10°C/min até 290°C, mantém 290°C por 4 min.

Tempo total da corrida: 38 min

ions monitorados

Sugestivo de:

Tempo de
retencdo (TR)
9.5 58 91 65 MA/ Pseudoefedrina
13.3 44 135 | 77 MDA
14.1 58 77 | 135 MMDPPA
15.2 135 77 51 (2R)-3-(1,3-Benzodioxole-5-yl)-2-
metilpropan-1-ol
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17.6 194 | 109 | 67 Cafeina
18.2 135 77 | 207 N-acetil-3,4-metilenodioxianfetamina
242 163 135 | 204 3,4-metilenodioxifenil-2-propanona
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
. Data de Data de
CODIGO: o S Proxima reviso: Versao
emissao: vigéncia:
XX-POP-XX DEZ/2024 n°® 002
13/06/2023 10/07/2023

AREA EMITENTE: QUIMICA FORENSE

ASSUNTO: IDENTIFICAGAO DE ECSTASY

Estabilidade do comprimido apés ser triturado: 15 dias.

EMISSAO, REVISAO E APROVAGAO.

Emitido por: Julia Carolina Soares

Revisado por:

Aprovado por:

Data da Aprovacao:
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