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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido no &mbito da colaboracdo entre a Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa (FCUL) e o Laboratério de Policia Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ),
com vista ao estudo das novas substancias psicoativas (NSP).

As NSP sdo substdncias ndo abrangidas pelas Convengdes das Nagdes Unidas sobre os
Estupefacientes e Substancias Psicotropicas, mas que podem colocar riscos sociais ou para a saude. O
aparecimento destas substancias levou a formacdo de um fendmeno que se vem difundindo a uma taxa
sem precedentes, representando um desafio em constante evolugdo que acarreta graves riscos para a
salde em geral. As catinonas sintéticas sdo o segundo maior grupo de NSP monitorizadas pelo
Observatério Europeu de Droga e da Toxicodependéncia (EMCDDA), estando quimicamente
relacionadas com a catinona, um estimulante psicoativo que ocorre na planta Khat (Catha edulis).

Contrariamente ao que acontece para as drogas classicas, sdo escassos 0s estudos sobre a
identificacdo e quantificago de catinonas sintéticas, sendo que o rapido surgimento de novas moléculas,
bem como a sua propagacdo no mercado ilicito, dificulta o trabalho dos analistas, ndo existindo por
vezes técnicas que permitam uma resposta tdo rapida quanto desejavel. Nesse sentido, no &mbito de uma
acdo pro-ativa, surgiu a importancia da validacdo de um método de quantificagdo de catinonas sintéticas,
gue ndo sdo consideradas “de consumo mais frequente” ao abrigo da Portaria n.° 94/96, de 26 de Marco,
pelo que atualmente ndo sdo quantificadas. No entanto, tendo em conta a sua crescente difusdo passarao,
muito provavelmente, no futuro, a ser consideradas “de consumo mais frequente” e, consequentemente,
terdo que ser quantificadas.

O método desenvolvido teve como base o procedimento de rotina do LPC-PJ aplicado para
quantificagdo das substancias ilicitas descritas na referida Portaria. Deste modo, foi desenvolvida uma
metodologia de GC-FID para aplicagdo na quantificacdo das 3 catinonas sintéticas: mefedrona, metilona
e MDPV (3,4-metilenodioxipirovalerona). A selecéo foi feita em virtude de estas 3 substancias terem
sido recentemente consideradas drogas ilicitas e introduzidas na legislacdo portuguesa sobre drogas
(Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de Janeiro). A validacdo englobou duas fases de extrema importancia: a
calibracdo do método e a estimativa da incerteza associada ao resultado. Para tal, foi necessario sintetizar
a metilona, e caracterizar as 3 substancias em estudo com recurso a diversas técnicas analiticas (GC-MS,
GC-FID, RMN), assim como 21 outros padrBes de catinonas sintéticas, e 5 outras substancias, que
poderiam funcionar como possiveis interferentes da metodologia em desenvolvimento, resultando num
total de 450 analises. De modo a facilitar a aplicacdo da abordagem utilizada para estimar a incerteza
global associada ao resultado, foram implementadas 3 folhas de célculo, uma para cada catinona em
estudo, tendo por base o método numérico de Kragten. Por Gltimo foi verificada a compatibilidade
metroldgica da metodologia em desenvolvimento e a sua aplicacdo a 4 amostras reais de material
proveniente de uma “SmartShop . Os resultados mostraram que o método é simples, rapido, eficaz e de
custos reduzidos, originando resultados com um grau de incerteza baixo, permitindo a quantificacéo das
catinonas sintéticas selecionadas em amostras de material apreendido em Portugal, quando ndo existem
interferentes, estando a metodologia pronta a ser aplicada nos trabalhos de rotina do LPC-PJ.

De salientar que neste trabalho foram ainda identificadas substancias de abuso em material
apreendido em Portugal para a resolugdo de casos judiciais. Neste ambito, foram analisadas 57 amostras
de diversas matrizes (p6s, matrizes herbais, comprimidos, solucées liquidas, microselos e autocolantes,
residuos de comida, animais, vinho e torr6es de agucar), através de diversas metodologias analiticas
(testes colorimétricos, TLC, CC, GC-MS, GC-FID, RMN, MS e FTIR), que permitiram a identificacdo
de 26 substancias psicoativas, evidenciando a complementaridade das vérias técnicas, com vista a
identificacdo inequivoca e a uma correta monitorizacao das substancias.

Palavras-Chave: NSP; Catinonas sintéticas; Quantificacdo; GC-FID; Validacdo



ABSTRACT

The present work was developed in the framework of the collaboration between the Faculty of
Sciences of the University of Lisbon (FCUL) and the Laboratory of the Scientific Police of the Judiciary
Police (LPC-PJ) to study the new psychoactive substances (NSP).

NSP are compounds that are not covered by the United Nations Conventions on Narcotic Drugs and
Psychoactive Substances, but may pose health or social risk. The emergence of these substances around
the world, that start in the beginning of the last decade, has led to a unprecedented rate phenomena,
constantly growing and evolving, representing a challenge that poses serious risks to public health.
Synthetic cathinones are the second largest family of NSP monitored by European Monitoring Centre
for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), and are chemically related to cathinone, which is a stimulant
found in the Khat plant (Catha edulis).

Unlike common drugs, few studies are available on the identification and quantification of synthetic
cathinones. In fact, the rapid diffusion of new molecules, as well as their propagation in the illicit market,
hinders the analyst work, not allowing a response as fast as desirable. Therefore, in an proactive action,
the validation of a method of quantification of synthetic cathinones emerge as an very important matters,
although these should not be quantified under the portuguese legislation (Portaria n.° 94/96, de 26 de
Margo) because they are not considered “of more frequent consumption”. However, most likely and in
the future, they will also became so considered, due to their increasing diffusion.

The developed method was based on the routine of Scientific Police Lab (LPC-PJ) procedure used
to quantify the illicit substances described in the cited legislation. Therefore, a GC-FID methodology
war developed in order to quantify 3 synthetic cathinones: mephedrone, methylone and MDPV
(3,4-methylenedioxypyrovalerone). The selection was made because this 3 substances were recently
considered illicit drugs, and added to the portuguese legislation on drugs (Decreto-Lei n.° 15/93, de 22
de Janeiro). The validation procedure englobed two extremely important phases: the calibration of the
method and the global result uncertainty evaluation. Therefore it was necessary synthetize methylone,
and characterize the 3 substances in the study by using different analytical techniques (GC-MS, GC-FID,
RMN), and 27 other patterns of synthetic cathinones, and 6 other substances, that could be possible
interferers of this procedure, resulting in a total of 450 analysis. In order to facilitate the approach used
to estimate the global result uncertainty, three spreadsheets based on the Kragten method where
implemented. Lastly, the metrological compatibility was verified and the methodology was applied to 4
real samples seized from a SmartShop. The results showed that the procedure is very simple to apply,
fast, effective and low cost, producing results with a low degree of uncertainty, allowing the
quantification of this 3 synthetic cathinones in seized material, when it doesn’t exist interferers, showing
that the methodology is ready for application in routine LPC-PJ work.

It should also be noted that in this work it were identified abuse substances in seized material in
Portugal to solve judiciary cases. Thus, 57 samples were analysed in different matrices (powders, herbal
matrices, tablets, liquid solutions, microselos and stickers, food residues, animals, wine, sugar clumps)
by using different analytical methods (colorimetric tests, TLC, CC, GC-MS, GC-FID, NMR, MS and
FTIR), that allowed the identification of 26 psychoactive substances, showing that the complementarity
of many techniques is crucial for an unambiguous identification and correct substances monitoring.

Keywords: NSP; Synthetic Cathinones; Quantification; GC-FID; Validation
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1 INTRODUCAO

A toxicologia é uma das mais antigas ciéncias ao servi¢o da humanidade, podendo ser definida como
0 estudo da interacdo entre o0s xenobidticos - compostos estranhos ao organismo - e 0s
endobidticos - compostos ndo estranhos ao organismo, e 0s sistemas bioldgicos, com o objetivo de
determinar qualitativa e quantitativamente o seu potencial de inducdo de efeitos nesses sistemas [1].
Assim, para além da identificacdo das substancias em andlise, é também um objetivo desta disciplina
perceber o modo como as mesmas interagem com os sistemas bioldgicos, a fim de prevenir, diagnosticar
e tratar os seus efeitos nocivos [2], [3].

Devido a sua grande abrangéncia e objetivos, a toxicologia engloba varias subdisciplinas, como é o
caso da toxicologia analitica, da toxicologia clinica ou da toxicologia forense. A toxicologia forense é
uma area da ciéncia dedicada a aplicacdo de métodos e praticas cientificas para analise de substancias,
drogas e venenos, onde os resultados possam ser aplicados no auxilio da justica, nomeadamente no
esclarecimento de questBes judiciarias e judiciais, desempenhando um papel crucial na investigagdo
criminal [1]-[3].

Em Portugal, as duas instituices publicas que detém na sua organica setores de toxicologia com
vista & aplicacéo a alcada forense, sdo o Laboratdrio da Policia Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ)
e o Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INML-CF). Enquanto este Gltimo tem
como principal objetivo a analise de substancias como drogas de abuso, medicamentos ou pesticidas em
diferentes matrizes, principalmente biol6gicas, o LPC-PJ analisa, principalmente, material
apreendido [4], [5].

As drogas de abuso tém estado desde sempre presentes na histéria da humanidade. Estas podem ser
usadas no &mbito terapéutico, para tratar sintomas como a dor ou tosse, ou para efeitos recreacionais
enguanto substancias de abuso, induzindo a sensacdo de bem-estar e reduzindo a tensdo ou a ansiedade.
O uso destas substancias inclui um elevado risco de infecdo, doenca, e overdose, na medida em que, 0s
compostos farmacéuticos sdo produzidos em ambientes controlados, estando a sua concentragdo e grau
de pureza bem documentados, enquanto as substancias de abuso que circulam no mercado
ilicito/recreativo, sdo provenientes de laboratorios clandestinos e de composicéo desconhecida [2].

De acordo com a Diretiva (UE) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do Conselho [6], que altera a
Decisdo-Quadro 2004/757/JAl [7], que estabelece uma abordagem comum de resposta ao trafico ilicito
de droga, droga é qualquer substancia abrangida pela Convengdo Unica das Nagdes Unidas sobre os
Estupefacientes, de 1961, alterada pelo Protocolo de 1972, ou pela Convencéo das Nagdes Unidas sobre
as Substancias Psicotropicas, de 1971, bem como qualquer das substancias enumeradas no anexo a esta
diretiva, onde foram incluidas algumas das novas substancias psicoativas que mais riscos sociais e para
a salde publica colocam, como é o caso das catinonas - mefedrona e MDPV. Sempre que, no ambito de
uma avaliacdo de riscos nos termos do Regulamento (CE) n.° 1920/2006 do Parlamento Europeu e do
Conselho [8], uma NSP revelar graves riscos sociais e para a saude publica, representando uma ameaga
para a vida, a Comissao pode adotar um ato delegado a fim de alterar o anexo a diretiva citada, aditando
essa NSP e incluindo-a na definicdo de droga.

O uso e o trafico ilicito de drogas sao fendmenos de contexto mundial crescentes e dinamicos, que
ameacam a saude e a estabilidade social. De facto, os dados existentes sugerem que a disponibilidade
das drogas € elevada e que em algumas regides estd mesmo a aumentar. A Europa funciona como um
importante mercado neste setor, ndo s6 a nivel de producdo interna, mas também no que respeita ao
trafico de substancias provenientes de todas as regides do mundo. A América do Sul, a Asia Ocidental
e o norte de Africa s&o as regides mais importantes de produc&o de drogas ilicitas, entrando facilmente
na Europa, muitas das vezes pelo lado de Portugal.
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1.1 As NOVAS SUBSTANCIAS PSICOATIVAS

Novas Substancias Psicoativas (NSP) sdo, na sua maioria, compostos projetados para mimetizar os
efeitos das drogas ilicitas tradicionais e recreativas existentes, com efeitos psicoativos intensos. De uma
forma geral, estes compostos séo produzidos com o intuito de contornar as restricdes legais existentes
no que respeita a drogas de abuso, nomeadamente pela alteracdo da sua estrutura quimica [2], [9]. De
acordo com a Diretiva (UE) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do Conselho [6], que altera a
Decisdo-Quadro 2004/757/JAl [7], que estabelece uma abordagem comum de resposta ao trafico ilicito
de droga, uma NSP € “uma substancia na forma pura ou numa preparacdo que nao esta abrangida pela
Convencao Unica das Nagdes Unidas sobre o Estupefacientes, de 1961, alterada pelo Protocolo de 1972,
nem pela Convencdo das Nagdes Unidas sobre as Substancias Psicotropicas, de 1971, mas que pode
colocar riscos sociais ou para a salde, semelhantes aos colocados pelas substancias abrangidas pelas
referidas convengdes”.

O fendmeno das NSP tem-se difundido a uma taxa sem precedentes desde o inicio da década passada
por todo o mundo, principalmente em resultado da sua ‘legalidade’ e ampla disponibilidade, fazendo
com que sejam conhecidas vulgarmente como ‘legal highs’ [9], [10]. O reconhecimento destas
substancias como ‘legais’, associado aos pregos reduzidos e ao facto de serem dificeis de detetar nas
analises de rotina dos laboratorios de toxicologia, aumenta o grau de risco, levando a uma falsa sensacédo
de segurancga [11]. As NSP representam assim um desafio em constante evolugdo no que respeita as
politicas em matéria de drogas de abuso [12]. Novas substancias significam novos riscos toxicologicos
e novos desafios analiticos para a sua identificagdo, pelo que é cada vez mais necessario um esforco
multidisciplinar para perceber os seus efeitos, cronicos ou agudos, e os riscos que lhes estdo associados
[10], [13]. Atualmente, estas substancias sdo vendidas principalmente na internet, habitualmente em
embalagens rotuladas como “ndo para consumo humano”, cujo contetido pode ser de uma ou mais
substancias, que poderao incluir NSP ou adulterantes como é o caso da cafeina. No entanto, nem sempre
o rétulo corresponde de facto ao contetido [10]. A maioria das NSP sdo produzidas em empresas
guimicas e farmacéuticas da China, e posteriormente remetidas para a Europa, onde séo transformadas
em produtos prontos a entrar no mercado de venda e consumo. Por outro lado, algumas destas
substancias podem ainda ser produzidas em laborat6rios clandestinos ou desviadas da cadeia legitima
de abastecimento, nomeadamente com origem em medicamentos [12]. Nos Gltimos anos tem ocorrido
um aumento significativo de informac@es sobre este tipo de substancias, sugerindo a propagacéo do seu
consumo, no entanto, este aumento pode ser em parte devido a existéncia de novos instrumentos de
pesquisa e analise. Na verdade, a pesquisa sobre estes compostos é muitas vezes dificultada pela
existéncia de diferentes nomes relacionados com as mesmas substancias, ou até por determinado
composto ser conhecido por diferentes designaces [14]. E de salientar que o termo ‘novas’ nio significa
necessariamente que se refiram a novas moléculas, mas sim a substancias recentemente disponibilizadas
nos mercados de substancias recreativas. Na realidade, muitas destas substancias foram sintetizadas ha
muitos anos, com o objetivo de desenvolver medicamentos, como é o caso da mefedrona sintetizada em
1929, ou da metilona, patenteada em 1996 como agente anti Parkinson [14]-[17].

A nivel europeu, quem monitoriza a problematica das drogas, onde sdo incluidas as NSP, € o
Observatorio Europeu da Droga e da Toxicodependéncia, usualmente designado como EMCDDA. Este
fornece & Unido Europeia e respetivos Estados-Membros uma visdo geral do panorama existente, com
0 intuito de ajudar na elaboracéo de leis e estratégias para o combate aos fendmenos associados ao
consumo e trafico de substancias recreativas [18]. Até ao final de 2017, globalmente, o sistema
monitorizou mais de 670 novas substancias psicoativas, e embora 0 nimero de novas substancias que
aparecem no mercado tenha diminuido em relacdo ao pico observado em 2015, o problema associado
a0 seu consumo e as suas consequéncias ao nivel de satde publica permanecem elevados. Nos Gltimos
cinco anos, foram detetadas quase 70% das novas substancias identificadas através do mecanismo de
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alerta rapido na Unido Europeia (EWS), o primeiro dos trés niveis de controlo implementados aquando
da criacdo do EMCDDA, sendo que em 2017 foram detetadas pela primeira vez 51 novas substancias
na Europa. Assim, verificou-se um declinio em relagdo ao valor maximo de 100 novas identificagdes,
alcancado por ano em 2014 e 2015 (Figura 1.1). As causas desta reducdo ndo sdo claras, mas podem
dever-se as medidas adotadas pelos governos nacionais europeus para proibir estas substancias, em
especial a sua venda livre [12].

-

o
_ A
=

Outras Substincias
Opidceos
Benzodiazepinas
Arilciclohexilaminas
Canabindides Sintéticos

Catinonas

Fenetilaminas

Figura 1.1 - Namero e principais categorias de NSP notificadas pela primeira ao EWS da Uni&o Europeia, no periodo
entre 2005 e 2017 - adaptado de [12].

Com base nos seus mecanismos farmacoldgicos, propriedades psicoativas ou estrutura, as NSP
podem ser agrupadas em diferentes categorias. De acordo com a sua estrutura quimica, podem ser
diferenciadas nas seguintes classes: fenetilaminas, catinonas sintéticas, canabindides sintéticos,
arilciclohexilaminas, benzodiazepinas, opiaceos e outras substancias. S6 no ano passado surgiram
diversos casos de intoxicagdo aguda e morte relacionados com o consumo de opiaceos e canabinoides
sintéticos. Foram ainda investigados cinco derivados do fentanilo, que se encontravam disponiveis numa
série de novas formas, incluindo pulverizadores nasais, ou misturadas com outras drogas como a heroina
ou cocaina. A emergéncia destas drogas potencialmente fatais coloca desafios significativos tanto para
0s servigos de salde como para os servicos de aplicacdo da lei. No entanto, as catinonas e 0s
canabindides sintéticos continuam a ser as classes predominantes das NSP, representando quase 80 %
de um universo de 71 000 apreensdes s6 no ano de 2016 [12].

Em Portugal, o fendbmeno das ‘legal highs’ teve a sua explosdo em 2007, com a abertura da primeira
loja dedicada ao comércio destas substancias, lojas ja entdo designadas de “SmartShops”. Nos anos
seguintes e até 2013 o numero de lojas com o mesmo fim comercial aumentou exponencialmente no
pais, sendo que no inicio desse Gltimo ano ja existiam mais de 63 lojas abertas [19]. O primeiro grande
episodio de intoxicacdo decorrente deste tipo de substancias ocorreu na ilha da Madeira em 2011, com
varios casos de jovens hospitalizados, evidenciando o problema de consideravel risco para a salde
publica. No inicio do ano seguinte, a mefedrona (catinona sintética) e o tapentadol (opidide sintético)
foram inseridos na legislacdo aplicavel ao trafico e consumo de estupefacientes e substancias
psicotrdpicas (Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de Janeiro [20]). Em 2013, foi criada uma legislagéo propria
para as NSP, porquanto a rapida proliferagdo do problema das “SmartShops” e na medida em que, apesar
de ameacarem gravemente a salde publica, ndo se encontravam previstas na legislacdo penal. Desde ai,
novas substancias vém surgindo, sendo gradualmente colocados ao abrigo do regime juridico nacional
(conforme segdo 1.1.1).
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E no entanto de salientar que a canabis continua a ser a substancia ilicita mais consumida em
Portugal, seguida pela cocaina e MDMA, com uso das NSP muito abaixo da média europeia. Ainda
assim, o territério nacional funciona como um pais de transito para quantidades significativas de
diferentes substancias ilicitas, destinadas a outros paises europeus, decorrente da sua localizacdo
geografica [21]. A China € o principal pais produtor de NSP, sendo este um mercado em constante
evolugdo e com grande emergéncia e variedade na Ultima década [12].

1.1.1 ENQUADRAMENTO LEGAL

Para impedir a oferta de drogas no d&mbito global, existem trés Convencdes das Nacdes Unidas que
estabelecem um quadro internacional para o controlo da producdo, trafico e posse de mais de 240
substancias psicoativas. De facto, duas delas encontram-se mencionadas na definicdo de NSP, como
referido, sendo elas a Convencéo Unica das Nacdes Unidas sobre o Estupefacientes, de 1961, alterada
pelo Protocolo de 1972 [22], e a Convencéo das Nag6es Unidas sobre as Substancias Psicotrdpicas, de
1971 [23]. A terceira diz respeito ao trafico destas substancias, a Convencgéo das NacBes Unidas contra
o Tréfico llicito de Estupefacientes e Substancias Psicotrépicas de 1988 [24]. O rapido surgimento de
NSP e a diversidade dos produtos disponiveis constituem também um desafio para a atualizacdo destas
Convencoes, bem como para os legisladores de cada pais [12]. No entanto, € de ressalvar que as tabelas
anexas a estas Convencoes tém vindo a sofrer atualiza¢es, aumentado assim o nimero de substancias
a controlar. A ultima atualizagdo ocorreu em 2017, tendo sido acrescentadas novas substancias que,
deste modo, passam a fazer parte da definicdo de droga, ao abrigo da Decisdo-Quadro 2004/757/JAl [7]
(alterada pela Diretiva (UE) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do Conselho [6]).

A nivel da Uni&o Europeia (UE), o quadro juridico implementado para dar resposta as ameacgas a
nivel social e para a satde publica mantém desde 1997 uma abordagem baseada em trés fases de
resposta: 1. IntercAmbio de informag6es; 2. Avaliacéo de Risco; 3. Controlo de novas drogas sintéticas
(97/396/JAI1). Em 2005 este diploma foi revogado, com o surgimento da Decisdo 2005/387/JAl do
Conselho [25], implementando-se o conceito de NSP, em substitui¢do do termo “drogas sintéticas”. O
objetivo era o de aprimorar a abordagem de trés fases de resposta citada, tornando-se: 1. Mecanismo de
alerta rapido (EWS); 2. Avaliacéo de riscos; 3. Medidas de controlo, e reforcar simultaneamente os
processos existentes, simplificando e acelerando a recolha de dados e os procedimentos de avaliag&o,
bem como pela aplicacdo de prazos mais curtos [12], [26]. Neste ambito, surgiu no final do ano
precedente nova legislacdo publicada com o intuito de acelerar a reposta ao fenémeno das NSP,
nomeadamente pelo reforco do EWS. Esta legislagdo inclui o Regulamento (EU) 2017/2101 do
Parlamento Europeu e do Conselho [27], que vem alterar 0 Regulamento (CE) n.° 1920/2006 [8], e a
Diretiva (UE) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do Conselho [6], que pretende alterar a
Decisdo-Quadro 2004/757/JAl [7] e revogar a Decisdo 2005/387/JAl [25], ambos de 15 de Novembro
de 2017. Neste sentido, quando uma NSP é detetada no cenario europeu das drogas, os Estados-Membro
asseguram que a informagc&o sobre o fabrico, trafico e uso, é transmitidaao EMCDDA e Europol, através
dos pontos focais nacionais da Reitox — Rede Europeia de Informacdo sobre a Droga e a
Toxicodependéncia. Se estas entidades considerarem que a informacao recolhida sobre uma NSP merece
acompanhamento ativo, é apresentado um relatério inicial sobre a possibilidade de iniciar ou ndo um
procedimento de avaliacdo de riscos. O passo seguinte € entdo essa avaliagcdo de risco, por parte do
Comité Cientifico do EMCDDA e peritos adicionais da Europol e Comisséo Europeia. Estes avaliam 0s
possiveis riscos sociais e para a satde da substancia recentemente identificada, e as implicacdes da sua
colocacdo sob controlo, sendo apresentado um relatério de avaliacdo de riscos a Comissédo e ao
Conselho, para consideracdo. Por Gltimo é tomada a decis&o, por iniciativa da Comissao Europeia ou do
Estado-Membro, e com base no relatério de avaliagdo de riscos. O Conselho pode decidir adotar uma
decisdo que defina se a substancia deve ser sujeita a medidas de controlo, que sdo decididas em
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conformidade com as legislagdes nacionais, que por sua vez cumprem as convengdes da ONU [26]. De
salientar que, em Portugal, o Servico de Intervencdo nos Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias
(SICAD) ¢ o ponto focal nacional do EMCDDA, prestando apoio técnico e administrativo, e apoiando
a implementacdo da estratégia nacional, através do planeamento e avaliacao de intervencdes de reducéo
do fendmeno das drogas, com o auxilio do LPC-PJ [21].

No nosso pais, a politica de drogas tem por base trés documentos estratégicos, a Estratégia Nacional
para 0 Combate as Drogas de 1999 [28], o Plano Nacional de Redu¢do de Comportamentos Aditivos e
das Dependéncias 2013-2020 [29], e o respetivo Plano de Acéo 2013-2016 [30], mas que permanece em
vigor até a finalizagdo do Plano de Agdo 2017-2020. A principal lei relativa as drogas é o Decreto-Lei
n.. 15/93 de 22 de Janeiro [20], que define o regime juridico aplicavel ao trafico e consumo de
estupefacientes e substancias psicoativas. A Lei n.° 30/2000, de 29 de Novembro — mas em vigor desde
Julho de 2001 [31], uma das alteracfes publicadas a este Decreto-Lei, veio descriminalizar o consumo,
a aquisicao e a posse para consumo de drogas, de acordo com “a quantidade necessaria para o consumo
médio individual durante o periodo de 10 dias”. Os limites quantitativos maximos para cada dose média
individual diaria, apenas estdo descritos para as “plantas, substancias ou preparacdes constantes das
tabelas I a IV anexas ao Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de Janeiro, de consumo mais frequente”, ao abrigo
da Portaria n.° 94/96 de 26 de Margo [32]. Nestas ndo se encontram as NSP, que detém uma legislagédo
separada emitida pelo Ministério da Salde, nomeadamente pelo Decreto-Lei n.° 54/2013 [33], com vista
a proibicdo da producéo, exportacao, propaganda, distribuicdo, venda ou dispensacdo das NSP indicadas
na lista publicada no &mbito da Portaria n.° 154/2013 [34], ambos de 17 de Abril [21]. Neste sentido,
consideram-se NSP “as substancias ndo especificamente enquadradas e controladas ao abrigo de
legislagdo propria que, em estado puro ou huma preparagdo, podem constituir uma ameaga para a saude
publica comparével a das substancias previstas naquela legislagdo, com perigo para a vida ou para a
salde e integridade fisica, devido aos efeitos no sistema nervoso central, podendo induzir alteracdes
significativas a nivel da funcdo motora, bem como das fung¢des mentais, designadamente do raciocinio,
juizo critico e comportamento, muitas vezes com estados de delirio, alucinacdes ou extrema euforia,
podendo causar dependéncia e, em certos casos, produzir danos duradouros ou mesmo permanentes
sobre a satde dos consumidores”. De acordo com o artigo 3°. do Decreto-Lei n.° 54/2013, de 17 de
Abril [33], sdo ainda considerados todos “os derivados, os isdmeros e os sais” das substancias constantes
da lista aprovada pela Portaria n.° 154/2013 jé citada.

E ainda de salientar que, ainda antes de ser publicada esta legislagéo “especifica”, e porquanto o
grande episodio de intoxicacdo que ocorreu na ilha da Madeira em 2011, com varios casos de jovens
hospitalizados, foi publicado o Decreto Legislativo Regional n.° 28/2012/M, de 25 de Outubro [35], com
vista a implementacdo de “um regime contraordenacional de proibigdo das novas drogas, sem prejuizo
do quadro penal adequando que venha a ser aprovado na Assembleia da Republica”. Este acontecimento
evidenciou o problema de consideravel risco para a satde publica destas novas substancias, tendo esta
legislacéo saido ja depois da primeira alteragcdo ao Decreto-Lei n.° 15/93 de 22 de Janeiro que pretendia
acrescentar NSP as tabelas que lhes sdo anexas, pela Lei n.° 13/2012, de 26 de Marco [36], que ndo se
afigurou eficiente neste aspeto.

1.1.2 MECANISMO DE ACAO E DANOS CAUSADOS

De uma maneira geral, sabemos que o consumo de drogas ilicitas contribui para o peso global dos
problemas de satde agudos e cronicos, agravados por diferentes fatores como as propriedades da
substancia em causa, a via de administracdo, a vulnerabilidade individual ou o contexto social do
consumo. Para além do risco individual associado a estas substancias, também a saude puablica é
colocada em risco, nomeadamente porquanto 0s comportamentos de risco relacionados com a
transmissdo de virus como o VIH ou o VHC, maioritariamente associados ao consumo de drogas
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injetaveis. Apesar de 0s eventos relacionados com emergéncias hospitalares resultantes do consumo de
algumas das substancias ilicitas mais recorrentes, como o caso da heroina e da cocaina, continuarem a
predominar, sdo os riscos associados as NSP que cada vez mais constituem um desafio as politicas em
matéria de droga [12]. O facto de ser complicado estabelecer uma relagdo entre a NSP consumida e o
efeito causado no respetivo consumidor, dificulta a avaliacdo do risco que lhe esta associado. Na
verdade, muitas das substancias disponiveis no mercado das NSP, contém na sua composi¢do moléculas
que, apesar de identificadas ou reconhecidas como tal, podem nédo partilhar efeitos e perfis de risco
semelhantes as substancias ilicitas para as quais foram projetadas mimetizar. Na maioria das vezes, o
préprio consumidor ndo tem conhecimento sobre a substancia que consumiu, porque ndo sabe ou porque
foi mal informado [37], [38]. Durante anos a falta de conhecimento sobre as substancias, os seus efeitos
especificos nos consumidores, e 0 acesso limitado a dados analiticos validos, tornou a percecdo da
farmacocinética e farmacodindmica destes compostos, complexa [13]. Atualmente, os efeitos de
algumas NSP no corpo humano ainda ndo sdo totalmente compreendidos na medida em que os dados
de seguranca relativos a sua toxicidade muitas vezes ndo estdo disponiveis e 0s seus efeitos colaterais a
longo prazo ndo sdo conhecidos [39].

Apesar de ndo existirem estudos toxicoldgicos para a maioria das NSP, sabe-se que um consideravel
namero destas substancias pode potencialmente provocar intoxica¢es agudas, originando sérias
consequéncias. Farmacologicamente, elas interagem com varios alvos de neurotransmissores, afetando
tanto o sistema nervoso central como o periférico [11], [37]. Os opiéceos e 0s canabinoides sintéticos
sdo dois grupos de NSP particularmente preocupantes, sendo que, no primeiro, sdo os derivados do
fentanilo que evidenciam mais problemas, na medida em que séo especialmente potentes conseguindo
provocar intoxicacdes fatais com quantidades minimas [12]. De facto, estas substancias sdo por vezes
vendidas como heroina ou até medicamentos falsificados, pelo que o risco de envenenamento grave e
fatal estd eminente [38]. No que respeita as substancias pertencentes a classe dos canabindides sintéticos,
a sua maioria foi inicialmente projetada para pesquisa farmacoldgica, no entanto, nenhuma é atualmente
permitida para uso médico [14].

De uma forma geral incluem-se nos problemas crénicos a dependéncia e as doencas infeciosas
relacionadas com as drogas, enquanto as overdoses correspondem ao problema mais visivel dos casos
agudos [12]. Na Tabela 1.1 encontram-se compilados 0s mecanismos de acdo associados as mais
comuns classes de NSP, bem como os sintomas mais frequentes resultantes do seu consumo.

Tabela 1.1 - Compilagdo do mecanismo de ac¢éo e sintomas mais frequentes das principais classes de NSP - adaptado de
[11], [13], [14], [40], [41].

Fenetilaminas Catinonas Canabindides ODiAceos
ami Sintéticas Sintéticos o
Séo inibidores da Promovem a . s Agonistas,
x . x Agonistas sintéticos -
Mecanismo recaptagap Qe NT Ilbertagag Qe NT dos recetores de aqtagomsta_s ou
de Acao monoaminicos e monoaminicos, e canabindides (CB1 agonistas parciais dos
promovem a libertacdo inibem a sua ou CB2) recetores opidides
de 5-HT no SERT reabsor¢éo (DOP, KOP e MOP)
Psicose Agitacdo Agitacdo
Alucinacfes Euforia Psicose | Respiratoria
) Nauseas Paranoia Mioclonia | Consciéncia
Sintomas Tonturas Alucinagdes Convulsdes Sedacéo
mais Dores de cabega/corpo Psicoses Tonturas Coma
frequentes Depressdo Mioclonia Taquicardia Miose
Confuséo Dores de cabeca/peito Hiperatividade N&useas
Hipertermia Hipertermia Danos no figado Tonturas
Taquicardia Taquicardia Tendéncias suicidas

2 Denotar que: NT — Neurotransmissor; 5-HT — Serotonina ; SERT - Transportador de Serotonina; SNC — Sistema Nervoso
Central; CB1 e CB2 — Recetores Canabindides do tipo ¥2; DOP, KOP e MOP — Recetores Opioides Delta, Kappa e Mu.
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1.2 CATINONAS SINTETICAS

As catinonas sintéticas sdo uma das mais comuns classes de NSP estando quimicamente relacionadas
com a (S)-catinona (Figura 1.2), um estimulante psicoativo natural que ocorre na planta Khat
(Catha edulis), identificado pela primeira vez em 1975 [12]. A planta Khat € um arbusto nativo da Africa
Ocidental e do sul da Peninsula Arabica, sendo que € nas folhas que se encontram as substancias
psicoativas que produzem efeitos estimulantes, populares entre os povos dessas regides desde ha longos
anos [39], [42]. Habitualmente conhecidas no mercado ilicito como “bath salts”, as catinonas sintéticas
tém, de uma forma geral, efeitos semelhantes a drogas ilicitas comuns como a anfetamina, cocaina ou o
MDMA. De facto, elas apresentam similaridades a nivel estrutural e farmacol6gico com as anfetaminas,
sendo que a unica diferenca ¢é a presenga de um grupo cetona no carbono a da cadeia lateral da catinona
(Figura 1.2) [12], [43], [44]. Para além da catinona, estdo ainda presentes na planta Khat a efedrina e a
catina (Figura 1.2), no entanto, é a primeira que lhe confere, quase exclusivamente, as capacidades
psicoestimulantes [45].

0] OH OH
CH, CH, CH,4 “__CH,4
SR i W T
Efedrina Catina

Anfetamina Catinona . .
(ou norefedrina) (ou norpseudoefedrina)

Figura 1.2 - Estrutura da anfetamina, catinona, efedrina e catina, verificando-se as similaridades a nivel estrutural.

Apesar de a planta Khat ser conhecida desde finais do século XVIII e de o primeiro principio ativo,
a catina, ter sido identificado e isolado em 1930, os estudos para compreensdo dos efeitos
psicoestimulantes da Khat culminaram apenas em 1975, com o isolamento e a identificacdo da catinona
nas folhas frescas da planta. Nesta altura, apurou-se entdo que a catinona apresentava propriedades
estimulantes muito superiores as da catina, no entanto, degradava-se rapidamente, razdo pela qual ndo
teria sido previamente identificada. Em anos anteriores foram reportados trabalhos de sintese de dois
compostos relacionados com a catinona, a metcatinona (ou efedrona) em 1928, comercializada como
antidepressivo na década 1930-1940, e a mefedrona em 1929 (Figura 1.3) [16], [17], [46]. As primeiras
preocupacdes com a potencial utilizagdo dos derivados da catinona como substancias de abuso surgiram
na década de 1970 na Unido Soviética e em 1999 nos EUA, pelo uso generalizado da metcatinona,
levando a adicdo desta substancia ao Anexo | das Convencdes das Nagdes Unidas sobre as Substancias
Psicotropicas, de 1971 [23]. Mas foi apenas em meados dos anos 2000 que comegaram a surgir Varios
derivados da catinona no mercado de substancias de abuso [16].

Uma das primeiras catinonas sintéticas reportadas ao EMCDDA foi a metilona, identificada no final
de 2004 na Holanda, sob o nome comercial de “Explosion”. No entanto, esta substancia foi sintetizada
por Alexander Shulgin em 1996, tendo sido patenteada como antidepressivo e anti Parkinson [16], [47]-
[49]. A metilona é um B-ceto analogo do MDMA (“ecstasy”), (Figura 1.3), sendo que estudos afirmam
que esta catinona é trés vezes menos potente que 0 MDMA na inibi¢do dos transportadores de serotonina
(SERT) e tio potente como o MDMA nos seus efeitos inibidores dos transportadores de dopamina
(DAT) e norepinefrina (NET), no entanto, estas substancias ndo produzem os mesmos efeitos [47]. A
catinona sintética mais popular entre os consumidores € a mefedrona, conhecida comercialmente como
“Meow Meow” ou “Miaow”, apresentando uma estrutura similar a metcatinona, a primeira catinona
sintética ndo utilizada para fins terapéuticos adicionada a legislacdo aplicavel ao trafico e consumo de
estupefacientes e substancias psicotrépicas (Tabela 11-A do Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de Janeiro [20])
(Figura 1.3), ao abrigo da 72 versdo deste diploma, publicada a 24 de Fevereiro de 2001 (Decreto-Lei
n.2 69/2001 [50]). E uma das mais reportadas a0 EMCDDA desde o inicio do surgimento das NSP, tendo
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sido a primeira catinona sintética a deter um relatorio para avaliagéo de risco, e tendo vindo a demonstrar
prevaléncia no mercado mundial, porquanto ser reportada ano apds ano entre 2009 e 2015. De salientar
que prevaléncia néo significa necessariamente a continuacdo de uso pelos consumidores, no entanto,
este termo sugere que algumas NSP tém uma ‘vida-atil” maior que outras [14], [15], [49], [51]. Para
além da mefedrona, também o MDPV é uma das substancias mais difundidas a nivel mundial, tendo
sido identificado pela primeira vez na Alemanha em 2007, em material apreendido proveniente de uma
remessa de correspondéncia com origem na China [37], [49], [52]. Esta substancia € um analogo da
pirovalerona, a primeira catinona sintética adicionada a legislacdo aplicavel ao trafico e consumo de
estupefacientes e substancias psicotropicas, utilizada para fins terapéuticos (Tabela IV do Decreto-Lei
n. 15/93, de 22 de Janeiro [20]), em que o anel aromético apresenta uma substituicdo por um grupo
3,4-metilenodioxilo (Figura 1.3), e foi sintetizada pela primeira vez em 1969, fazendo na altura parte
da classe de estimulantes [53].

(0]
S »
e) N_ N N
% CHj CHs
O CH3 CH3 H3C
MDMA Metcatinona Pirovalerona CHj
O H (@] H (o) Q
<O:©)J\/ \CHB /@)Kr \CH3 <O N
CH CH
O 3 HaC 8 0
Metilona Mefedrona MDPV CH;

Figura 1.3 - Estrutura da metilona, mefedrona e MDPV, assim como dos respetivos andlogos MDMA, metcatinona e
pirovalerona.

As catinonas sintéticas sdo o segundo maior grupo de NSP monitorizadas pelo EMCDDA, com 130
reportadas no total até ao final de 2017, incluindo 12 que foram detetadas pela primeira vez neste ano.
Em 2016, as cinco catinonas mais apreendidas na Europa foram a a-PVP, a 3-CMC, a 4-CMC, a
N,N-4-metildimetcatinona e a 3-MMC. As apreensdes destas substancias representaram um total de
quase 1,9 toneladas em 2016, tornando as catinonas sintéticas também o grupo de NSP mais apreendido
em termos de quantidade nesse ano [12]. A prevaléncia deste tipo de drogas de abuso, as catinonas
sintéticas, deu origem a desafios legais mas também analiticos, com vista a sua identificacdo, sendo
necessario o desenvolvimento de métodos robustos validados [51].

Em Portugal, os primeiros casos de alarme publico relacionados com NSP surgiram com a abertura
das primeiras “Smartshops” em 2007, no entanto, pouco se sabia, ndo estando a maioria dos casos
relacionados com uma substancia em especifico. S6 no final de 2011, com o primeiro grande episodio
de intoxicacdo decorrente deste tipo de substéncias na ilha da Madeira, e com 0s primeiros casos de
urgéncia relacionados com o uso deste tipo de produtos no final de 2012 no distrito de Lisboa, o
problema gerou maior preocupacgdo social [19], [54]. No inicio de 2012, foi inserida na legislacdo
portuguesa a primeira catinona sintética que era uma NSP, na legislacdo aplicavel ao trafico e consumo
de estupefacientes e substancias psicotropicas Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de Janeiro [20]), a
mefedrona. S6 no ano seguinte saiu 0 Decreto-Lei n.° 54/2013, com vista & proibi¢do da producéo,
exportacdo, propaganda, distribuicdo, venda ou dispensacdo das NSP indicadas na lista publicada no
ambito da Portaria n.° 154/2013, ambos de 17 de Abril, da qual faziam parte 33 catinonas sintéticas [33],
[34], [55]. A ultima alteracdo ao Decreto-Lei n.° 15/93 veio inserir, além de outras substancias, 0 MDPV
e a metilona, deixando na pratica, e a semelhanca da mefedrona, de ser consideradas NSP [20].
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1.2.1 ASPETOS ToOXICOLOGICOS

As catinonas sintéticas representam uma classe de compostos farmacologicamente ativos,
guimicamente relacionados com a catinona, que induzem inameros efeitos, decorrentes de diferentes
mecanismos de acdo [10]. Tal como outros psicoestimulantes, as catinonas sintéticas exercem a sua
atividade ao nivel dos transportadores de monoamina - proteinas de membrana - presentes ha membrana
plasmatica, que controlam a concentracdo dos neurotransmissores (NT) monoaminicos, a dopamina
(DAT), norepinefrina (NET) e serotonina (SERT), na fenda sinptica. No entanto, os mecanismos de
acdo nesta classe de substancias ndo sdo homogéneos, podendo variar consoante a composicao e
estrutura quimica do composto, e dependendo da sua funcdo (libertacdo ou inibi¢do de absorcao) e
seletividade para determinado tipo de transportador (DAT, NET ou SERT). Os agentes de libertacdo
aumentam a concentracdo de NT na fenda sinaptica, enquanto os inibidores de absor¢cdo impendem a
sua recaptacdo nos neuronios pré-sindpticos, aumentando igualmente a sua concentragdo na fenda.
Como tal, cada caso de intoxicacdo decorrente de uma catinona sintética, deve ser avaliado
separadamente [9]-[11], [56].

Sabe-se que a alteracdo na estrutura molecular das catinonas sintéticas origina diferentes mecanismos
de acdo, nomeadamente pela alteracdo da afinidade para os diferentes transportadores monoaminicos.
Enquanto a mefedrona, que pertence a classe das catinonas -cetoanfetaminas metiladas na posicéo 4,
atua nos transportadores DAT e SERT, o MDPV é altamente seletivo para os transportadores DAT
(impedindo a recaptacdo de dopamina) e NET, devido ao anel pirrolidina, que faz esta catinona sintética
pertencer a classe dos derivados a-pirrolidinicos. A metilona faz parte da classe dos B-ceto analogos das
metilenodioxianfetaminas e, tal como a mefedrona, atua maioritariamente pela libertacdo de NT atuando
nos transportadores DAT e SERT maioritariamente. O facto de as catinonas sintéticas possuirem um
grupo cetona no carbono o da cadeia lateral faz aumentar a sua polaridade quando comparadas com as
anfetaminas [9], [13], [16], [57].

De uma maneira geral, as catinonas sintéticas sdo rapidamente absorvidas quando ingeridas
oralmente, sendo que algumas das manifestagdes fisicas que Ihes estéo associadas incluem a taquicardia,
convulsdes e agitacdo. As manifestacdes psicoldgicas estdo relacionadas com a ansiedade, agitacao e
paranoia (conforme secéo 1.1.2) [13]. O efeito das catinonas sintéticas no incremento da transmisséo de
dopamina origina um elevado potencial de dependéncia o que, por sua vez, podera resultar em efeitos
adversos graves [10]. Na Tabela 1.2 encontram-se compilados os mecanismos de ac¢do associados as
trés das catinonas sintéticas mais recentemente adicionadas a legislagdo portuguesa de combate & droga,
bem como os sintomas mais frequentes resultantes do seu consumo.



INTRODUCAO

Tabela 1.2 — Compila¢do do mecanismo de a¢do e sintomas mais frequentes das trés catinonas em estudo - adaptado de
[9], [10], [13], [49], [57], [58].

Mefedrona Metilona MDPV
Atua nos transportadores Atua nos transportadores Atua maioritariamente nos
. DAT, NET e SERT, DAT, NET e SERT,
Mecanismo induzindo a lib . induzindo a lib x transportadores DAT e NET,
de Acao induzindo a libertagao induzindo a libertagao impedindo a recaptacio de
(maioritariamente) e impedindo | (maioritariamente) e impedindo NT
a recaptacdo de NT a recaptacdo de NT
~EUfO“a Euforia Euforia
Sensacdo de bem-estar x . . . -
Sensacdo de bem-estar Estimulacdo sensorial e fisica
Estado de alerta Estado de al Estado de al
+ Autoestima stado de alerta stado de a erta
| Sensagdo de cansago Empatia Agitacao
T Cogncentra %o ¢ Medo reduzido Hipertermia
Sintomas Em atiag Taquicardia e Suores Taquicardia
el Desinibicdo 2 estimulacéo Nauseas Paranoia
frequentes sexual Anorexia Delirio
| Apetite Confuséo Ataques de panico
Taquicar dpia e SUOTes Tremores involuntarios Alucinacdes
gores de cabeca Ansiedade Rabdomidlise
N&USeas ¢ Alucinac@es Dores de 0ss0s
L . Ideais suicidas | Apetite
Alucinacdes e Paranoia

2 Denotar que: DAT, NET e SERT — Transportadores de Dopamina, Norepinefrina e Serotonina; NT — Neurotransmissor.

1.3 A ERA DOS PRE-PRE-PERCURSORES

De acordo com a Decisdo-Quadro 2004/757/JAl [7], que estabelece uma abordagem comum de
resposta ao trafico ilicito de droga, um precursor é qualquer substancia, inventariada na legislacdo
comunitaria, que dé origem as obriga¢des decorrentes do artigo 12.° da Convencéao das Nagoes Unidas
contra o Trafico de Estupefacientes e Substancias Psicotropicas, de 1988 [24]. Neste artigo, estdo
referidas as substancias frequentemente utilizadas no fabrico ilicito de substancias narcéticas ou
psicotropicas. Estas mesmas substancias foram, desde logo, em Portugal, aditadas as tabelas existentes
no Decreto-Lei n.° 15-93, de 22 de Janeiro, nos termos desta Convencdo de 1988, dando origem as
Tabelas V e VI desse diploma [20].

Os precursores sdo substancias quimicas essenciais a producéo, legitima ou ilegitima, de produtos
como medicamentos, perfumes ou cosméticos, ou de drogas como anfetaminas, heroina ou cocaina,
respetivamente [59]. Neste sentido, a monitorizacdo é feita através de regulamentos que incidem sobre
a inventariacdo de algumas destas substancias, nomeadamente pela adi¢do as listas de substancias
controladas. A sua disponibilidade tem um grande impacto no mercado de drogas sintéticas e nos
métodos de producéo utilizados nos laboratorios ilicitos. De facto, os produtores de substancias de abuso
continuam a tentar contornar os mecanismos de controlo nomeadamente mantendo a constante evolugdo
das técnicas de producdo, o que inclui a introducdo de novos quimicos ndo inventariados. Este
desenvolvimento ilustra a natureza das redes modernas de producédo de droga, bem como a necessidade
de legislar as respostas de controlo destas substancias numa perspetiva global [12]. A utilizacdo de novos
precursores na sintese de substancias de abuso pode inclusivamente levar a formacdo, acidental ou n&o,
de NSP [60].

Na UE, a intercecdo de substancias controladas e ndo controladas como precursores para a producdo
de drogas ilicitas estd especialmente relacionada com o fabrico de anfetaminas e metanfetaminas. O
principal precursor das anfetaminas é o BMK, que por sua vez tem varios precursores como 0 APAAN,
APAA ou o butirato de metil-3-oxo-2-fenilo (Figura 1.4), entdo designados de pré-pré-precursores das
anfetaminas. As metanfetaminas podem igualmente ser produzidas a partir das substancias enumeradas,
no entanto, € a efedrina e pseudoefedrina que mais sao utilizadas como seus precursores [60]-[63].
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Figura 1.4 - (Pré)-(Pré)-Precursores que permitem a sintese das anfetaminas e metanfetaminas.

No entanto, também o caso da heroina, o maior opidide vendido no mercado ilicito das drogas na
Europa, estd em evolucdo, nomeadamente pelo desmantelamento de laboratérios que transformam esta
substancia a partir da morfina, pela utilizacdo de anidrido acético, um precursor essencial a producao de
heroina. As estratégias atuais passam pela realizacdo das Ultimas fases da produgdo de heroina na
Europa, onde precursores como o anidrido acético sao mais baratos, quando comparados com 0s pre¢os
nos paises produtores do 6pio, como o caso do Afeganistdo [12], [60].

Tal como na problematica das NSP, o mercado dos precursores tem vindo a desenvolver-se, surgindo
novas moléculas com o intuito de contornar a legislacao existente. A producao de novas substancias esta
a tornar-se cada vez mais sofisticada e diversificada, nomeadamente pela utilizacdo de novos
precursores, pré-precursores e até pré-pré-precursores, o0 que de facto tende a aumentar
significativamente os riscos para a saude. A estratégia é a utilizagdo de pré-precursores ndo controlados,
em detrimento dos precursores que ja sdo controlados. Esta situacdo é semelhante ao jogo do “gato e
rato” que vem sendo observada no campo das NSP [60].

1.4 ANALISE DE SUBSTANCIAS DE ABUSO

O processo de identificacdo de substancias de abuso em amostras apreendidas segue, geralmente,
uma sequéncia de técnicas projetadas para a obtencdo de resultados fidedignos, de uma forma eficaz e,
se possivel, reduzindo ao maximo o0s custos e tempo que lhes sdo inerentes [3], [64].

A andlise inicia-se pela aplicacdo de testes de screening (presuntivos), que tém como objetivo
fornecer dados preliminares sobre a presenca ou auséncia de uma determinada classe de compostos. Os
testes colorimétricos sdo testes de screening utilizados em amostras sob a forma de p6, comprimidos ou
matrizes herbais (prensadas ou ndo), e de uma forma geral séo feitos pela adi¢do de uma ou duas gotas
de reagente, o que ird produzir uma cor diferente consoante o grupo funcional presente na amostra.
Apesar de ndo serem testes especificos, na medida em que variam facilmente com a concentracdo da
amostra, presenca de diluentes e/ou adulterantes, ou até consoante o analista, a sua aplicacdo é
fundamental e determinante na selecdo dos métodos subsequentes que melhor se adequam a
identificacdo do composto desconhecido [2], [64]. Quando se tratam de amostras biol6gicas, como é o
caso da urina, sdo habitualmente feitos imunoensaios, que séo utilizados habitualmente para triagem
com o objetivo de diferenciar amostras negativas de amostras presumivelmente positivas [65].
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Estes testes simples sdo entdo seguidos de uma anélise instrumental confirmatdria, que requer a
aplicacdo de técnicas de elevado poder discriminatério, com vista a identificacdo, numa primeira fase,
e em seguida, se necessario, com vista a quantificacdo de determinado analito numa amostra [64]. As
técnicas cromatograficas, nomeadamente a cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa
(GC-MS) para andlises qualitativas e a cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama
(GC-FID) para analises quantitativas, sdo dotadas de elevada sensibilidade, sendo que a técnica de
GC-MS apresenta elevada especificidade e é utilizada para caracterizacao de substancias de abuso [66].

Uma vez que a maioria das amostras que chegam aos laborat6rios de anélise de substancias de abuso
se encontram na forma de misturas complexas, é necessario, numa primeira fase, separa-la em
componentes individuais, para melhor identificar o composto maioritario. Nesse sentido, a aplicacdo de
uma cromatografia torna-se ideal, sendo este um método fisico de separagdo. A mais simples técnica
deste tipo € a cromatografia de camada fina (TLC), que é uma técnica analitica sensivel, rapida, de baixo
custo e muito simples, mas que apenas € identificativa por comparacdo com o resultado de um padréo
aplicado. Ainda assim, ndo é conclusiva, sendo necessaria a aplicacdo de uma técnica analitica
instrumental, com superior sensibilidade e resolucéo [2], [3].

A cromatografia gasosa (GC) é a técnica mais popular para a analise de misturas de compostos
volateis, sendo inquestionavelmente a técnica de eleicdo tanto para analises preliminares como para
andlises de confirmagdo. Esta tem por base a separacdo de uma mistura liquida ionizdvel em
componentes individuais, ao passar um fluxo de gas inerte (fase mdvel) ao longo de uma coluna de
separacao, e de acordo com a afinidade para a fase estacionéria, originando tempos de retencéo (Ry)
diferentes [2], [3]. As grandes vantagens da GC s&o elevada sensibilidade e especificidade, bem como
a robustez. No entanto, esta limitada a substancias volateis e termicamente estaveis, e € muitas vezes
necessaria uma preparacdo da amostra especifica, tal como a derivatizacdo, de acordo com a matriz em
analise [3], [65].

A cromatografia liquida (LC) é uma técnica que permite a separacdo de uma mistura liquida em
componentes individuais, a sua passagem através de uma coluna de aco com diferentes camadas de
particulas sélidas (fase estacionaria) [2]. Esta técnica é ideal para analise de substancias de consideravel
tamanho e de menor volatilidade, sendo rapida e ndo requerendo técnicas de preparacao trabalhosas, no
entanto, é preciso ter em atencao os efeitos da matriz, que poderao influenciar os resultados. Os métodos
de LC (HPLC e UPLC) sdo muito mais versateis que os de GC, sendo cada vez mais utilizados, na
medida em que fornecem mais parametros para otimizacdo [3], [67]. Uma recente inovacdo € a
cromatografia liquida de interagdo hidrofilica (HILIC), que se baseia na particdo de um soluto entre a
fase moével e uma camada de agua na superficie de uma fase estacionaria polar, e que é atualmente
considerada uma alternativa a LC de fase reversa para anélise de substancias polares e/ou ionizadas [3].

No entanto, as técnicas cromatograficas por si s6 ndo representam técnicas muito especificas, na
medida em que ndo fornecem necessariamente uma prova definitiva quanto a identificagdo de
determinado analito. O R; pode ser utilizado para identificacdo de substancias mas, ainda assim, é
necessaria a existéncia de uma anélise de referéncia que permita a comparagdo e, deste modo, a
identificacdo da substancia em analise. E nesse sentido que é necessario o acoplamento a uma técnica
mais descritiva, como € o caso da espetrometria de massa (MS) para confirmag&o da identificacdo. Esta
técnica permite a medicdo quantitativa da abundancia relativa de fragmentos idnicos positivos, criados
a partir da destruicdo da amostra, sendo os dados registados num detetor sob a forma de espetro (grafico
da raz&o m/z em func&o da abundancia). E criado um padréo Unico de fragmentagao para cada molécula,
que pode ser usado para a sua identificacdo. A tecnologia padrédo para analise de substancias de abuso é
a MS por impacto eletronico (EI-MS). Assim, a técnica de GC-EI/MS é a mais utilizada no &mbito de
andlises forenses com vista a identificagdo de substancias de abuso, sendo bastante sensivel a uma ampla
gama de compostos e fornecendo resultados consistentes e definitivos. De facto, esta combinacéo é
vantajosa para ambas as técnicas, uma vez que a MS requer componentes puros. No entanto, € de
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salientar que a técnica de GC-MS ndo permite a distingao entre a maioria dos isbmeros, a nao ser que se
encontrem disponiveis os padroes de referéncia que podem ser utilizados nos casos em que é possivel a
separacao cromatografica [2], [3], [44], [67].

Neste sentido, o grande desafio analitico na aplicacdo deste tipo de técnicas é na analise de NSP,
uma vez que a maioria dos padroes de referéncia ndo estdo disponiveis. A grande alternativa € assim a
técnica de espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), que d& origem a espetros muito
distintos inclusivamente quando se tratam de isomeros, permitindo determinar a estrutura quimica de
determinada molécula [67], [68]. Também a espetrometria de massa em tandem (MS/MS) constitui um
método alternativo a técnica de GC-MS, fornecendo mais informacdo sobre a estrutura molecular,
facilitando a identificacdo e permitindo, por vezes, a distincdo de certos regioisomeros [44].

De facto, é recomendada a utilizacéo de diferentes técnicas analiticas complementares, com vista a
confirmacdo real da identidade de determinada substancia [68].

Outra das técnicas que pode ser acoplada & GC, podendo ser aplicada como técnica complementar
secundaria com vista a identificagcdo de substancias de abuso, € a espetroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) [68]. A espetroscopia de IR depende da capacidade que cada composto
tem em absorver radiacdo infravermelha, sendo caracteristica e podendo ser utilizada para identificacao
[2]. Um estudo atual demonstrou que a técnica de GC-MS e GC-FTIR funcionam bem quando aplicadas
de forma complementar, sendo que os resultados demonstraram que a identificacdo delas decorrentes
apresentava um elevado grau de confianca [68].

No que respeita a analises quantitativas, a maioria dos laboratorios que rotineiramente analisam
substancias de abuso utilizam procedimentos analiticos também baseados na cromatografia [66]. Neste
tipo de andlises, cromatograficas, um dos detetores mais usados € o detetor de ionizacdo de chama (FID),
sendo um detetor ndo seletivo em que os ides induzem uma corrente elétrica que é medida e registada
sob a forma de pico num cromatograma. No entanto, esta € uma técnica destrutiva, tal como a GC-MS,
pelo que mais uma vez é uma desvantagem nomeadamente em comparacdo com a técnica de RMN [2],
[69].

A técnica de LC pode igualmente ser aplicada quando o intuito é a quantificacdo destas substancias.
A LC com detecgdo de nitrogénio por quimiluminescéncia (LC-CLND) vem emergindo, na medida em
que mais de 90% das substancias de abuso contém na sua composi¢do 0 atomo de nitrogénio. Esta é
uma técnica para quantificagdo rapida e simples, nomeadamente para aplicagdo as NSP [70].

Deste modo, importa referir que, apesar de o0 uso de técnicas hifenadas para analise de substancias
de abuso permitir a identificacdo de uma larga gama de compostos, o aparecimento de NSP poderéa ser
uma ameaca a sua utilizacdo de forma singular. A garantia de critérios que permitem a identificagdo
indubitavel das substancias de abuso é cada vez mais importante, nomeadamente quando o tema em
apreco é a toxicologia forense [68].

1.4.1 QUANTIFICACAO DE CATINONAS SINTETICAS POR GC-FID

Conforme referido, as técnicas habitualmente utilizadas para quantificacdo de substancias de abuso
no geral, sdo as técnicas de separacdo cromatograficas [66]. Neste sentido, varios métodos vém sendo
relatados com o objetivo de detetar e quantificar catinonas, na sua maioria quando presentes em matrizes
bioldgicas [71].

Varios métodos foram descritos na literatura com vista a quantificacdo de catinonas sintéticas em
matrizes bioldgicas, como é o caso da urina, sangue, fluidos orais ou cabelo. Em 1992, pouco tempo
depois da entrada da catinona para as tabelas de controlo internacional, um estudo desenvolvido por
Mathys et al. permitiu a validagdo de um método de quantificacdo de catinonas detetadas em amostras
de urina, pela utilizacéo da técnica de HPLC com detetor UV de matriz de diodo (DAD) [72]. Desde ai,
diferentes métodos foram igualmente validados, pela utilizacdo de HPLC-MS/MS em amostras de
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sangue [73] e plasma [74], revelando métodos seletivos e precisos para diferentes catinonas. A mesma
técnica foi aplicada em amostras de cabelo, nomeadamente para a quantificacdo das catinonas sintéticas
mefedrona [75], 4-MEC e MDPVP [76]. Dois recentes estudos permitiram a validagdo de métodos de
quantificacdo de catinonas em sangue [77] e urina [78], pela aplicacdo da técnica de UPLC-MS/MS. De
facto, o método de quantificacdo descrito por Wiergowski et al. € um dos primeiros métodos validados
para a quantificagdo da catinona sintética 4-CMC em amostras de sangue [77]. Os fluidos orais sdo outro
tipo de matriz bioldgica na qual é possivel identificar e quantificar substancias de abuso, sendo cada vez
mais popular principalmente pelo facto de a recolha ser facil e ndo-invasiva, e por ser uma matriz muito
dificil de adulterar, sendo que a concentracdo das substancias ali detetadas pode ser correlacionada com
a concentracao no sangue [71], [79]. Diferentes metodologias foram utilizadas para a quantificacdo de
catinonas sintéticas neste tipo de matriz, nomeadamente pela aplicacdo da técnica de UPLC-MS/MS
[79] e de GC-MS [71]. De facto, no que respeita a técnica de GC-MS, sabe-se que é considerada a mais
utilizada pelos laboratérios forenses para analise qualitativa de NSP, principalmente devido as suas
caracteristicas de elevada seletividade e sensibilidade [67], [68]. No entanto, por vezes, esta técnica é
igualmente utilizada para andlises quantitativas [67]. Para além de Mohamed et al. que desenvolveu um
estudo com vista a validagdo de um método de quantificacdo de diferentes catinonas em amostras de
fluidos orais [71], como referido, trés outros métodos de quantificacdo das catinonas sintéticas a-PBP
[80], MDPV [81], pentilona e mefedrona [82], em amostras de urina, foram validados pela aplica¢éo da
mesma técnica analitica.

Neste tipo de amostras, métodos de purificagcdo sdo necessarios antes da aplicagdo das técnicas de
separacao. De facto, a selecdo dos métodos de preparacéo a aplicar depende da matriz bioldgica em
analise, das propriedades do analito e dos eventuais problemas analiticos que poderao ser colocados no
decorrer da analise [77]. Do ponto de vista analitico, uma prepara¢éo adequada da amostra para posterior
andlise instrumental, é crucial e decisiva [44]. Os métodos mais frequentemente utilizados para a
preparacéo deste tipo de substancias dos metabolitos e impurezas habitualmente presentes nas matrizes
bioldgicas, sdo a extragdo liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase solida (SPE) [44]. Quando a matriz
é cabelo humano, existem ainda outras metodologias de preparacdo que devem ser tidas em conta
previamente, como a descontaminacdo e digestdo da amostra, aplicadas antes da extragdo [75], [76].

No entanto, sabe-se que a maioria das catinonas sintéticas sao vendidas na forma de po, pelo que,
guando a andlise diz respeito ao material apreendido diretamente e antes do consumo, a fase de
preparacdo da amostra ndo é, na maioria das vezes, problematica para a analise cromatografica [67]. De
facto, a maioria das substancias presentes nas amostras contendo catinonas sintéticas sao solUveis nos
solventes organicos mais comuns, como é o caso do cloroférmio, metanol ou n-hexano [67].

Existem descritos na literatura estudos com vista a quantificacdo de catinonas sintéticas pela
utilizagdo da técnica analitica de LC, os estudos desenvolvidos por Santali et al. [51] e Khreit et al. [83],
gue pretendiam quantificar a mefedrona, e a 4-MEC, e 4-MBC, respetivamente, pelo método de
HPLC/UV, e por Rasanen et al. [70], que pretendia quantificar diferentes catinonas sintéticas, tais como
a-PVP, 3,4-DMMC, MDPV, metilona e mefedrona, pela aplicagdo da técnica de LC com detecéo de
nitrogénio por quimiluminescéncia (LC-CLND).

Leffler et al. descreveu e validou um método de quantificacdo de catinonas sintéticas em material
apreendido, pela aplicacéo da técnica de GC-FID, apds identificagdo por GC-MS e HPLC-MS/MS. O
objetivo inicial deste estudo era a quantificacdo pela utilizacdo da técnica de GC-MS, no entanto, ndo
se verificou a linearidade dos resultados, muito provavelmente porquanto a degradagdo dos compostos
na fonte de ides utilizada [69]. De facto, 0 GC-FID é a metodologia utilizada pelo LPC-PJ, pelo que foi
a selecionada para aplicacdo neste trabalho de validacdo de uma metodologia para quantificacao de trés
catinonas sintéticas.

No LPC-PJ, a metodologia utilizada para quantificacdo de substancias com estrutura molecular
semelhante a das catinonas sintéticas, anfetaminas e metanfetaminas, passa pela aplicacdo de testes
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colorimétricos, posterior identificacdo por GC-MS e, por fim, quantificacdo pela aplicacdo da técnica
de GC-FID. De facto, e conforme descrito, a analise qualitativa apenas pela utilizacdo da técnica de
GC-FID néo deve ser praticada, existindo grandes limitacGes a identificagdo de substancias apenas tendo
por base o respetivo R;, nomeadamente porguanto a ocorréncia de co-elui¢Bes [68]. Apesar de a técnhica
de GC-MS também poder, eventualmente, ser utilizada para quantificacdo deste tipo de substancias,
conforme descrito na literatura, no LPC-PJ isso ndo seria o ideal, na medida em que os equipamentos
de GC-MS sdo utilizados para a identificacdo de todo o tipo de substancias que chega ao laboratorio
para analise. Se também a quantificagdo de todas as substancias fosse feita pela aplicagdo desta técnica,
a resposta ndo sairia no tempo util desejavel.

Assim, sendo a técnica de GC-FID atualmente aplicada para quantificacdo de substancias, faz sentido
a manutencao desta técnica aquando da implementagdo da quantificacdo de catinonas sintéticas, ndo
alterando a rotina do laboratério, trazendo mais-valias e devendo ser igualmente eficaz. A quantificacao
por GC-FID passa entdo pela elaboracdo de curvas de calibragdo para cada composto a quantificar,
permitindo estimar a concentracdo de analito numa determinada amostra.

1.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Milhdes de testes, analises e exames sdo feitos todos os dias em milhares de laboratérios espalhados
pelo mundo. De facto, praticamente todos os aspetos da sociedade sdo suportados, de determinada
maneira, por trabalhos analiticos. Neste sentido, € nitido que a correta realizagdo destas analises é
extremamente importante, assim como a capacidade das mesmas para demonstrar a veracidade dos
resultados delas consequentes. Se o trabalho de um analista ndo for confiavel, ele tera pouco valor e 0s
resultados da analise por si realizada poderdo nao ser utilizados [84]. No ambito da tematica da
toxicologia forense, falsos resultados analiticos podem levar a condenagdo de um inocente ou a
libertacdo de um culpado. Assim, de modo a assegurar que todos os resultados analiticos ddo origem a
concluses crediveis, bem como perceber se os métodos analiticos aplicados sdo os mais adequados,
todos os procedimentos realizados num laboratério devem ser continuamente monitorizados e
previamente validados [3], [84].

Sdo muitas as defini¢bes existentes para o termo validagdo, no entanto, € possivel afirmar que, de
uma forma geral, a validacdo de um método é o processo de definicdo de um procedimento analitico, e
demonstracdo de que 0 mesmo possui recursos consistentes e adequados para atingir os objetivos
pretendidos. A validacdo faz uso de um conjunto de testes que avaliam as suposi¢@es nas quais 0 método
analitico é baseado para documentar as caracteristicas de desempenho do mesmo [84]-[86].

Os requisitos minimos para o desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica variam
consoante o tipo de método, assim como consoante o objetivo de aplicagdo do mesmo [87], [88]. Apesar
de ndo existir um consenso sobre 0 modo como um processo de validacao deve ser conduzido, e quais
0s parametros que devem ser integrados nesse processo, de uma maneira geral, pelo menos os seguintes
pardmetros devem ser estudados: seletividade, gama de trabalho e limites analiticos, modelo de
calibracédo (que inclui a verificagédo da linearidade), exatid&o, preciséo, estimativa de incerteza e robustez
[84], [89]. No entanto, ha que ter em conta que requisitos que sdo importantes numa andlise quantitativa
podem ndo ser relevantes para aplicacdo a analise qualitativas, ndo fazendo por exemplo sentido uma
avaliacdo da linearidade neste altimo tipo de anélises. Da mesma forma que se um método for para
aplicacgdo a rotina de um laboratdrio especifico, ndo far sentido uma avaliagdo da reprodutibilidade do
método pela alteragdo dos equipamentos de analise, por exemplo [87], [88].

As caracteristicas quantitativas de interesse para avaliagdo do desempenho de um método referem-se
a previsdo do resultado provavel a ser obtido. Assim, o desempenho do método deve ser validado, o que
inclui a selecdo de um modelo de calibracdo que descreva uma resposta instrumental adequada a
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quantificagdo de um analito, e a incerteza, quanto ao resultado, estimada, num determinado nivel de
confianca [84], [90], [91].

Em geral a palavra incerteza esté associada ao conceito de duvida, no entanto, esta € uma premissa
gue deve ser esclarecida. O termo incerteza (de medicédo) é definido como um pardmetro associado ao
resultado de uma medicdo, que caracteriza a dispersdo dos valores que poderiam razoavelmente ser
atribuidos a mensuranda — grandeza que se pretende medir. Deste modo, ndo implica davida sobre a
validade de uma medicéo mas, pelo contrario, implica uma maior confianca na validade de um resultado
de medic&o [86], [92]. E ainda importante esclarecer a diferenca entre o conceito de erro e de incerteza.
O erro pode ser definido como a diferenca entre um resultado individual e o valor real da mensuranda
(valor de referéncia), enquanto, como ja referido, a incerteza toma a forma de um intervalo de valores
[84], [86]. Os erros podem ser aleatdrios, que resultam tipicamente de variacfes imprevisiveis de
guantidades que influenciam os resultados, ou sistematicos, que sdo definidos como componentes do
erro que, no decurso de um nimero de analises do mesmo mensurando, permanece constante ou varia
de uma forma previsivel. O resultado de uma medicgdo deveria ser corrigido para todos 0s seus erros
sistematicos significativos [92].

Para estimar a incerteza global associada a um método analitico, pode ser necessario tomar cada
fonte de incerteza como uma componente individual, nomeadamente pela defini¢do de valores alvo das
caracteristicas de desempenho da medicdo, como o caso dos limites analiticos, a precisdo ou a
recuperagdo. Estes valores podem ser convertidos numa “incerteza alvo”, caso essas caracteristicas
reflitam os efeitos aleatorios e sistematicos mais relevantes que afetam as medigdes. Essa “incerteza
alvo” tem assim a vantagem de resumir todas as fontes de incerteza, incluindo algumas que muitas vezes
ndo sdo identificadas nas caracteristicas de desempenho convencionais [93]. De acordo com a Ultima
edicdo do Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM), o termo “incerteza alvo” pode definir-se
como uma incerteza de medicdo, especificada como um limite superior, e decidida com base na
utilizagdo prevista dos resultados da medicdo [86]. Uma incerteza de medicdo é adequada para 0 uso
pretendido se for comprovada como n&o sendo maior que o valor alvo definido [86], [92].

Uma das estratégias que podem ser utilizadas para avaliar a incerteza de medicdo, e que diferencia
todos os procedimentos de medicdo envolvidos na metodologia em componentes individuais de
incerteza, conforme referido, é a abordagem sub-analitica, também conhecida como abordagem
“bottom-up”. Neste tipo de estratégia, cada procedimento ¢ responsavel por efeitos aleatorios ou
sistematicos, sendo posteriormente quantificados com o objetivo final de determinar o efeito combinado
dos varios componentes, numa aplicacéo da lei da propagacédo da incerteza [92], [94], [95]. Ainda que
esta abordagem seja facilmente compreensivel, a sua aplicagdo ndo é simples para medi¢des complexas,
pelo que existem alternativas, como é o caso da abordagem supra-analitica, também conhecida como
abordagem “top-down” (ou interlaboratorial), mas que estd mais direcionada para estimativa dos
diferentes componentes de incerteza de varios laboratorios [94], [95]. No caso da incerteza de medigdo
ser superior a “incerteza alvo”, é necessaria uma otimizacdo no sentido de reduzir a incerteza de
medicdo, tornando-a adequada para o uso pretendido. A abordagem “bottom-up” produz modelos mais
adequados para esta otimizacdo, podendo ser estabelecida uma ligacdo direta com os efeitos analiticos
que poderdo reduzir a incerteza global do método [93].

Para facilitar a aplicacdo deste tipo de abordagem, J. Kragten desenvolveu, em 1994, um método
simples e rapido para auxiliar os analistas, nomeadamente pela implementacéo de uma folha de calculo
que auxilia na elaboragdo de todos os calculos necessarios a estimativa da incerteza global de uma
metodologia em desenvolvimento [96].

Para que a abordagem “bottom-up” possa ser utilizada para avaliacdo da incerteza de um método, é
necessario que, numa primeira fase, seja feita a validagdo do procedimento de calibragdo instrumental.
Neste sentido, é necessario que seja verificada a linearidade dos resultados, assim como uma avaliagdo
da homogeneidade de variancias da resposta instrumental — homoscedasticidade, o que vai condicionar
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a selecdo do modelo de regressdo. Por sua vez 0 modelo de regressdo deve ser avaliado quanto a
gualidade do seu ajuste aos dados experimentais [87], [90], [91].

Finalmente, depois de desenvolvida a metodologia em validacéo, ela deve ser testada em amostras
problema, verificando o desempenho do método e a respetiva compatibilidade metrolégica. De acordo
com os resultados obtidos, trabalhos de otimizacdo devem ser desenvolvidos, nomeadamente pela
reducéo da incerteza de medicao associada aos componentes que revelaram afetar de forma mais vincada
a metodologia [92], [97].

1.6 ENQUADRAMENTO DO TRABALHO

Este trabalho, realizado no &mbito do Protocolo existente entre a FCUL e o LPC-PJ para o estudo de
NSP, tem como principal objetivo a validacdo de um método de quantificagdo de trés catinonas sintéticas
por GC-FID. Parte do trabalho pretende ainda auxiliar o LPC-PJ na identificacdo de substancias
presentes em material apreendido em Portugal e na obtengdo de padrdes (por sintese ou através da
purificacdo de produtos resultantes de apreensdes nacionais), com vista a sua insercéo na biblioteca de
espetros, facilitando as analises de rotina desse laboratério.

Contrariamente ao que acontece para as drogas classicas, sdo escassos 0s estudos sobre a
identificac&o e quantificagdo de NSP, em diferentes matrizes. O rapido surgimento de novas substancias,
bem como a sua propagagdo no mercado ilicito, dificulta o trabalho das entidades competentes, ndo
permitindo, muitas vezes, uma resposta tdo rapida quanto desejavel. Assim, no ambito de uma agdo
pré-ativa, surge a importancia da validagdo de um método de quantificacdo para substancias psicoativas,
que ndo sao atualmente consideradas como “de consumo mais frequente” em Portugal, mas, tendo em
conta a sua crescente difusdo, ndo s6 a nivel europeu mas também mundial, passardo, muito
provavelmente, no futuro, também a ser consideradas “de consumo mais frequente”.

Para validacdo de um método de quantificacdo foram selecionadas trés catinonas sintéticas,
pertencentes a trés classes distintas de derivados: mefedrona (1), da classe das B-cetoanfetaminas
metiladas na posicdo 4, metilona (2), B-ceto analogos das metilenodioxianfetaminas, e MDPV (3),
derivados a-pirrolidinicos. A selecédo foi feita com base nas suas caracteristicas estruturais e quimicas,
bem como no historico que Ihes é inerente.

HaC CHs o CHs o

(1) Mefedrona (2) Metilona @3)ymMpprv  CHj

Figura 1.5 - Estrutura das trés catinonas sintéticas estudadas, no ambito da validagdo de um método de quantificagao.

A mefedrona é a catinona sintética mais popular entre 0s consumidores, sendo uma das mais
reportadas ao EMCDDA desde o inicio da emergéncia das NSP no mercado das drogas ilicitas. Foi
detetada pela primeira vez no final de 2007, e acabou por ser a primeira da classe das catinonas sintéticas
a deter um relatorio de risco. Ja a metilona ter sido uma das primeiras catinonas sintéticas reportadas
ao EMCDDA, apds inicial identificagdo em 2004 na Holanda, apesar de ter sido sintetizada em 1996
com vista ao tratamento de depresséo e doengas como o Parkinson. Por Gltimo, o MDPV é também uma
das substancias mais difundidas a nivel mundial, tendo sido identificado pela primeira vez na Alemanha
em 2007. Tal como a metilona, esta catinona sintética foi sintetizada pela primeira vez em 1969, muito
antes do inicio da sua utilizacdo como substancia de abuso, fazendo na altura parte da classe dos
estimulantes. Acresce que, estas trés catinonas sintéticas foram das mais recentes NSP adicionadas a
legislagdo portuguesa de combate a droga, deixando, na préatica, de ser consideradas NSP.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 EQUIPAMENTO E CONDICOES ANALITICAS

Anédlises de GC-MS realizadas no LPC-PJ — A maioria das analises foram realizadas num
cromatdgrafo gasoso (Agilent® GC System 7890B), acoplado a um espetrémetro de massa (Agilent®
MSD 5977B), coluna HP-5MS modelo 19091S-433 (30 m x 250 um x 0,25 pum) e injetor automatico
(Agilent® Autosampler 7693). Outras das analises por GC-MS foram realizadas pela utilizagdo de um
cromatdgrafo gasoso (Agilent® GC System 6890), acoplado a um espetrémetro de massa (Agilent® MSD
5973 Network), coluna HP-5 [5% Phenyl Methyl Siloxane] modelo 19091J-433 (30 m x 250 um x 0,25
um) e injetor automatico (Agilent® Autosampler 7683). O software de processamento e tratamento de
dados foi 0 ChemStation. O modo de ionizacao utilizado foi o de ionizacdo por impacto eletronico (EI),
sendo que a energia fixada foi de 70 eV. A gama de scan utilizada foi de 50 a 550 m/z.

Programas de anélise:

‘anfet’ - Inicia-se com uma temperatura de 80 °C (1 min), subindo gradualmente até aos 270 °C,

numa taxa de 12 °C/min, finalizando com 23,833 minutos a 270 °C. Amostras injetadas no
modo split a uma taxa de 100:1, sendo que o volume de injecéo foi de 1 pL.

‘anfet_L’ - Inicia-se com uma temperatura de 80 °C (1 min), subindo gradualmente até aos 270 °C,
numa taxa de 12 °C/min, e de seguida até aos 300 °C, numa taxa de 20 °C/min, finalizando
com 43,33 minutos a 325 °C. Amostras injetadas no modo split a uma taxa de 50:1, sendo
que o volume de injecéo foi de 1 pL.

‘bup’ - Inicia-se com uma temperatura de 150 °C (1 min), subindo gradualmente até aos 270 °C,
numa taxa de 20 °C/min, finalizando com 47 minutos a 270 °C. Amostras injetadas no modo
split a uma taxa de 17.1:1, sendo que o volume de injecéo foi de 1 pL.

‘MS_M’ - Inicia-se com uma temperatura de 150 °C (1 min), subindo gradualmente até aos 270 °C,
numa taxa de 12 °C/min, finalizando com 19 minutos a 270 °C. Amostras injetadas no
modo split a uma taxa de 40:1, sendo que o volume de injecéo foi de 1 pL.

‘MS_L’ - Inicia-se com uma temperatura de 150 °C (1 min), subindo gradualmente até aos 270 °C,
numa taxa de 12 °C/min, finalizando com 30 minutos a 325 °C. Amostras injetadas no
modo split a uma taxa de 32.7:1, sendo que o volume de injec&o foi de 1 pL.

‘MS_25min’ - Inicia-se com uma temperatura de 150 °C (1 min), subindo gradualmente até aos

270 °C, numa taxa de 12 °C/min, finalizando com 25 minutos a 325 °C. Amostras
injetadas no modo split a uma taxa de 32.7:1, sendo que o volume de injecéo foi de
1puL.

Anélises de GC-FID realizadas no LPC-PJ — As anélises por GC-FID foram feitas pela utilizacéo
de um cromatdgrafo gasoso (Agilent® GC System 7890B), com detetor por ioniza¢do de chama, coluna
Agilent 19091J-413 HP-5 (30 m x 320 um x 0,25 pm) e injetor automatico (Agilent® Autosampler
7693). O software de processamento e tratamento de dados foi 0 Open LAB CDS ChemStation.

Programas de analise:

‘ANFETT’ - Inicia-se com uma temperatura de 80 °C (1 min), subindo gradualmente até aos 270 °C,
numa taxa de 12 °C/min, finalizando com 23,833 minutos a 270 °C. Amostras injetadas no modo split
a uma taxa de 40:1, sendo que o volume de inje¢do foi de 1 pL.

Analises de RMN realizadas na FCUL — As analises de RMN foram obtidas no espetrofotometro
Bruker Avance 400. Os espetros foram obtidos a uma frequéncia de 400,13 MHz (*H RMN) e 100,61
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MHz (**C RMN), e foi utilizado o software Topspin (versdo 3.5) para processamento de dados. Os
desvios quimicos () foram expressos em ppm, sendo utilizados como referéncia os valores dos sinais
dos solventes (DMSO-ds — 6H=2,50/6C=39,50; CDClz — 6H=7,26/ 6C=77,00; MeOD — 8H=3,31/
8C=49), e as constantes de acoplamento (J) em Hertz. A identificacdo e caracterizacdo dos compostos
nas diferentes matrizes e dos compostos sintéticos foi feita atraves da analise dos espetros de RMN 1D
(*H e ®C APT) e 2D (COSY, HSQC, HMBC e HSQC-TOCSY).

Andlises de MS realizadas no IST — Andlises por MS efetuadas pela utilizacdo de um HPLC
(Dionex Ultimate 3000), com bomba binaria HPG3200, injetor automatico (Autosampler WPS300) e
forno de coluna TCC3000, acoplado a um espetrometro de massa ion trap (LCQ Fleet) equipado com
uma fonte de ionizacdo ESI (Thermo Scientific TM). Amostra introduzida por FIA (Flow Injection
Analysis), num método isocratico [50% agua (0,1% &cido formico)/50% acetonirtilo], durante 10
minutos, a uma taxa de 10 arb e 275 °C (spary voltage: 4.50 kV e cappilary voltage: 42 V).

Pesagens — A pesagem dos compostos para anélise no LPC-PJ foi feita numa balanca METTLER
AE 100 (max 109 mg, d=0,1mg), e na FCUL numa METTLER TOLEDO XS205 Dual Range (max
819/220g, d=0,01mg/0,1mg) ou numa OHAUS® PIONEER™ Modelo PA224 (max 220g, d=0,1mg).

Volumes — As medicGes de volume foram feitas com recurso a dois dispensadores do LPC-PJ, um
Dispensette® [Numero-Série: 11S 08208] marca BRAND de 2 mL (Exatiddo 0,01%, CV 0,05%) e um
Dispensette® S Organic [NUmero-Série: 16D 70349] marca BRAND de 5 mL (Exatiddo 0,02%, CV
0,06%).

Analises de TLC — As TLC foram efetuadas com placas de silica gel (60 F2s4) em aluminio (Merck
05554), e visualizadas com recurso a luz ultravioleta de 254 nm. Algumas das placas foram
posteriormente pulverizadas com a solucéo de Ehrlich previamente preparada.

2.2 SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes e reagentes foram adquiridos comercialmente, tendo sido utilizados sem
purificacdo prévia. As listas destes solventes e reagentes encontram-se em anexo (Anexo 6.1 e Anexo
6.2).

Soluces preparadas previamente:

Reagente de Marquis — Foi preparado pela adi¢do de 10 mL de formaldeido a 100 mL de H.SO4
concentrado.

Reagente de Scott — Foi preparado pela dissolucdo de 2 g de tiocianato de cobalto, em 100 mL de
acido acético glacial a 10%, com posterior adi¢gdo de 100 mL de glicerina.

Reagente de Duquenois-Levine — Foi preparado pela dissolucéo de 20 g de vanilina, em 1000 mL
de etanol, com posterior adicdo de 8 mL de acetaldeido.

Solucgéo Reveladora de Reagente de Ehrlich (TLC) — Foi preparada pela dissolugdo de 500 mg de
4-(dimetilamino)benzaldeido, em 500 mL de etanol, com posterior adi¢do de 5 mL de HCI concentrado.

2.3 VALIDACAO DE UM METODO DE QUANTIFICACAO DE
CATINONAS POR GC-FID

Tal como referido anteriormente, é essencial que as metodologias analiticas aplicadas a area forense
sejam de elevada qualidade e permitam a obtencdo de concluses crediveis e confidveis. Neste sentido,
todos os métodos devem ser validados e constantemente monitorizados [3].
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A primeira etapa no ambito do desenvolvimento de uma metodologia analitica consiste,
evidentemente, na definicdo dos objetivos da sua aplicacdo. Uma vez identificados os principais
objetivos, deve ser feita uma pesquisa bibliografica de modo a identificar a eventual publicacéo de outros
métodos para 0os mesmos fins ou semelhantes [3]. No entanto, € de salientar que, para o trabalho em
apreco, deve igualmente ser tido em conta que 0 método em validacdo é para aplicacdo hum laboratorio
de rotina, com metodologias de anélise implementadas, pelo que apenas as altera¢des ao quotidiano do
laboratorio necessarias devem ser feitas.

Para a realizacdo deste estudo e validagdo de um método de quantificagdo para utilizagdo futura no
LPC-PJ foram selecionadas trés catinonas sintéticas, pertencentes a trés classes distintas de derivados:
a mefedrona (1), da classe das pB-cetoanfetaminas metiladas na posicao 4, a metilona (2), p-ceto andlogo
das metilenodioxianfetaminas, e MDPV (3), dos derivados a-pirrolidinicos (Figura 1.5). Conforme
referido, estas trés catinonas foram das mais recentes NSP adicionadas a legislacdo portuguesa de
combate a droga, deixando, na prética, de ser consideradas NSP [20], e consequentemente é expetavel
que futuramente sejam consideradas “de consumo mais frequente”, passando a integrar a tabela do mapa
anexo a Portaria n.° 94/96, de 26 de Marco [32], pelo que tenham que ser quantificadas, de modo a
apurar se 0 montante de material apreendido é inferior ao limite quantitativo para cada dose média
individual diaria.

Neste sentido, o método desenvolvido teve como base o procedimento para quantificagdo de
anfetaminas e metanfetaminas ja existente no LPC-PJ (ao abrigo da Portaria n.° 94/96, de 26 de
Marco [32]), uma vez que apresentam similaridades a nivel estrutural com as catinonas sintéticas, sendo
a Unica diferenca a presenca de um grupo cetona no carbono {3 (da cadeia lateral da amina), desta Gltima
classe de substancias.

Assim, a metodologia desenvolvida consistiu na pesagem de aproximadamente 10 mg de amostra de
material apreendido para um baldo de precipitacdo de 5 mL, com recurso a uma balanc¢a analitica. A
esse baldo foram adicionados 4 mL de solvente (solucdo 1:1 CHCIs/MeOH) e 1 mL de Pl (tetracosano
em solugdo com CHCI; — 0,5 mg/mL), com recurso a dispensadores volumétricos. Em seguida, uma
porc¢do da solugdo foi injetada no equipamento de GC-FID, pela utilizacdo do programa ‘ANFET1’. A
partir desta analise obtiveram-se os valores de R; dos diferentes analitos presentes na amostra, assim
como a correspondente percentagem (%) de area do sinal de resposta, obtida pelo software de tratamento
de dados do equipamento.

A validacdo de um método €é o processo de demonstracdo da capacidade do mesmo para produzir
resultados confiaveis e, depois de definidos 0s objetivos da sua aplicacdo, existem duas fases de extrema
importancia: a calibracdo do método e a estimativa da incerteza. Nesse sentido, esta se¢do foi divida de
acordo com estas etapas, sendo previamente necessaria a obtencdo de padrbes, necessarios a realizagdo
das fases seguintes, assim como a realizagdo de um estudo da seletividade do método em
desenvolvimento. Por Gltimo foi ainda verificada a compatibilidade metroldgica e descrita a aplicacdo
da metodologia, de modo a testa-la, nomeadamente pela sua aplicagcdo a amostras reais.

De salientar que, para simplificar o futuro trabalho dos analistas do LPC-PJ, foram também
desenvolvidas trés folhas de calculo (Anexo 6.75, Anexo 6.76 e Anexo 6.77), uma para cada catinona
sintética em estudo, onde serdo preenchidos os resultados das anélises realizadas com vista a sua
quantificagdo em amostras de material apreendido, sendo fornecido o resultado final com a incerteza
expandida que lhe esta associada.

2.3.1 OBTENCAO DE PADROES

As catinonas mefedrona (1), metilona (2) e MDPV (3) (Figura 1.5), foram selecionadas para este
trabalho. Por serem substancias psicoativas controladas, a sua aquisi¢cdo comercial encontra-se limitada,
pelo que a sintese foi a solu¢do mais vantajosa encontrada, principalmente por razes temporais.
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Destes trés compostos, a mefedrona (1) e o MDPV (3) foram anteriormente sintetizados na FCUL, e
a metilona (2) foi sintetizada no &mbito deste trabalho, conforme descrito em 2.3.1.1. O grau de pureza
das 3 catinonas foi avaliado de acordo com o procedimento descrito em 2.3.1.2.

Para o estudo de eventuais interferentes do método a desenvolver foram utilizados 21 padrGes de
catinonas sintéticas (metcatinona, bufedrona, pentedrona, metedrona, 3,4-DMMC, DMC, DMB, DMP,
etcatinona, NEB, NEP, 4-MEC, amfepramona, DEB, DEP, 4Me-amfepramona, a-PPP, a-PBP, a-PVP,
MPPP, MDPBP) obtidas no ambito de trabalhos anteriormente realizados na FCUL e que fazem parte
da biblioteca de padrbes do LPC-PJ. A listagem das 24 catinonas sintéticas, que inclui as trés catinonas
em estudo, encontra-se no Anexo 6.3.

Foram ainda utilizados padrGes de anfetamina, metanfetamina, MDMA, cafeina e lidocaina, para o
estudo de interferentes, fornecidos pelo LPC-PJ, por serem as substancias maioritariamente encontradas
em mistura com catinonas sintéticas, e os adulterantes mais comuns encontrados nestes produtos.

2.3.1.1 SINTESE DE METILONA

A sintese da metilona (2) foi efetuada, na FCUL, a partir do composto
1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona, adquirido comercialmente, tendo por base o trabalho de
McDermont et al. [98], e envolveu trés etapas distintas, conforme apresentado na Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Esquema reacional da sintese da metilona na forma de sal de hidrocloreto (2).

Sintese da bromocetona 2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5):

A primeira etapa consistiu na formag&o da bromocetona a partir da respetiva cetona, pela bromacéo
da posi¢do a da cetona de partida, 1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4), com catalise éacida,
formando-se a , 2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5).

A cetona de partida (2,0 g), 1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4), foi dissolvida em CH,Cl,
seco (6 mL). De seguida, adicionou-se uma gota de HBr, assim como 0,57 mL de Br», gota-a-gota com
recurso a uma ampola de carga, sob agitagdo. A reacdo foi controlada durante cerca de duas horas, com
recurso a TLC (eluente: éter de petrdleo/éter etilico 9:1), verificando-se que apéds este periodo de tempo,
ainda existia composto de partida em solucdo. Apenas no dia seguinte a reacao se deu como terminada,
verificando-se por TLC (eluente: benzeno) a auséncia de composto de partida (Rf~2,7 cm) e a existéncia
de dois compostos (Rf=~ 1,4 cm e Rs= 1,2 cm, respetivamente), correspondentes a cetona bromada e
dibromada. O produto resultante foi evaporado a secura sob corrente de ar, ficando com uma coloragéo
castanho-escuro-roxeado e textura pastosa (3,430 g). Este produto é uma mistura racémica da
bromocetona porgque em meio acido (neste caso HBr), ocorre a formacéo lenta de um enol, que € seguida
de reacdo rapida com o bromo molecular, uma vez que o ataque nucleofilico pode ocorrer de duas formas
distintas.
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A cetona de partida (4) e o produto resultante contendo maioritariamente a bromocetona (5), foram
dissolvidos em CDCls, e analisados por RMN. Os espetros 1D (RMN H e $3C) e 2D (COSY, HSQC e
HMBC) obtidos encontram-se em anexo (Anexo 6.4 a Anexo 6.13).

1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4): RMN *H (400 MHz, CDCl3) §(ppm): 7.56 (1H, dd,
J=8.1, 1.5 Hz, H-6"), 7.44 (1H, d, J=1.4 Hz, H-2"), 6.84 (1H, d, J=8.2 Hz, H-5"), 6.03 (2H, s, H-7"),
2.92 (2H, q, J=7.3 Hz, H-2), 1.20 (3H, t, J=7.3 Hz, H-3). RMN *3C (100 MHz, CDCl3) 5(ppm): 198.98
(C=0, C-1), 151.51 (Cq, C-4°), 148.08 (CH, C-37), 131.74 (C,, C-17), 124.07 (CH, C-6"), 107.83 (CH,
C-5%), 107.81 (CH, C-27), 101.74 (CHz, C-7°), 31.51 (CH, C-2), 8.44 (CH3s, C-3).

2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5): RMN *H (400 MHz, CDClIs) (ppm): 7.64
(1H, dd, J=8.2, 1.5 Hz, H-6"), 7.49 (1H, d, J=1.5 Hz, H-2"), 6.87 (1H, d, J=8.2 Hz, H-5"), 6.06 (2H, s,
H-7"), 5.21 (1H, g, J=6.6 Hz, H-2), 1.88 (3H, d, J=6.6 Hz, H-3). RMN *C (100 MHz, CDClI3) 3(ppm):
191.59 (C=0, C-1), 152.27 (C,, C-4"), 148.30 (Cq, C-37), 128.54 (Cq, C-17), 125.28 (CH, C-6”), 108.70
(CH, C-27), 108.01 (CH, C-5"), 102.01 (CHa, C-7°), 41.29 (CH, C-2), 20.27 (CHs, C-3).

Sintese da metilona na forma de base livre (6):

A etapa seguinte consistiu na adi¢éo gota-a-gota, com recurso a uma seringa, de 25 mL (54,93 mmol)
de uma solugdo de metilamina em THF (2M), a uma solucdo do produto resultante da reagédo anterior
(3,430 g contendo a bromocetona (5)) dissolvida em THF seco, sob agitagdo magnética. De realcar que,
de acordo com o trabalho citado, foi tida em conta uma proporcao de 3,4 mmol de bromocetona para
14,0 mmol de amina, apurando-se que seria necessario um volume total de 27,46 mL de metilamina.
Neste passo sintético ocorre uma reagdo de substituicdo nucleofilica do tipo Sn2, havendo um ataque
por parte do nucleéfilo (dtomo de azoto da metilamina) ao carbono a da bromocetona. A medida que a
reacdo progride, a ligagdo carbono-amina é fortalecida, enquanto a ligagdo carbono-bromo enfraquece,
formando-se um ido brometo. A reacéo foi controlada com recurso a TLC (eluente: éter de petr6leo/éter
etilico 8:2), dando-se por completa a reacdo ap6s cerca de 4 a 5 horas, verificando-se a auséncia da
bromocetona (5) (Rs= 3,2 cm) e a existéncia de um novo composto (R~ 1,8 cm). O produto obtido foi
evaporado a secura sob corrente de ar.

De seguida foi realizado o work-up acidico por extra¢do continua, sendo que para tal, numa primeira
fase, dissolveu-se o produto obtido em CH.Cl,, e de seguida adicionou-se HCI 6M até a solugdo atingir
o pH de 1, extraindo-se a fase organica (FO1) apds adicdo de 25 mL de CH.Cl.. A fase aquosa
adicionou-se novamente 25 mL de CH.ClI,, e extraiu-se uma nova fase organica (FO2). Em seguida,
adicionou-se NaOH 5M a fase aquosa na ampola de decantacao, até a solugdo atingir o pH de 10, ap6s
nova adicdo de 25 mL CH.Cl,, para recolha da terceira fase organica (FO3). As trés fases orgéanicas
foram secas com MgSO. e concentradas sob vacuo, sendo que na FO3 verificou-se a presenca de um
6leo amarelo-alaranjado (1,254 g) que, conforme verificado por RMN *H, correspondia a metilona na
forma de base livre (6). O rendimento obtido para esta etapa foi de aproximadamente 46 %, e a analise
por RMN *H do produto final foi feita pela dissolucdo de uma aliquota em CDCls. A caracterizacdo
baseou-se na interpretacdo do espetro 1D (RMN *H) que se encontra no Anexo 6.14.

Metilona (na forma de base livre) (6): RMN H (400 MHz, CDCls) (ppm): 7.57 (1H, d, J=8.1
Hz, H-5%), 7.44 (1H, s, H-2"), 6.87 (1H, dd, J=8.2, 0.8 Hz, H-6"), 6.05 (2H, s, H-7), 4.21 (1H, m, H-2),
2.39 (3H, s, H-3), 1.33 (3H, d, J=7.0 Hz, H-1"").

Sintese da metilona na forma de sal de hidrocloreto (2):

A terceira e Ultima etapa consistiu na precipitacdo do produto final na forma de hidrocloreto, numa
reacdo &cido-base entre a metilona na forma de base livre (6) e uma solugdo de &cido cloridrico etéreo
(3M). Esta solucdo foi obtida pela reacdo entre 43,83 g de NaCl (750 mmol, MM=58,44 g/mol),
previamente seco na estufa (250°C), e de 19,20 mL de H»SO4 (96%, 375 mmol, MM=98,018 g/mol,
densidade: 1,840 g/mL), borbulhando em 250 mL de éter etilico (750 mmol), em banho de gelo. O
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precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado repetidamente com éter etilico numa primeira fase,
depois acetona, e mais tarde uma solugdo 1:1 éter etilico/acetona, formando-se um p6 bege que foi
evaporado a vacuo. O produto obtido foi analisado por RMN H, pela dissolucdo de uma pequena porcdo
em DMSO-ds, comprovando tratar-se da metilona na forma de hidrocloreto (6) (1,082 g). O rendimento
obtido para esta etapa foi de aproximadamente 86 %, e a caracterizacdo do produto final foi feita por
RMN, em DMSO-ds, sendo que a caracterizacdo se baseou na interpretacdo dos espetros 1D (RMN *H
e 13C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC). Os espetros se encontram em anexo (Anexo 6.15 a Anexo 6.19).

Metilona (na forma de sal de hidrocloreto) (2): RMN *H (400 MHz, CDCls) &(ppm): 9.69 (1H,
brs, NH), 9.17 (1H, brs, NH), 7.69 (1H, dd, J=8.2, 1.6 Hz, H-6"), 7.53 (1H, d, J=1.5 Hz, H-2"), 7.13
(1H, d, J=8.2 Hz, H-5"), 6.19 (2H, s, H-7"), 5.06 (1H, m, H-2), 2.54 (3H, s, H-1""), 1.42 (3H, d, J=7.1
Hz, H-3). RMN **C (100 MHz, CDClI3) &(ppm): 194.38 (C=0, C-1), 152.77 (Cq, C-4), 148.26 (Cq, C-
3%), 127.41 (Cq, C-17), 125.88 (CH, C-6’), 108.60 (CH, C-5°), 107.94 (CH, C-2"), 102.53 (CHy, C-7°),
57.98 (CH, C-2), 30.67 (CHs, C-1""), 15.79 (CH3, C-3).

Assim, a partir de 2 g de cetona de partida (4), foi possivel sintetizar 1,082 g de metilona na forma
de hidrocloreto (2), sendo o rendimento global da reacdo de aproximadamente 46 %.

2.3.1.2 GRAU DE PUREZA E ESTABILIDADE

O grau de pureza dos trés compostos em analise para validacdo do método de quantificagdo de
catinonas sintéticas foi estimado por GC-FID. As solucBes foram preparadas pela dissolucéo de cerca
de 5 mg de cada substancia em 1 mL de solvente (solucdo 1:1 CHCIls/MeOH), tendo-se obtido 3
solugdes: mefedrona (1) (5,2 mg/mL), metilona (2) (5,3 mg/mL) e MDPV (3) (5,1 mg/mL). Os brancos
utilizados ao longo do trabalho foram preparados da mesma forma que as solu¢Ges em andlise, mas
isentas de analito. Estas solucBes foram previamente analisadas por GC-MS, no programa ‘anfet’, de
modo a confirmar a correta identificacdo dos compostos.

A determinacdo do grau de pureza dos compostos foi efetuada pela analise de 10 repeticGes de cada
solucdo, intercaladas de brancos, com o programa ‘ANFET1’ no GC-FID, calculando-se a média da
percentagem (%) das areas dos sinais obtidos nas 10 injecdes.

A estabilidade das trés catinonas sintéticas em solucdo foi avaliada pela analise de solucfes
armazenadas dentro (temperatura do frigorifico, 10 °C) e fora do frigorifico (temperatura ambiente do
laboratorio, 21 °C). Uma porcéo de cada uma das 3 solugdes utilizadas para avaliagdo do grau de pureza
(uma para cada catinona sintética) foi deixada fora do frigorifico e analisada 8 e 14 dias depois, nas
mesmas condig¢Oes analiticas. Uma outra porcdo de cada solucdo foi armazenada no interior do
frigorifico, e analisada 17 dias depois, nas mesmas condicdes analiticas.

2.3.2 SELETIVIDADE

De uma forma geral a seletividade de um método pode ser descrita como a capacidade do mesmo
para discriminar o analito em estudo, em relacdo aos restantes componentes presentes numa mistura ou
matriz complexa, por forma a garantir que o sinal de resposta é exclusivamente do composto de interesse
[88].

Neste trabalho, o estudo da seletividade do método foi feito por duas fases, sendo que numa primeira
fase foi realizada uma anélise de 24 padrdes de catinonas sintéticas disponiveis, por GC-MS e GC-FID,
de modo a apurar quais seriam possivelmente interferentes com as trés catinonas em estudo, tendo em
conta o tempo de retengdo. Em anexo encontram-se sumariadas as estruturas quimicas dos 24 padroes,
bem como os R; obtidos a partir da respetiva anélise por GC-MS e GC-FID, e ainda os principais
fragmentos resultantes da analise por GC-MS (Anexo 6.3).

As solugdes foram preparadas pela dissolucéo de cerca de 5 mg de cada substancia (com excecéo do
MDPBP por existir pouca quantidade de padréo disponivel - apenas 3 mg) em 5 mL de solvente (solucéo
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1:1 CHCIs/MeOH), tendo-se obtido 24 solugdes: metcatinona (1,0 mg/mL), bufedrona (1,1 mg/mL),
pentedrona (1,0 mg/mL), mefedrona (1) (1,0 mg/mL), metedrona (1,0 mg/mL), 3,4-DMMC
(1,0 mg/mL), metilona (2) (1,0 mg/mL), DMC (1,0 mg/mL), DMB (1,1 mg/mL), DMP (1,0 mg/mL),
etcatinona (1,1 mg/mL), NEB (1,0 mg/mL), NEP (1,0 mg/mL), 4-MEC (1,0 mg/mL), amfepramona
(1,0 mg/mL), DEB (1,0 mg/mL), DEP (1,0 mg/mL), 4Me-amfepramona (1,0 mg/mL), a-PPP (1,1
mg/mL), a-PBP (1,1 mg/mL), a-PVP (1,0 mg/mL), MPPP (1,0 mg/mL), MDPBP (0,6 mg/mL) e MDPV
(3) (1,0 mg/mL).

Desta anélise, foram selecionadas como potenciais interferentes as catinonas sintéticas com Ry por
GC-FID mais proximos das substancias em estudo para validacdo do método de quantificagdo,
nomeadamente DMB e NEB para a mefedrona, a-PBP, MPPP e a-PVP para a metilona, e MDPBP para
0 MDPV.

Antes de serem quantificadas, todas as substancias desconhecidas tém de ser primeiramente
identificadas pelo que, no LPC-PJ, sdo analisadas por GC-MS. Assim, numa primeira fase foi necessario
perceber se a metodologia utilizada para identificacdo de catinonas sintéticas, permite a distingao entre
estas substancias quando misturadas em solugéo.

Uma das catinonas potencialmente interferentes, o MDPBP, ndo se encontrava disponivel nesta fase
de anélise, pelo que foi preparada uma solucdo com as restantes 8 catinonas alvo (5 possiveis
interferentes + 3 catinonas em estudo), pela dissolucdo de cerca de 5 mg de cada em 4 mL de solvente
(solugdo 1:1 CHCIs/MeOH) e com adi¢cdo de 1 mL de PI (tetracosano em solu¢do com CHCI; — 0,5
mg/mL), conforme Tabela 2.1. Esta solugdo foi analisada por GC-MS utilizando o programa ‘anfet’
para verificar se seria possivel a identificacdo das substancias na mistura. A mesma solucéo foi também
analisada por GC-FID com o programa ‘ANFET1’, de modo a perceber se a metodologia em validagdo
para quantificacdo de catinonas sintéticas permite a distingdo das substancias com R préximo quando
misturadas em solugdo e, deste modo, a sua quantificagéo.

Tabela 2.1 - Dados relativos a preparacao das solugdes para estudo de interferentes, no que respeita a analise de uma
mistura de oito catinonas sintéticas.

Composto | Massa (mg) Volume (mL) Concentragéo final
Solvente Pl solucéo (mg/mL)

DMB 5,26 1,05
Mefedrona (1) 5,24 1,05
NEB 5,20 1,04
a-PBP 5,34 4 1 1,07
Metilona (2) 5,38 1,08
MPPP 5,45 1,09
a-PVP 5,17 1,03
MDPV (3) 5,31 1,06

A andlise do MDPBP como potencial interferente do MDPV (3) foi feita posteriormente, e uma vez
que existia pouca quantidade deste padrdo, foi preparada uma solugdo contendo apenas estas duas
substancias, pela dissolugdo de 1,2 mg de MDPBP (quantidade disponivel), e 1,8 mg de MDPV, em
4 mL de solvente (solucdo 1:1 CHCIs/MeOH) e com adi¢éo de 1 mL de PI (tetracosano em solucdo com
CHClI3z— 0,5 mg/mL). A solugéo, contendo MDPBP (0,24 mg/mL) e MDPV (0,36 mg/mL), foi analisada
no programa ‘anfet’ N0 GC-MS e no programa ‘ANFET1’ no GC-FID.

Numa segunda fase do estudo da seletividade, foi avaliada a eventual interferéncia de algumas das
substancias maioritariamente encontradas em mistura com catinonas sintéticas, e os adulterantes mais
comuns adicionados a produtos de mercado que contém catinonas sintéticas: anfetamina,
metanfetamina, MDMA, cafeina e lidocaina.

As solugdes de anfetamina e metanfetamina foram preparadas pela dissolugéo de cerca de 5 mg em
1 mL de solvente (solucdo 1:1 CHCIs/MeOH), tendo-se obtido 3 solugdes de concentracdo aproximada
de 5,0 mg/mL. Estas foram analisadas por GC-MS no programa ‘anfet’.
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As solugdes de MDMA, cafeina e lidocaina foram preparadas pela dissolugdo de cerca de 10 mg em
4 mL de solvente (solucdo 1:1 CHCIs/MeOH) e com adi¢do de 1 mL de PI (tetracosano em solu¢do com
CHCIs — 0,5 mg/mL). A trés solucbes obtidas, MDMA (1,7 mg/mL), cafeina (2,3 mg/mL) e lidocaina
(2,6 mg/mL), foram analisadas por GC-MS e GC-FID, no programa ‘anfet’ e ‘ANFET 1’ respetivamente.

2.3.3 CALIBRACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO

O processo de validacdo de um método inicia-se geralmente pela legitimacdo do procedimento de
calibracdo aplicado. E assim necessério que o modelo de calibracio aplicado descreva uma resposta
instrumental adequada a quantificacdo de um analito [91], [99]. A validacdo do modelo de calibracéo,
de uma maneira genérica, € feita pela avaliacdo da relacdo entre a concentracdo do analito na amostra e
a resposta analitica correspondente. Para tal, é necessario que, tendo por base um modelo de regressdo
matematico, seja avaliada a tendéncia média do sinal instrumental em fun¢édo do teor de analito, isto é,
a linearidade da curva de calibragdo, bem como o comportamento da disperséo da resposta instrumental,
na gama de trabalho, descrito como o estudo da homoscedasticidade [87], [90], [91].

Assim, numa primeira fase foi selecionada a gama de trabalho para aplicagdo do método de
quantificagdo, bem como os limites analiticos aplicaveis ao mesmo. Os resultados obtidos nesta gama
de trabalho foram analisados quanto a homoscedasticidade, para posterior selecdo do modelo de
regressdo a aplicar e verificacdo da linearidade da resposta instrumental.

2.3.3.1 GAMA DE TRABALHO E HOMOSCEDASTICIDADE

A gama de trabalho pode ser definida como o intervalo entre as concentragdes minima e maxima
esperadas para o analito, durante o qual o método fornece resultados com uma incerteza aceitavel.

Uma vez que este trabalho é para validacdo de um método de rotina do LPC-PJ e que o
desenvolvimento da componente experimental teve por base o procedimento ja existente para
quantificagdo de anfetaminas e metanfetaminas (conforme descrito em 2.3), verificou-se que nesta
metodologia a massa méaxima pesada é de 25 mg e a minima de 10 mg. Assim, foi selecionada a
concentragdo de 0,5 mg/mL para o extremo superior da gama de trabalho (assumindo que num caso
extremo teriamos uma amostra de 25 mg com um grau de pureza de 100%) e para 0 extremo minimo,
foi selecionada a concentragdo de 0,02 mg/mL (assumindo que num caso extremo teriamos uma amostra
de 10 mg em que o analito apresenta um grau de pureza de 1%). Estas duas concentra¢fes foram assim
selecionadas como representativas dos extremos, minimo e maximo. Deste modo, foram preparadas
duas solugdes para cada uma das trés catinonas sintéticas em analise para a validagdo do método,
designadas de “Concentragdo Baixa” e “Concentragdo Alta” que, se verificadas como adequadas, iriam
corresponder aos extremos da gama de trabalho. Cada solucéo foi preparada pela dissolucéo de cerca de
0,10 mg e 25 mg de cada composto, respetivamente para a designada “Concentragdo Baixa” e
“Concentragdo Alta”, em 4 mL de solvente (solu¢do 1:1 CHCI:/MeOH) e com adigéo de 1 mL de PI
(tetracosano em solugdo com CHClIs — 0,5 mg/mL), conforme Tabela 2.2.

Uma vez que o extremo minimo deve ser igual ou superior ao limite de dete¢do (LD), foi necessario
verificar para cada catinona se a “Concentragdo Baixa” estava ou ndo acima desse valor. Assim, as trés
solugdes de “Concentracdo Baixa” para cada catinona sintética em estudo foram assim analisadas por
GC-FID (conforme descrito em 2.3), de forma a estimar o sinal correspondente ao extremo minimo da
gama de trabalho, a partir de 20 repeticGes realizadas sob condi¢cbes de repetibilidade (mesmo
laboratorio, durante um curto periodo, com 0 mesmo operador e equipamento). A adequacado do extremo
minimo para a gama de trabalho em estudo foi avaliada com recurso a folha de Excel disponibilizada
por Bettencourt et al. [94], que sugere que o sinal de um calibrador correspondente ao extremo minimo
da gama de trabalho deve ser estimado a partir de pelo menos 10 repeti¢des realizadas sob condigdes de
repetibilidade.
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Para cada catinona, a solugdo de “Concentragdo Baixa”, foi ainda utilizada para o estudo da
homoscedasticidade dos resultados, em conjunto com a solugdo de “Concentra¢do Alta”. Ambas as
solugbes foram analisadas por GC-FID (conforme descrito em 2.3), sob as mesmas condicGes de
repetibilidade, para os trés compostos em estudo. A homoscedasticidade dos resultados foi também
avaliada pela utilizacdo da folha de Excel citada, disponibilizada por Bettencourt et al. [94], cujos
calculos se baseiam na aplicagdo do Teste F, que testa a dispersdo dos resultados a partir de sinais
replicados de calibradores com a menor e maior quantidade da gama de trabalho.

2.3.3.2 LINEARIDADE

De uma forma sucinta, linearidade pode ser definida como a capacidade de um método para fornecer
respostas analiticas diretamente proporcionais ao teor de analito numa determinada gama de trabalho.
A linearidade da resposta instrumental deve ser avaliada com recurso a um modelo de regresséo
matematico, e permite descrever a curva de calibracdo associada aos dados experimentais obtidos por
determinado método [91].

A linearidade da resposta do método de quantificacdo por GC-FID foi verificada testando a
adequacdo do modelo de regresséo linear ponderado, através de um Teste %2 (Chi-Quadrado). Assim,
foram construidas curvas diarias para utilizacdo durante 10 dias, para cada uma das trés catinonas
sintéticas em estudo, com 5 padr@es de calibragdo cada uma. As solugdes de padrdes de calibracéo
correspondentes aos extremos minimo (“Concentragdo Baixa”) e maximo (“Concentragdo Alta”) ja se
encontravam preparadas (conforme se¢do 2.3.3.1), designando-se neste sentido de Padrdo de Calibracdo
1 e 5, respetivamente. As restantes trés solugdes correspondentes aos Padrdes de Calibracéo 2, 3 e 4,
cujas concentracdes seriam de cerca de 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL e 3,75 mg/mL, respetivamente, foram
preparadas pela dissolu¢do de cerca de 6,25 mg, 12,5 mg e 18,75 mg, respetivamente e de cada
composto, em 4 mL de solvente (solugdo 1:1 CHCIs/MeOH) e com adicéo de 1 mL de PI (tetracosano
em solugdo com CHCI; — 0,5 mg/mL), conforme Tabela 2.2.

Para avaliacdo da linearidade da resposta do método de quantificacdo, foram obtidas, para cada
catinona em estudo, curvas de calibracdo em duplicado por dia, em 10 dias ndo consecutivos. Em cada
dia, as 5 solugdes padrdo de cada composto, foram analisadas por GC-FID (conforme descrito em 2.3),
em sequéncias iniciadas por brancos, seguidas dos padrdes por ordem decrescente de concentragdo
(Padréo 5 - Padrdo 1), sendo cada sequéncia injetada duas vezes e intercaladas por brancos.

Tabela 2.2 - Dados relativos a preparacao das solugdes para a selecdo da gama de trabalho e identificagdo dos limites
analiticos, assim como do estudo da linearidade e repetibilidade do método.

| Composto | Massa (mg) So\I/\(/);ztn;e (m:;)l Concentracéo (mg/mL)
“Concentraciio Baixa” Mefed_rona (D) 0,16 0,032
Padrio 1 Metilona (2) 0,12 4 1 0,024
MDPV (3) 0,16 0,032
Mefedrona (1) 6,35 1,270
Padréo 2 Metilona (2) 6,37 4 1 1,274
MDPYV (3) 6,22 1,244
Mefedrona (1) 12,93 2,586
Padréo 3 Metilona (2) 12,92 4 1 2,584
MDPV (3) 12,68 2,536
Mefedrona (1) 19,00 3,800
Padréo 4 Metilona (2) 18,79 4 1 3,758
MDPV (3) 18,72 3,744
« ~ ’ Mefedrona (1) 25,40 5,080
Concentracao Alta Metilona (2) | 25,32 4 1 5,064
adrao MDPV (3) 25,18 5,036

27



PARTE EXPERIMENTAL

A adequagdo do modelo de regressdo linear ponderado, foi feita através de um Teste x?, previamente
implementado numa folha de Excel, no &mbito de um trabalho previamente publicado [100].

2.3.4 ESTIMATIVA DA INCERTEZA

Depois de realizada a calibracdo do método de quantificacdo em desenvolvimento, deve ser estimada
a incerteza que lhe estd associada, para que a dispersdo dos valores que podem razoavelmente ser
atribuidos a mensuranda em estudo seja caracterizada.

A primeira etapa que permite a estimativa da incerteza é a definicdo da mensuranda, isto é, da
grandeza que se pretende medir no ambito da metodologia em desenvolvimento. Para tal, é necessario
definir uma expressao algébrica quantitativa que relaciona o seu valor com os pardmetros das quais
depende. Essa é uma determinacdo ndo experimental pelo que ndo foi descrita nesta se¢do (ver sec¢éo
3.1.4.1).

Em seguida procede-se a determinacdo, quantificagdo e combinagéo das fontes de incerteza. Depois
de expressa a relacdo algébrica entre a mensuranda e os parametros dos quais depende, é feita a
quantificagdo da incerteza associada a todos esses parametros, sob a forma de componentes individuais,
cujos efeitos sdo combinados num sé valor de incerteza — incerteza combinada. Apenas a quantificacéo
da incerteza associada a estas componentes individuais tem uma componente experimental, pelo que
apenas essa fase é descrita nesta se¢do.

Depois de determinado o valor associado a incerteza combinada da metodologia em
desenvolvimento, é calculada a incerteza expandida que permite associar um nivel de confianga elevado
ao resultado final, sendo por Gltimo reportado o resultado final.

2.3.4.1 QUANTIFICACAO DOS COMPONENTES DE INCERTEZA

Como referido, ap6s identificagdo da mensuranda e determinacdo das fontes de incerteza das quais
tal grandeza é dependente, estas foram quantificadas.

A - Sinal Instrumental

A componente de incerteza associada ao sinal instrumental estd relacionada com a incerteza
relacionada com a razdo entre as areas dos sinais obtidos instrumentalmente, de analito (catinona
sintética) e de padrdo (referéncia), com o Pl adicionado a solugdo analisada. Esta componente foi
estimada através do céalculo do desvio padrdo (S,.) associado a repetibilidade da resposta instrumental,
que foi avaliada através da andlise dos cinco padroes de calibrag&o selecionados, em duplicado, ao longo
de 10 dias ndo seguidos, para cada uma das trés catinonas sintéticas em estudo.

Né&o foram preparadas solucdes para esta anélise, uma vez que foram utilizados os resultados obtidos
a partir da analise das solucdes preparadas para a avaliacao da linearidade do método (ver secdo 2.3.3.2).

Numa primeira fase foi calculado o desvio padréo associado as duas repetigdes diarias (S,.), por cada
padrdo de calibracéo, e nos 10 dias ndo seguidos ((Equacgdo 2.1). A partir destes valores foi calculado
0 desvio padrdo agrupado (S, ), associado as 10 repeticdes por cada padrdo de calibracdo, nas

agrupado

condigdes de repetibilidade ((Equacgéo 2.2).

(Equagdo 2.1)

Em que x; representa o valor correspondente ao sinal de resposta obtido para cada anélise, havendo
neste caso um x; e um x,, para cada catinona sintética e cada padrdo, decorrentes das duas repeticdes
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por dia, e n é igual a 2 (repeti¢des). O x representa a média aritmética dos dois sinais diarios (x; e x,),
para cada catinona e cada padréo.

(Equacdo 2.2)

Tagrupado

Em que S, representa o desvio padrdo associado as duas repeticdes didrias, para cada catinona
sintética, cada padrdo e cada dia de analise. Enquanto n retrata 0 nimero de dias em que a analise
ocorreu, que neste caso € 10.

B - Desvio Maximo da Regressao gue Descreve a Curva de Calibracdo

A componente de incerteza associada ao desvio maximo da regressdo que descreve a curva de
calibragdo deve ser tida em conta quando os pressupostos referentes a utilizagdo de uma calibracéo do
tipo monoponto néo se verificam, nomeadamente a linearidade e a passagem na origem.

Esta componente foi apurada através da estimativa do maior valor de ordenada na origem resultante
das 10 curvas de calibracdo diarias, obtidas para cada uma das trés catinonas sintéticas em estudo. Nao
foram preparadas solucGes para esta analise, uma vez que foram utilizados os resultados obtidos a partir
da analise das solucgdes preparadas para a avaliagdo da linearidade do método (ver secdo 2.3.3.2).

C - Massas Pesadas

A componente de incerteza associada as massas pesadas de amostra e padréo de calibragdo medidas
numa balanga analitica [u(my,) e u(mpyq)] esté relacionada com a repetibilidade da balanga analitica
onde as mesmas foram medidas, assim como com os efeitos sistematicos que afetam a pesagem e sdo
quantificados pelo erro méximo de indicagdo. No entanto, apenas a repetibilidade é estudada
experimentalmente.

O valor destas incertezas é igual entre si, uma vez que a metodologia em desenvolvimento prevé a
pesagem de um padrao de referéncia por cada andlise, que seréa feita na mesma balanca onde seré feita
a pesagem das amostras com vista a quantificagdo de catinonas sintéticas, e igual para todas as amostras
[u(my) = u(mpqa)l-

As pesagens serdo feitas pela utilizacdo da balanca analitica instalada no LPC-PJ, de caracteristicas:
METTLER AE 100 (max 109 mg, d=0,1mg), em balfes de precipitacdo de 5 mL, conforme o
procedimento de rotina da instituicdo para quantificacdo de substancias por GC-FID. Assim, o estudo
da repetibilidade desta balanga foi realizado nas mesmas condi¢des, nomeadamente pela pesagem de
um baldo de precipitacdo com as mesmas caracteristicas, 10 vezes.

D - Volumes Medidos

A componente de incerteza associada aos volumes medidos de solvente e Pl medidos com
dispensadores [u(Vas,p,,): UVapp)r UVpad sor, € U(Vraa ;)] esta relacionada com a repetibilidade
da instrumentacdo utilizada para sua medicdo, assim como a respetiva calibracdo. No entanto, apenas a
repetibilidade é estudada experimentalmente.

O valor das incertezas associado a medicdo de solvente é igual para ambas as solugdes (analito e
padrdo), assim como o valor das incertezas associadas a medicdo de solugdo de PI, também entre si
(analito e padréo) [u(VA(sm)) = u(Vpad(SoM) e u(VA(pn) = u(Vpad(m))].

As medicdes serdo feitas pela utilizacdo de dispensadores instalados no LPC-PJ, de caracteristicas:
Dispensette® [NUmero-Série: 11S 08208] marca BRAND de 2 mL (Exatiddo 0,01%, CV 0,05%) e um
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Dispensette® S Organic [NUmero-Série: 16D 70349] marca BRAND de 5 mL (Exatiddo 0,02%, CV
0,06%).

A repetibilidade deste tipo de instrumentos faz-se pela medi¢&o de um dado volume, para um gobelé
vazio por exemplo, pesando-se e registando-se a respetiva massa, e repetindo-se o processo 10 vezes.
No entanto, estes dispensadores sdo utilizados diariamente pelos analistas do LPC-PJ e contém as
solugdes de solvente (solugédo 1:1 CHCIs/MeOH) e de PI (tetracosano em solu¢do com CHCIz; — 0,5
mg/mL), previamente preparadas. A medicdo de um dado volume destas solucBGes para apurar a
repetibilidade dos instrumentos ndo seria viavel, uma vez que sdo muito volateis pelo que a massa iria
variar, sendo este um fator que ndo é possivel controlar. N&o era igualmente possivel a colocacdo de
outro liquido (ndo volatil) no frasco onde se encontram instalados os dispensadores, uma vez que iria
condicionar a rotina do laboratorio. Assim, ndo foi possivel estudar a repetibilidade destes instrumentos.

Deste modo, foi considerado o desempenho do equipamento (i.e. repetibilidade e erro médio de
medic¢do) facultado pelo fornecedor, ndo existindo um elemento experimental nesta matéria.

E - Grau de Pureza Padrdes de Referéncia

A Ultima componente de incerteza estd associada ao grau de pureza dos padr@es utilizados como
referéncia para a quantificacdo das catinonas sintéticas em estudo [u(Pur)], e foi estimada pelo desvio
padrdo associado ao sinal instrumental de resposta desses padrdes (% area), para cada uma das trés
catinonas sintéticas, em 10 repeticoes.

Néo foram preparadas solu¢des uma vez que os sinais utilizados foram os mesmos utilizados para
averiguacdo do grau de pureza desses compostos, pela média de 10 respostas obtidas (ver 2.3.1.2).

Assim, apenas foi necessario calcular o desvio padrdo associado a repetibilidade destes sinais (S, ).

2.3.5 QUANTIFICACAO DE CATINONAS SINTETICAS EM
AMOSTRAS REAIS

Depois de validada uma metodologia, é necessario que a mesma seja testada, nomeadamente pela
aplicagdo da mesma a amostras reais, com vista a quantificacdo das catinonas sintéticas eventualmente
presentes.

Foram selecionados quatro produtos resultantes de material apreendido de uma “SmartShop”, com
suspeita de conterem pelo menos uma das catinonas sintéticas em estudo, que seriam vendidos sob as
designacdes de Blow e Bliss. De acordo com as caracteristicas do invélucro foram designados de Blow
Azul 1, Blow Azul 1B, Bliss Rosa 2 e Blow Rosa 3. Estes produtos foram assim submetidos ao
procedimento em desenvolvimento para quantificacdo de catinonas sintéticas, que se inicia pela
aplicacdo de testes colorimétricos, posterior identificacdo dos compostos presentes na amostra pela
aplicacdo da técnica de GC-MS (programa ‘anfet’) e, por fim, quantificagdo dos analitos identificados,
a partir das curvas de calibracdo previamente desenvolvidas.

As solugdes foram preparadas pela dissolugdo de cerca de 25 mg da amostra sob a forma de p6
disposta no interior de cada invélucro, em 4 mL de solvente (solu¢cdo 1:1 CHCls/MeOH) e com adicédo
de 1 mL de PI (tetracosano em solugdo com CHClI3z — 0,5 mg/mL), conforme Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Dados relativos & preparacdo das solugdes resultantes de material apreendido de um “SmartShop”,
utilizadas para testar o método de validacao.

Ap:\ggr:?jrildac: Composto Alvo Massa (mg) So\I/\?e!g':ze (mIF_))I Concentracgéo (mg/mL)
Blow Azul 1 | Mefedrona (1) | 25,27 5,054
Blow Azul 1B | Mefedrona (1) | 25,07 A 0 5,014
BlissRosa2 | Metilona (2) | 25,29 5,058
Blow Rosa 3 | MDPV (3) | 25,17 5,034
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De referir que as solucdes utilizadas como solvente (solugéo 1:1 CHCI3/MeOH) e PI (tetracosano em
solugdo com CHCI; — 0,5 mg/mL) ja se encontravam previamente preparadas, no ambito do trabalho de
rotina do LPC-PJ.

2.4 ANALISE DE MATERIAL APREENDIDO

Ao longo do trabalho desenvolvido no &mbito do Protocolo entre a FCUL e o LPC-PJ, foram
analisadas 57 amostras diferentes, resultantes de material apreendido em Portugal, para determinar a
presenca ou ndo de substancias psicoativas com vista a resolucdo de casos judiciais. Foram analisadas
29 amostras em pd, 4 amostras na forma de matriz herbal, 1 comprimido, 14 amostras contendo
microselos ou autocolantes, 4 solugdes liquidas e ainda outras 5 amostras que fazem parte dos exames
menos comuns da casuista do LPC-PJ (1 amostra de vinho, 1 residuo animal, 2 amostras de comida para
animais e 1 amostra de torrGes de agUcar).

Quando o material apreendido pelos Orgéos de Policia Criminal (OPC) chega ao laboratorio para
andlise, é alvo de diferentes etapas de analise, com o objetivo de responder aos quesitos do processo,
gue por sua vez pretendem elucidar o tribunal para que as diligéncias necessarias ocorram.

Todas amostras descritas foram analisadas de acordo com o tipo de matriz. No entanto, de uma forma
geral, todos os tipos de matrizes foram, numa primeira fase, alvo de pesagem e descricdo, para registo e
documentacgéo. De seguida, do total de cada amostra apreendida foi retirada uma porcéao para analise no
sentido de se fazer uma identificacéo preliminar.

Para as amostras que se encontram na forma de p6, matriz herbal ou comprimido, esta identificacdo
preliminar foi feita pela aplicacéo dos testes colorimétricos Marquis, Scott e Duquenois-Levine. Neste
sentido, adicionou-se uma a duas gotas de reagente ao produto em analise, o que resultou numa
colorag&o diferente consoante o grupo funcional do composto maioritario, permitindo apurar a classe de
substancias que estaria, a partida, presente, conforme Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Testes colorimétricos aplicados a amostras na forma de pd, matriz herbal, produto vegetal prensado ou
comprimidos, para uma anélise preliminar.

Teste/Reagente Reacédo/Coloracdo Classe/Substancia
Roxo/Violeta Heroina (e outros opidides)
Marquis Laranja/Castanho Anfetamin.as
Verde/Preto Metanfetaminas
Sem reacdo ou outra coloragdo NSP ou Néo identificado
Scott Turquesa Coca_ina _
Sem reacdo ou outra coloragdo NSP ou Néo identificado
D is-Levi Roxo Canabis ou THC
uguenois-Levine Sem reagdo ou outra coloracdo N&o identificado

De seguida, uma nova porcdo de amostra foi retirada e analisada por GC-MS. Esta andlise foi feita
pela dissolucdo de cerca de 5 mg de amostra, em 1 mL de solvente (solugdo 1:1 CHCIs/MeOH), com
posterior injecdo no equipamento. O programa aplicado foi selecionado de acordo com os resultados
dos testes colorimétricos. Os cromatogramas foram analisados, permitindo determinar o nimero de
picos existentes e respetivos R: (assumindo-se hormalmente que cada pico bem resolvido corresponde
apenas a um composto), assim como fazer uma “tentativa de identificacdo” dos compostos presentes,
pela andlise do padréo de fragmentacdo dos espetros de massa para cada R, e pela comparagdo com 0s
espetros de massa presentes nas bibliotecas de espetros disponiveis (ENFSI, NIST, SWGDRUG, etc...).
Sempre que a identificacdo correspondia a um padrdo existente no LPC-PJ, o R; da substancia era
utilizado para confirmacéo da identificacéo.

Nenhuma das amostras prosseguiu para quantificagdo, uma vez que as substancias possivelmente
identificadas por GC-MS ndo se tratavam de substancias descritas na tabela do mapa anexo a Portaria
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n.° 94/96 [32], que define os procedimentos de diagndstico e dos exames periciais necessarios a
caracterizacao do estado de toxicodependéncia. Também as amostras que ndo foram identificadas por
GC-MS, nao seriam certamente “de consumo mais frequente” pelo que ndo estariam descritas na tabela
citada, ndo sendo igualmente quantificadas atualmente.

Para as amostras que ndo foram identificadas por GC-MS, ou para as quais persistiam dividas na
identificacdo, foi preparada uma porcdo para analise na FCUL, por forma a proceder a sua
confirmacdo/identificacdo por RMN.

Os produtos sob a forma de p6 foram analisadas por RMN, preparando-se uma solucdo pela
dissolucdo de cerca de 10 mg de amostra no solvente deuterado mais adequado, tendo em conta 0s
resultados de GC-MS pré-existentes. O comprimido foi triturado e homogeneizado, e quando na forma
de po6 foi dissolvido no solvente deuterado adequado, e analisado por RMN apos filtracdo. Duas das
amostras sob a forma de p6, Amostras 53 e 56 (Anexo 6.103) foram ainda analisadas com recurso a
técnica de FTIR, pela preparacdo de uma pastilha de KBr, sendo que Amostra 53 foi também analisada
por MS (ESI+), pela dissolugéo de cerca de 1 mg de amostra em 1 mL de MeOH, seguida de diluigdo
1/100.

As Amostras 33 e 38 (Anexo 6.103), na forma de matriz herbal, foram extraidas diretamente com
o solvente deuterado mais adequado de acordo com os resultados de GC-MS pré-existentes, e analisados
por RMN. As Amostras 2 e 3 (Anexo 6.103), também na forma de matriz herbal, foram extraidas com
MeOH e de seguida analisadas por TLC (n-hexano/acetato de etilo 7:3). Dada a semelhanca do perfil
cromatografico das amostras foi apenas selecionada a Amostra 3, para o isolamento dos seus compostos
por cromatografia em coluna (CC). O extrato metandlico (299 mg) desta amostra foi purificado numa
coluna (2 cm de didametro) com 24 g de silica (GEL D431000 3525, 230-400 mesh ASTM Gel 60), tendo
sido aplicado em matriz solida [por dissolugéo prévia em CH,Cl, e numa pequena por¢édo de n-hexano
em silica (GEL D431000 3525, 230-400 mesh ASTM Gel 60), seguida de evaporacgdo do solvente],
tendo sido usadas como eluente misturas de n-hexano/acetato de etilo de polaridade crescente (50 mL
n-hexano seguidos de 200 mL de cada mistura n-hexano/acetato de etilo 9:1, 8:2, 7:3 e 5:5). Foram
recolhidas no total 50 fracGes (de 15 a 20 mL), posteriormente analisadas por TLC (n-hexano/acetato
de etilo 5:5), tendo sido reunidas as fracGes semelhantes e evaporadas a secura. As fagdes resultantes
F20-22 (Rf~0,79cm, 134,5 mg) e F40-43 (Rf+~0,49cm, 142,1 mg) mostravam em TLC apenas uma
mancha, pelo que foram analisadas por RMN em CDCl; e MeOD.

As amostras na forma de microselos ou autocolantes foram analisadas de acordo com o
procedimento de rotina do LPC-PJ aplicado a estas matrizes, para verificagdo da presenca de LSD.
Assim, foi feita uma extracdo pela adicdo de 500 mg de NaHCOs e 5 mL de &gua destilada tépida a cada
amostra, que se armazenou no escuro durante a noite. No dia seguinte foram adicionados 5 mL de
CH2Cl, a cada amostra, mexendo, para posterior filtracdo com recurso a um filtro de fases. De seguida,
uma aliquota de cada solucéo foi aplicada numa placa de TLC, assim como um padréo de LSD, e a placa
colocada numa tina saturada de acetona (100 mL). Os resultados foram revelados, numa primeira fase,
a luz UV (254 nm), e em seguida pela aplicagdo de uma solucdo reveladora previamente preparada
(solucdo etandlica do Reagente de Ehrlich). Néo existindo resultados positivos para LSD em nenhuma
das amostras, uma porcdo do extrato foi dissolvida em cerca de 1 mL de solvente (solucédo 1:1
CHCI3/MeOH) e analisada por GC-MS. O programa aplicado foi selecionado de acordo com os
resultados previamente existentes. Em duas dessas amostras, Amostras 41 e 47 (Anexo 6.103), apds
andlise por GC-MS, os resultados indicavam a possivel presenca de um ou mais compostos, mas
persistiam duvidas na sua identificacdo, pelo que foi preparada uma nova porcéo de cada amostra para
proceder a sua identificacdo por RMN. Estas amostras foram analisadas pela extracdo direta dos
microselos com diferentes solventes deuterados até ser possivel a sua identificagdo por RMN. Para a
Amostra 41 (Anexo 6.103) foi ainda realizada uma analise por ESI-MS.
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As solugBes e outras amostras menos comuns na casuistica do LPC-PJ foram analisadas de acordo
com a matriz, sendo variavel a abordagem. No que respeita as solugdes liquidas, Amostras 7-10 (Anexo
6.103), por existirem suspeitas de conterem na sua composi¢do LSD, foram numa primeira fase
analisadas por TLC, pela aplicacdo de uma aliquota de cada solucéo na placa, assim como uma aliquota
de uma solucédo padrdo de LSD, sendo a placa colocada numa tina saturada de acetona (100 mL). Os
resultados foram visualizados a 254 nm, e revelados de seguida com o Reagente de Ehrlich. Apesar de
os resultados indicarem a presenca do LSD, de acordo com o R; verificado, existia a suspeita de se
tratarem de amostras contendo um derivado deste composto, pelo que as solugdes foram enviadas para
andlise por RMN. A andlise foi feita pela dissolucdo de 2 gotas de amostra em DMSO-ds.
Posteriormente, duas das amostras (Amostras 7 e 8) foram de nova analisadas por RMN apds
evaporacdo de todo o liquido delas constituinte, e por redissolugéo do residuo resultante em DMSO- ds.

As amostras menos comuns na casuistica do LPC-PJ — Amostras 42-46 (Anexo 6.103), foram
preparadas para anlise por GC-MS, sendo que o vinho, Amostra 42, foi numa primeira fase basificado
pela adicdo de NaOH, e posteriormente alvo de uma extracdo com CHCls, o alimento para animais sob
a forma de carne ‘isco’ € 0 animal inteiro apreendido (Amostras 43 e 44) foram lavados diretamente
com MeOH nas zonas que poderiam ter estado em contacto com qualquer substancia psicoativa, e a
comida para animais (Amostra 45) foi filtrada e extraida com éter de petréleo. Por ultimos, a amostra
sob a forma de torrdes de agucar (Amostra 46) foi analisada pelo mesmo procedimento aplicado para
0 microselos e autocolantes, sendo que, ndo relevando um resultado positivo, o extrato foi analisado por
GC-MS.

Todos os procedimentos utilizados com vista a identificagdo de substancias psicoativas em 57
amostras de material apreendido em Portugal no ambito deste trabalho resultaram em 250 analises,
encontrando-se sumariadas no Anexo 6.103.
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3 APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

O principal objetivo deste trabalho foi a validagdo de um método de quantificacdo de trés catinonas
sintéticas, mefedrona (1), metilona (2) e MDPV (3) (Figura 1.5), em material apreendido em Portugal
por GC-FID. Este designio surge no ambito de uma acdo pro-ativa, na medida em que, apesar de estas
substancias ndo serem de momento quantificadas em Portugal, por ndo se considerarem “de consumo
mais frequente” (ao abrigo da Portaria n.° 94/96 de 26 de Marco [32]), é expetavel que futuramente
possam assim vir a ser consideradas, por se encontrarem em crescente difusdo a nivel Mundial. No
decorrer dos trabalhos de validacdo desta metodologia, foram analisados 30 padrBes de substancias (24
catinonas sintéticas e 5 possiveis substancias em mistura/adulterantes de produtos contendo catinonas
sintéticas), e 4 amostras de material apreendido em Portugal com suspeita de conterem as 3 catinonas
em estudo, culimando num total de 415 analises, cujos resultados sdo discutidos e apresentados na
primeira parte desta se¢do (3.1).

Previamente a quantificacdo de analitos, é necessario que os mesmos sejam identificados num
determinado produto apreendido, pelo que sdo ndo sé de evidenciar as metodologias analiticas com vista
a quantificagdo, mas também os procedimentos de identificagdo realizados diariamente no LPC-PJ que
visam dar resposta aos quesitos interpostos pelo processo judiciario/judicial. Assim, este trabalho
envolveu ainda a analise de 57 amostras de material apreendido em Portugal, com vista a identificacdo
de um conjunto de substancias psicoativas, nas mais diversas matrizes, culminando na realizacdo de 250
andlises. Das 57 amostras analisadas, foram selecionadas para serem discutidas na segunda parte desta
secdo (3.2), as amostras que melhor ilustram a importancia da aplicagdo de diferentes metodologias
analiticas para concluir pela identificacio de uma substdncia em determinada amostra, e
consequentemente que conduzem a uma correta aplicacdo da legislagéo referente ao controlo de drogas
e NSP em Portugal.

3.1 VALIDACAO DE UM METODO DE QUANTIFICACAO DE
CATINONAS SINTETICAS POR GC-FID

O desenvolvimento de uma metodologia de quantificacdo de catinonas sintéticas por GC-FID € o
principal objetivo deste trabalho, pelo que nesta secdo sdo descritas todas as fases necessarias a sua
validagéo.

Conforme referido, apds identificacdo dos principais objetivos da metodologia em desenvolvimento,
as vertentes analiticas e procedimentais devem ser determinadas.

Assim, o procedimento de quantificacdo foi desenvolvido tendo por base o método j& implementado
para quantificacdo de anfetaminas e metanfetaminas, na medida em que estas drogas apresentam
similaridades a nivel estrutural com as catinonas sintéticas. Uma vez que este é um método interno, para
implementacdo nos trabalhos de rotina do LPC-PJ, apenas as altera¢Ges ao quotidiano do laboratério
necessarias devem ser feitas. Assim, na metodologia desenvolvida, mantiveram-se todas as
componentes experimentais, desde a aplicacdo dos testes colorimétricos, passando pela identificacdo
dos componentes maioritarios por GC-MS, a sua quantificacdo por GC-FID.

Os testes colorimétricos aplicados a amostras com suspeitas de conterem na sua composi¢do NSP
sdo os testes de Marquis e Scott, no entanto, a sua aplicacdo ndo origina, a partida, qualquer resultado
positivo. Ainda assim, e conforme referido, os testes colorimétricos sdo testes presuntivos que apenas
visam o auxilio na selecdo das técnicas analiticas aplicadas para identificacdo dos compostos presentes
numa determinada amostra.

A adicdo de um padrdo interno (PI) nesta metodologia foi mantida, uma vez que a sua aplicacao tem
a grande vantagem de minimizar as variag0es eventualmente introduzidas ao longo do processo de
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andlise, compensando algumas perdas decorrentes de erros do método, quer na prepara¢do da amostra,
quer no processo de analise instrumental [88]. O tipo de PI foi também mantido (solucédo de tetracosano),
uma vez que ja se demonstrava adequado a aplicacdo na quantificacdo das anfetaminas e
metanfetaminas, pelo que sendo as catinonas sintéticas similares, seria provavel a manutencdo da
eficicia existente. De facto, o tetracosano ndo reage com este tipo de analitos e, apesar de deter um R; -
cerca de 16 minutos - proximo dos R; habituais das substancias pertencentes a classe das catinonas
sintéticas, ndo co-elui com nenhum destes compostos, sendo superior.

Nesta secéo sao descritos todos os processos e resultados realizados com vista a validagdo do método
de quantificacdo em apreco, desde a obtencdo dos padrdes necessarios, passando pela verificacdo da
seletividade do método e respetiva calibracdo, finalizando com a estimativa da incerteza associada aos
resultados dele decorrentes. Por ultimo sdo ainda descritos os resultados da analise de 3 amostras
problema, resultantes de material apreendido e contendo as catinonas sintéticas em estudo, com o
objetivo de testar a aplicacdo do método. Estes resultados foram inseridos nas 3 folhas de célculo
desenvolvidas para melhorar o futuro trabalho dos analistas do LPC-PJ.

3.1.1 OBTENCAO DE PADROES

Depois de selecionadas as trés catinonas sintéticas em estudo, com vista a validacdo de um método
de quantificacdo por GC-FID para futura utilizacdo no LPC-PJ, foi necessario perceber como poderiam
ser obtidas. Por serem substancias psicoativas controladas, a sua aquisicdo comercial encontra-se
limitada, pelo que a sintese foi a solugdo mais vantajosa encontrada, principalmente por razdes de tempo.
A mefedrona e 0 MDPV ja se encontravam disponiveis, pelo que apenas a metilona foi sintetizada no
ambito deste trabalho, de acordo com a se¢éo 2.3.1.1.

A partir de 2 g de cetona de partida (1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona) foi possivel sintetizar
1,082 g de metilona na forma de hidrocloreto, pelo que o rendimento global da sintese foi de
aproximadamente 46 %. Esta sintese envolveu 3 etapas distintas (Figura 2.1). A etapa da via sintética
que apresentou menor rendimento (46%) foi a reacdo de substituicdo nucleofilica do tipo Sn2, em que
ocorre um ataque da metilamina (4tomo de azoto) ao carbono a da bromocetona previamente formada.
A velocidade deste tipo de reacgdo € controlada pelo tipo de nucledfilo e do grupo de saida, assim como
da estrutura carbonada no eletréfilo (carbono que sofre o ataque) [101]. Neste caso, apesar de o Br ser
um bom grupo abandonante, o carbono alfa da bromocetona (5) representa um carbono secundario, o
que faz diminuir a velocidade da reacdo Sn2, porquanto o impedimento estereoquimico existente que
dificulta a aproximacao do nucledfilo (d&tomo de azoto) ao eletrofilo (Co).

3.1.1.1 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS EM ESTUDO

Para que determinadas substancias possam ser utilizadas como padrdes de referéncia, é necessario
que seja feita uma cuidadosa caracterizacdo, garantido a sua correta identificagéo e pureza [88].

A caracterizacdo das trés catinonas sintéticas foi feita por GC-MS (em solugdes metandlicas), e por
RMN (em DMSO-ds). A aplicagdo da técnica de GC-MS com vista a caracterizagdo de substancias é
uma mais-valia, na medida em que, permite a aplicacdo de uma combinagdo vantajosa de métodos
analitos, cromatografia gasosa e espetrometria de massa, fornecendo dados como o R: e 0 padréo de
fragmentacdo, respetivamente, sendo que o padrdo de fragmentacdo é caracteristico dos compostos,
funcionando como uma espécie de impressao digital. No entanto, apesar de a técnica de GC-MS
apresentar resultados robustos e com elevada sensibilidade e especificidade, ela é uma técnica destrutiva
e estd limitada a andlise de substancias volateis. Assim, cada vez mais a técnica de RMN é vista como
a grande alternativa, permitindo a analise de quantidades vestigiais de amostra, num curto intervalo de
tempo e originando resultados sob a forma de espetros muito distintos consoante a estrutura molecular
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do composto maioritério. De facto, esta técnica é muito importante nomeadamente na distin¢do entre
isdbmeros, especialmente no caso das catinonas sintéticas, e NSP de um modo global. Os resultados da
analise por GC-MS para os trés compostos em estudo encontram-se compilados na Tabela 3.1, sendo
que 0s respetivos cromatogramas e espetros de massa se apresentam nos Anexo 6.30 a Anexo
6.35 - complemento Anexo 6.3.

Tabela 3.1 - Caracterizagdo por GC-MS, das trés catinonas em estudo na forma de sal hidroclorado, identificando-se o
tempo de retengdo (Rt, minutos), e o valor de m/z dos picos base e dos principais fragmentos formados.

Composto Rt (min.) Principais Fragmentos (m/z)
Mefedrona (1) 8,26 119, 91, 77, 58 (pico base)
Metilona (2) 10,88 149, 121, 91, 77, 58 (pico base)
MDPV (3) 14,88 149, 126 (pico base), 121, 77

Verifica-se que as catinonas sintéticas 1 e 2 apresentam um R; inferior (8,26 e 10,89 minutos,
respetivamente), em relacdo a catinona 3 (14,88 minutos). Tal facto ja seria de esperar, uma vez que as
primeiras duas substancias apresentam inferior peso molecular e polaridade relativamente elevada,
tendo em conta as caracteristicas ndo polares da coluna do GC-MS [102]. De salientar ainda que nos
pico resultantes da anélise por GC das moléculas 1 e 2, se verifica a formacao de um ligeiro tailing que
podera ser decorrente da presenca de um grupo metilo ligado a amina da molécula, facto que nédo se
verifica na molécula 3. No MDPV, verifica-se a ocorréncia de um pequeno pico com R; ligeiramente
superior a0 R do composto maioritario (MDPV), que € caracteristico das moléculas com um anel
pirrolidino presente na funcdo amina. Este pico € decorrente da degradacao oxidativa que ocorre durante
a andlise de GC-MS, e que é caracterizada pela perda de dois &tomos de hidrogénio das catinonas com
o0 anel pirrolidino, dando origem ao produto de degradacao 2,3-enamina (Figura 3.1). Verifica-se assim
um espetro de massa com uma reducéo de 2 Da na razdo m/z do pico base [103], [104].

L w0 i
HN
O Hg Degradacgdo Oxidativa 0o ®
< — |
0]
MDPV (3) CHj 2,3-enamina CHs

Figura 3.1 — Representacdo esquematica da degradagdo oxidativa do MDPV, que resulta na formacéo do produto de
degradacéo 2,3-enamina, pela perda de dois &tomos de hidrogénio.

No que respeita ao padrédo de fragmentacao resultante da aplicagdo da técnica de MS, verifica-se que
0 pico base para as primeiras duas substancias (mefedrona e metilona) é o mesmo, sendo resultante da
ocorréncia de uma clivagem a (quebrando a ligagdo C,-Cp), causando a formacéo do ido iminio (Figura
3.2). O pico base do MDPV ¢ diferente e muito superior, facto que é resultante do aumento da cadeia
alifatica e da presenca da pirrolidina (Figura 3.2). Esta fragmentagao é preferencial e caracteristica nas
catinonas sintéticas e, conforme comprovado, varia com a cadeia alifatica e o tipo de amina presente na
respetiva estrutura molecular. Esta clivagem origina ainda o ido acilio, se a carga positiva fica alojada
no atomo de oxigénio, e ndo no atomo de azoto, como se visualiza na formacdo do ido iminio, que neste
caso é semelhante para as catinonas 2 e 3 (m/z 149), mas diferente para a 1 (m/z 119), conforme Figura
3.2. Deste modo, é a partir deste fragmento que é possivel distinguir o grupo substituinte eventualmente
presente no anel aromatico. E ainda possivel verificar a formacao dos ides fenilio e carbénio, resultantes
da perda de uma molécula de mondéxido de carbono do ido acilio e posterior perda do grupo substituinte
eventualmente presente no anel aromatico, respetivamente (Figura 3.2).
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Figura 3.2 - Identificagdo das principais fragmentacdes das trés catinonas sintéticas em estudo.

Os resultados obtidos a partir da analise por RMN encontram-se sumariados na Tabela 3.2, de acordo
com a numeracao descrita na Figura 3.3, e 0s espetros correspondentes em anexo (Anexo 6.15 a Anexo
6.29). A identificacdo e caracterizagdo das catinonas baseou-se na interpretagdo dos espetros 1D (RMN
'H e B¥C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC). Os resultados obtidos comprovam a identificacdo das trés
catinonas e estdo de acordo com os dados existentes na literatura [52], [105].
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Mefedrona (1) Metilona (2) MDPV (3)
Figura 3.3 - Estrutura das trés catinonas em estudo, na forma de sal de hidrocloreto.
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Tabela 3.2 - Caracterizacao por RMN das trés catinonas em estudo, na forma de sal de hidrocloreto, em DMSO-ds.

Mefedrona (1) . Metilona (2) _ MDPV (3)
bosicao | DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-ds
¢ 83C | 8H, m J(H2) 63C | 6H, m J(H2) _ 63C | &6H, m J(Hz)

1 194,87 | - 194,38 | - ‘ 194,57 | -

2 58,54 | 5,13,1H, m 57,98 | 5,06, 1H, m ‘ 67,18 | 545,1H, m
3 15,54 | 1,43,3H,d,7,1 15,79 | 1,42,3H,d,7,1 ‘ 32,11 | 1,90,2H, m
4 17,38 | 111,2H, m
5 13,76 | 0,79,3H,t,7,2
|

|

|

r 130,44 | - 127,41 | - 128,99 | -
2’ 128,97 | 7,93,2H, d, 8,1 107,94 | 7,53, 1H, d, 1,5 107,88 | 7,57, 1H, s
3’ 129,79 | 7,41, 2H, d, 8,0 148,26 | - 148,40 | -
4’ 145,54 | - 152,77 | - 153,22 | -

5’ 129,79 | 7,41,2H, d, 8,0 108,60 | 7,13,1H, d, 8,2
6’ 128,97 | 7,93,2H, d, 8,1 125,88 | 7,69, 1H, dd, 8,2; 1,6

108,67 | 7,16, 1H, d, 8,2
126,27 | 7,77, 1H, d, 8,2

7 21,33 | 2,40, 3H, s 102,53 | 6,19, 2H, s 102,71 | 6,20, 2H, s
9,17, 1H, brs 9,17, 1H, brs
NH 9,61, 1H, brs i 9,69, 1H, brs - 10,26, 1H, brs
X 3,60, 1H, m
I 13067 | 2,58, 3H,s 30,67 | 2,54,3H,s 192 1322 1H, m
i” 22,85 | 1,98,4H, m
» 3,43,1H, m
’ 5384 1 599 1H. m

De salientar que é possivel que as atribuigdes dos sinais correspondentes as posigdes 1>’ ¢ 4°° no MDPV se encontrem trocadas

A estratégia utilizada para atribuicdo dos sinais foi semelhantes para os trés compostos, tendo-se
iniciado pela atribui¢do do carbono C-1, correspondente ao grupo carbonilo em todas as moléculas, uma
vez que € o sinal com maior desvio quimico e, no espetro de **C APT, é correspondente a um carbono
quaternario. As correlacdes deste carbono com os protbes H-2, H-3, H-2” ¢ H6’ sdo visiveis no espetro
de HMBC. Os protdes H-2 e H-3, no caso da mefedrona e metilona, apresentam sinais com integracéo
de 1 e 3, correspondendo a um multipleto e dupleto dos grupos CH e CHs, respetivamente, existentes
nessas posicdes. No caso do MDPV, os sinais da cadeia alifatica foram facilmente identificados através
das correlagdes visiveis no espetro de COSY: o multipleto a & 5.45 ppm caracteristico do sinal H-2
correlaciona com o multipleto a & 1.90 ppm do protdo H-3; o multipleto a 8 1.11 ppm com integracdo
de 2 protdes correlaciona com o H-3 (6 1.90 ppm), sendo atribuivel ao protdo H-4; e o tripleto a
8 0.79 ppm com integracdo de 3 protbes, que correlaciona com o H-4, é atribuivel ao protdo H-5.

De seguida foram identificados os protes aromaticos das trés moléculas, sendo que estes apresentam
desvios quimicos relativamente elevados, porquanto o efeito de desblindagem que ocorre no anel
aromatico [106]. A integracdo e a multiplicidade destes sinais permite a identificacdo das substituicdes
presentes no anel aroméatico da molécula. Assim, no espetro de RMN *H da mefedrona, na zona dos
protdes aromaticos, existem dois dupletos com integracdo de 2 (H-2°/H-6" ¢ H-3’/H-5’), o que indica
uma substitui¢do na posigdo 4°, para além do carbonilo substituinte na posi¢cdo C-1°. O facto de o C-4’
ser um carbono quaternario, confirma uma substitui¢do nesta posi¢do do anel aromatico, verificando-se
gue se trata de um metilo, uma vez que existe uma correlagéo deste carbono no HMBC com o protdo
H-7’, um singuleto com integragdo de 3. J4 para a metilona e MDPV, na zona dos prot8es aromaticos,
verifica-se a existéncia de um duplo dupleto, um dupleto e um singuleto, todos os sinais com integracao
de 1. Este padrdo de multiplicidade sugere uma di-substituicdo nos carbonos C-3” ¢ C-4’ do anel
aromatico, juntamente com a substitui¢do do carbonilo em C-1". A analise do espetro de *C APT indica
que os trés sdo quaternarios com desvios quimicos caracteristicos de carbonos aromaticos [106]. Neste
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sentido, o singuleto € facilmente atribuido, em ambas as moléculas, ao H-2’, uma vez que néo apresenta
protbes imediatamente adjacentes. Pela andlise do HMBC, é possivel distinguir o H-5" do H-6’,
nomeadamente pela verificagdo de uma correlacdo do C-3° com o H-5" ¢ do C-1 com o H-6’. A
existéncia de um singuleto com integracdo para 2 protdes e desvio quimico na ordem dos 6 ppm (que
no HSQC corresponde a um grupo metilénico), indica que a substituicdo no anel aromatico destas duas
moléculas € correspondente a um grupo metilenodioxilo (H-7’), o que pode ser confirmado pela
correlacéo, no espetro de HMBC, deste sinal de protdo com os sinais dos carbonos C-3’ e C-4°.

Para a mefedrona e metilona falta apenas a identificacdo do grupo ligado a amina, que é reconhecida
como um metilo, na medida em que é um singuleto com integracdo de 3 protdes, e que apresenta
correlacdo no HMBC com o C-2 em ambas as moléculas.

No MDPV verifica-se a existéncia de dois pares de multipleto, caracteristicos de um grupo
pirrolidino, atribuiveis aos protdes diestereotdpicos de cada grupo metileno adjacente ao &tomo de azoto
(H-1"’ e H4’’), bem como um outro sinal de multipleto, com inferior desvio quimico, atribuivel aos
protdes dos dois grupos metileno, que relaciona com um Unico sinal de *C (H-2’’/H-3""). Por ultimo,
foram atribuidos os sinais da restante cadeia alifatica da molécula MDPV, que sdo facilmente
identificados atraves das correlagdes visiveis no espetro de COSY. O multipleto a 6 1,11 ppm com
integracdo de 2 protBes e com uma correlagdo no COSY com H-3 (5 1,90 ppm), é atribuivel ao H-4, e 0
tripleto 6 0,79 ppm com integracao de 3 protdes e com uma correlagdo no COSY com H-4, é atribuivel
ao H-5.

A existéncia, nas trés moléculas, de dois protdes no caso da mefedrona e metilona, ou um protéo
no caso do MDPV, com desvio quimico caracteristico de protdes de aminas [106], permite concluir que
as catinonas sintéticas se encontram protonadas.

3.1.1.2 GRAU DE PUREZzA E ESTABILIDADE

O grau de pureza destas catinonas foi estimado por GC-FID, pela anélise de 10 injecdes das solugdes
de concentragdo 5 mg/mL, de cada substancia. Os resultados das 30 analises encontram-se discriminados
no Anexo 6.36. Os resultados revelaram que os trés compostos apresentam um grau de pureza superior
a 98 %, conforme Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Grau de pureza, das 3 catinonas em analise para a validacdo do método de quantificagéo.
Composto |  Grau de Pureza (%)

Mefedrona (1) | 99,87 ( 0,08)
Metilona (2) | 98,25 (+ 0,11)
MDPV (3) | 99,28 (+ 0,12)

Foi igualmente verificada a estabilidade das trés catinonas sintéticas, quando em solug&o, pela analise
das mesmas solugdes utilizadas para avaliacdo do grau de pureza, armazenadas dentro e fora do
frigorifico. Uma porcéo de solucéo foi armazenada no interior do frigorifico, a uma temperatura de
aproximadamente 10 °C e analisada 17 dias apds a sua preparacdo, e uma outra porcao foi armazenada
fora do frigorifico, a temperatura ambiente do laboratério, aproximadamente 21 °C, tendo sido analisada
passados 8 e 14 dias da preparacdo da solucdo original. Os resultados encontram-se sumariados na
Tabela 3.4, e os espetros resultantes da analise por GC-FID estdo disponiveis no Anexo 6.37 e Anexo
6.38. De salientar que o grau de pureza, neste caso, foi medido apenas pela analise de 1 injecao.
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Tabela 3.4 - Compilagdo dos resultados obtidos para a avaliacdo da estabilidade dos trés compostos em estudo em
diferentes condi¢des de armazenamento (dentro e fora do frigorifico).

Grau de Pureza (%)
o = Fora do Frigorifico Dentro do Frigorifico
Composto | Preparagao Solugao (Temperatura amt?iente, 21 °C) (Temperatura inte?ior, 10 °C)
0 dias 8 dias 14 dias 17 dias
Mefedrona (1) 99,87 99,56 99,56 99,92
Metilona (2) 98,25 97,98 97,27 98,44
MDPV (3) 99,28 98,62 98,13 99,04

Verifica-se que, quando as catinonas sintéticas sdo armazenadas em solucdo fora do frigorifico, isto
é, a temperatura ambiente do laboratério (21 °C), e analisadas 8 dias apds a sua preparacéo, ocorre um
decréscimo no grau de pureza. Quando as mesmas solucdes sdo analisadas 14 dias ap0s a respetiva
preparacdo, verifica-se, para o caso da mefedrona a manutencao aproximada do grau de pureza, e para
a metilona e MDPV um novo decréscimo. As figuras no Anexo 6.37 permitem a constatacdo visual
deste decréscimo no grau de pureza, desde a analise realizada para a avaliagdo do grau de pureza
(30/04/2018), 0 dias, até a passagem dos 8 e 14 dias ap0s a preparacdo das solucdes (08/05/2018 e
14/05/2018), nomeadamente pelo aparecimento de picos resultantes de impurezas formadas. De facto,
também o formato do sinal instrumental se altera com o decorrer dos dias ap0os preparacdo das solucdes,
verificando-se um alargamento do sinal e, no caso da metilona e MDPV, a formacéo de diferentes picos
na zona de sinal que, previamente, continha apenas um sinal de resposta definido (Anexo 6.37).

Assim, verifica-se que, caso as solugdes fossem preparadas dias antes da respetiva analise, e
armazenadas fora do frigorifico, a quantificacdo das catinonas sintéticas em amostras de material
apreendido ficaria comprometida.

No que respeita aos resultados obtidos a partir da analise de uma por¢édo da solucdo inicialmente
utilizada para o estudo do grau de pureza, 17 dias apds a respetiva preparacdo e armazenada no interior
do frigorifico (10 °C), verifica-se a manutencdo aproximada do grau de pureza dos compostos. Para a
mefedrona e metilona, ndo se verifica o aparecimento de picos resultantes de impurezas formadas,
conforme visivel nas imagens do Anexo 6.38. E de salientar que, apesar de se verificar um ligeiro
aumento no valor de % de area do pico maioritario, este ndo revela, necessariamente, um aumento no
grau de pureza do composto quando em solucdo armazenada no interior do frigorifico, uma vez que este
resultado é decorrente de apenas 1 repeti¢éo, enquanto o grau de pureza do composto foi avaliado atraves
da analise de 10 repeticbes, conforme mencionado (resultados em Anexo 6.36). Ja& para 0 MDPV,
observa-se 0 aparecimento de um pico (R: 3,30 minutos), mas que ndo é significativo, resultando numa
ligeira alteragdo na integracdo do cromatograma, da qual resulta um ténue decréscimo no grau de pureza
(Anexo 6.38). O formato do pico para as trés catinonas em estudo mantém-se.

Deste modo, 0 que é aconselhavel, e que de facto ja acontece nos trabalhos de rotina do LPC-PJ, é a
preparacdo das solucGes imediatamente antes da realizagdo da analise, para que ndo seja necessario
armazenar todas as solucg@es no interior de um frigorifico, garantindo a estabilidade dos compostos
eventualmente presentes nas amostras em estudo.

Uma avaliacdo mais completa da robustez do método ndo seria necessaria, uma vez que 0
procedimento em validacdo € para aplicacdo na rotina do LPC-PJ, ndo se verificando alteracdes
significativas que devessem ser estudadas.

3.1.2 SELETIVIDADE

A seletividade de um método é descrita como a capacidade do mesmo para identificar, diferenciar e
quantificar o analito em estudo, numa mistura ou matriz complexa, sem interferéncia de outros
componentes também presentes. Este termo néo deve ser confundido com a designacéo especificidade.
Um método é especifico quando produz uma resposta instrumental apenas para determinada substancia,
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enquanto um método seletivo produz vérias respostas para varias substancias, conseguindo distinguir a
resposta de um analito, de todas as restantes [87], [88], [90].

Uma vez que este trabalho pretende validar um método para quantificacdo de diferentes substancias,
trés catinonas sintéticas em particular, é necessario estudar a sua seletividade de forma a evitar a
quantificacdo de outros compostos eventualmente presentes nas matrizes de material apreendido. A
seletividade de um método permite garantir que um pico de resposta é exclusivamente do composto de
interesse [88]. Conforme sugerido pela IUPAC, é particularmente importante verificar a interferéncia
de compostos que a partida poderdo estar presentes na amostra [90].

Assim, e uma vez que as catinonas sintéticas aparecem frequentemente misturadas com outras
catinonas sintéticas, o estudo da seletividade foi feito, numa primeira fase pela analise de todas as
catinonas sintéticas disponiveis — 24 padrdes (listagem no Anexo 6.3), previamente sintetizadas ou
resultantes de material apreendido em Portugal, de modo a apurar quais as que teriam um tempo de
retencdo proximo do tempo de retencdo das trés catinonas em estudo (Figura 3.4). Neste sentido, o
objetivo seria verificar se existiam sinais analiticos que interferissem com os sinais de resposta
correspondentes aos da mefedrona, metilona e MDPV.
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Figura 3.4 - Compilagdo esquematica dos tempos de retencdo (minutos) das 24 catinonas sintéticas analisadas para a
primeira fase do estudo da seletividade do método em validagé&o.

Das 24 catinonas sintéticas analisadas, foram selecionadas as 6 que apresentavam um sinal de
resposta com R; mais proximo dos sinais de resposta correspondentes aos da mefedrona, metilona e
MPDV (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Discriminacdo dos tempos de retengdo (minutos) das 6 catinonas sintéticas selecionadas como possiveis
interferentes para as substéncias em estudo, apds andlise por GC-FID.

Depois de selecionadas as catinonas sintéticas citadas, foi analisada uma solu¢do contendo uma
mistura de 8 catinonas — 5 das possiveis interferentes + 3 catinonas em estudo, por GC-FID e GC-MS.
Uma vez que a catinona sintética MDPBP nédo se encontrava disponivel aquando da preparacdo da
solugdo citada, foi analisada mais tarde uma nova solugéo contendo apenas esta catinona e 0 MDPV, de
modo a apurar a sua eventual interferéncia na quantificagdo do MDPV.

A apreciacdo dos resultados obtidos a partir da analise por GC-FID da mistura de interferentes
(Figura 3.6) foi feita individualmente para cada uma das trés catinonas sintéticas em estudo.
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Figu'ra 3.6 - Cromatograma resultante da anélise por GC-FID de uma soldgéo contendo uma mistura de 8 catinonas
sintéticas, 5 possiveis interferentes e 3 catinonas sintéticas em estudo, para valida¢do do método de quantificacéo.
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Na zona do cromatograma resultante da analise desta mistura, com R; entre 7 e 10 minutos,
verifica-se a existéncia de 3 picos maioritarios (R: 8,0; 8,3 e 9,1 minutos). Dos picos referidos, os dois
gue apresentam maior tempo de retencdo, apresentam um formato alargado (largura superior a 0,1
minutos), pelo que fraca resolucdo, enquanto o primeiro pico (R: 8,0 minutos), apresenta-se bem
resolvido (Anexo 6.39). Pela observacdo dos cromatogramas resultantes da andlise individual da
catinonas DMB, mefedrona e NEB, verifica-se que, 0s respetivos R; sdo de aproximadamente 8,0; 8,4 e
8,5 minutos, respetivamente (Anexo 6.40). Deste modo, e uma vez que a analise por GC-FID apenas
permite identificar, de forma ndo efetiva, 0s compostos com base no Ry, € possivel afirmar que, muito
provavelmente, o pico com R; 8,0 minutos, na mistura de interferentes, sera correspondente a catinona
sintética DMB. Assim, conclui-se que os restantes picos, os dois mais alargados nesta zona, serdo
correspondentes a mefedrona e NEB, no entanto, devido a sua fraca resolugdo, ndo é possivel afirmar
gue cada pico seja exclusivamente de cada catinona. Portanto, o composto NEB é um interferente nesta
metodologia de quantificacdo da mefedrona por GC-FID, pelo que, quando a amostra em analise conter
estas duas substancias em simultaneo, a mefedrona néo devera ser quantificada usando esta metodologia.

No que respeita a zona do cromatograma com R; entre 10 e 12 minutos, verifica-se a existéncia de
apenas 2 picos maioritarios (R: 10,7 e 11,5 minutos). O primeiro pico desta zona apresenta melhor
resolucdo do que o segundo, pelo que, a primeira vista, poderia corresponder a apenas um composto
(Anexo 6.39). No entanto, pela observacdo dos cromatogramas resultantes da analise individual da
catinonas metilona, o-PBP, MPPP e a-PVP, verifica-se que, os respetivos R; sdo de aproximadamente
10,9; 11,0; 11,6 e 11,6 minutos, respetivamente, e que todos os picos sdo alargados (Anexo 6.41). Assim,
sabemos que nesta zona estdo 0s picos correspondentes as quatro catinonas sintéticas citadas, pelo que
é muito provavel que, existindo apenas dois picos no cromatograma resultante da andlise da mistura de
interferentes, estes sejam co-eluicdes destas quatro substancias. Neste sentido, as catinonas sintéticas
a-PBP, MPPP e a-PVP devem ser consideradas interferentes nesta metodologia de quantificacdo das
metilona por GC-FID, pelo que, quando a amostra em andlise possuir na sua composi¢do estas quatro
substancias em simultaneo, a metilona ndo devera ser quantificada usando esta metodologia.

Por altimo, da andlise feita & zona do cromatograma com R; entre 14 e 17 minutos, verificam-se dois
picos maioritarios, que sao facilmente identificados como correspondentes ao MDPV (R; 14,8 minutos)
e ao Pl adicionado a solugédo (R: 16,5 minutos) (Anexo 6.39).

Conforme referido, foi ainda analisada uma solugdo contendo o MDPBP e MDPV, verificando-se a
existéncia de trés picos maioritarios estreitos e bem definidos, que sdo facilmente identificados como
correspondentes a estas duas catinonas (R: 14,7 e 14,1 minutos, respetivamente) e ao Pl adicionado a
solugdo (R: 16,4 minutos) (Anexo 6.42). Assim, conclui-se que, nenhuma das catinonas sintéticas
analisadas como possiveis interferentes a metodologia, é efetivamente considerada um interferente a
metodologia de quantificacdo do MDPV.
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Uma vez que existem catinonas sintéticas que interferem com a quantificagdo da mefedrona e
metilona, ndo devendo estas ser quantificadas quando presentes numa mistura com 0s respetivos
interferentes, é necessario perceber se as mesmas sdo identificadas por GC-MS quando em solugéo.
Assim, a solucdo de mistura de possiveis interferentes foi também analisada por GC-MS, de modo a
garantir que, guando existe uma mistura de catinonas sintéticas, elas sao devidamente identificadas. Os
resultados indicam que, apesar de existirem co-elui¢fes no cromatograma decorrente da analise por GC-
MS, nomeadamente entre a mefedrona e a NEB (Anexo 6.43), todas as catinonas presentes na mistura
sdo devidamente identificadas e distinguidas entre si, pela anélise do respetivo padréo de fragmentagéo
decorrente da analise por MS (Anexo 6.44 a Anexo 6.52).

Conforme referido, numa segunda fase do estudo da seletividade, foi avaliada a eventual interferéncia
de alguns das mais recorrentes substancias encontradas em mistura com catinonas sintéticas, e 0s
adulterantes mais comuns adicionados a produtos de mercado que contém catinonas sintéticas:
anfetamina, metanfetamina, MDMA, cafeina e lidocaina. Neste sentido, foi igualmente verificada a
possibilidade de estes compostos interferirem na quantificacdo de catinonas sintéticas.

Primeiramente, foram analisados os resultados obtidos a partir da analise por GC-MS de duas
solugbes contendo anfetamina (5,0 mg/mL) e metanfetamina (5,0 mg/mL), apurando-se que 0S
respetivos tempos de retencdo sdo de 4,4 e 5,0 minutos (Anexo 6.53 a Anexo 6.56). Estes sdo valores
muito inferiores aos R; correspondentes as catinonas sintéticas em estudo, pelo que foi possivel concluir
desde logo que os compostos em apre¢co ndo interferem na quantificacdo da mefedrona, metilona e
MDPV. Em seguida, foi analisada uma solugdo contendo MDMA (1,7 mg/mL), por GC-MS,
apurando-se que o tempo de retencdo deste composto é de aproximadamente 9,1 minutos (Anexo 6.57
e Anexo 6.58). Uma vez que este é um valor mais proximo do R das catinonas sintéticas, nomeadamente
da metilona, porquanto a sua estrutura analoga a esta catinona, foram ainda analisados os resultados
resultantes da analise por GC-FID. No entanto, verifica-se que o R do MDMA quando analisado por
GC-FID, pela aplica¢do da mesma metodologia em validagdo para quantificagdo de catinonas sintéticas
e analise no mesmo programa (‘ANFET1’), é de 9,2 minutos, ndo interferindo com nenhum dos
compostos em estudo (Anexo 6.59).

Por Gltimo, foram ainda analisadas duas solugdes contendo padrfes de cafeina (2,3 mg/mL) e
lidocaina (2,6 mg/mL), por GC-MS, apurando-se que 0s respetivos tempos de retencdo sdo de 12,2 e
12,6 minutos (cafeina - Anexo 6.60 e Anexo 6.61; lidocaina - Anexo 6.63 e Anexo 6.64). Uma vez que
estes R; se encontram numa zona mais préxima dos R; das catinonas sintéticas em estudo, as mesmas
solucbes foram também analisadas por GC-FID, de modo a verificar o seu comportamento decorrente
desta analise. Da analise aos cromatogramas obtidos, verifica-se que 0s R; sdo de 12,1 e 12,6 minutos,
para a cafeina e lidocaina respetivamente, sendo os picos muito bem definidos e estreitos (Anexo 6.62
e Anexo 6.65), pelo que € possivel concluir ndo interferem na quantificacdo da mefedrona, metilona e
MDPV.

Em suma, é possivel concluir que a catinona NEB € um interferente a quantificacdo da mefedrona
(1) por GC-FID, na medida em que os sinais de resposta (picos de cromatograma) co-eluem, ndo sendo
possivel distingui-los, pelo que, quando a amostra em analise contiver estas duas substancias em
simultaneo, a mefedrona ndo deveré ser quantificada usando esta metodologia. O mesmo acontece para
as catinonas a-PBP, MPPP e a-PVP, interferentes da metilona (2). No que respeita ao MDPV (3),
verificou-se que nenhuma das 21 catinonas sintéticas estudadas funciona como interferente a sua
quantificagdo pela aplicagdo desta metodologia. As restantes substancias analisadas, quer da classe das
anfetaminas, quer os adulterantes mais frequentes de produtos com catinonas sintéticas, nao
demonstraram interferir com a quantificacdo das trés catinonas em estudo pela aplicagdo da metodologia
em apreco.

44



APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1.3 CALIBRAGCAO DO METODO DE QUANTIFICACAO

A escolha de um modelo de calibracdo que descreva uma resposta instrumental adequada a
guantificacdo de um analito é necessaria, pelo que a relacdo entre a concentracdo do analito na amostra
e a resposta analitica correspondente deve ser avaliada [99]. A funcdo utilizada para descrever esta
relacdo é habitualmente designada de curva de calibragdo [86], [88].

Para que a curva de calibracdo possa ser utilizada para calcular o teor de determinado analito numa
amostra, é necessario que a resposta instrumental que lhe deu origem seja descrita através de modelos
de regressdo matematicos. O objetivo de uma analise de regresséo é encontrar um modelo que permite
prever os valores assumidos por uma variavel independente (x) quando as varidveis dependentes (y) sdo
conhecidas, definindo determinado tipo de relacdo entre as variaveis [107]. Para estimar o resultado de
um método de quantificacdo com incerteza associada, tendo por base um modelo de regressao, é
essencial que se tenha em conta a tendéncia média do sinal instrumental em funcéo do teor de analito
(linearidade), assim como o comportamento da disperséo da resposta instrumental na gama de trabalho
(homoscedasticidade). A dispersdo da resposta instrumental é feita pela avaliagdo da homogeneidade de
variancias, e esta avaliacdo ira condicionar a selecdo do modelo de regressao aplicado. Por sua vez o
modelo de regressao é avaliado quanto a finalidade do seu ajuste aos dados experimentais [87], [90],
[91]. Para que determinado método possa fornecer resultados analiticos diretamente proporcionais a
concentracdo de um analito em determinada amostra, numa determinada gama de trabalho, é necessario
que a curva de calibrag&o seja linear. No modelo de regressao linear simples, a relagdo entre as variaveis
é estabelecida por uma linha reta, o que facilita a aplicacdo do método de quantificacdo. No entanto,
assumir erradamente a linearidade do modelo de calibracdo, podera trazer erros sistematicos
significativos ao resultado da quantificacdo [91].

Depois de verificado se a curva de calibragdo na gama de trabalho em estudo é adequada, é entdo
necessario decidir como deve ser implementada a quantificagdo do ponto de vista metodoldgico. Uma
das estratégias tem por base a consideracdo do nimero de padrdes a empregar, 0 que dara origem a
calibragGes multiponto ou monoponto [108]. A calibragdo multiponto é na maioria das vezes aplicada,
envolvendo o uso de diferentes pontos de calibracéo para calcular o teor de determinado analito numa
amostra. Ja a calibracdo monoponto, envolve o uso de uma Unica solucdo de referéncia para
quantificagdo do analito alvo. Se for possivel a aplica¢do da calibragdo monoponto, esta deve ser a op¢éo
a tomar, o que vai permitir uma diminuicao da carga de trabalho, assim como a economia significativa
de recursos e tempo [109]. O uso de uma calibragdo do tipo monoponto assume que a resposta
instrumental € linear e pressupde que a regressao que descreve a curva de calibracdo passe na origem
[108], [109]. Quando este pressuposto ndo se verifica, & necessario que o erro associado a falta do mesmo
seja tido em conta, ponderando-se o desvio maximo da regressdo que descreve a curva de calibragéo do
tipo monoponto em relagéo a origem, no eixo das ordenadas [96].

3.1.3.1 GAMA DE TRABALHO E HOMOSCEDASTICIDADE

A gama de trabalho pode ser definida como o intervalo entre os valores da extremidade minima e
maxima de concentracdo esperada para determinado analito, durante o qual o0 método fornece resultados
com uma incerteza aceitivel. A extremidade minima é limitada pelo limite de detecdo (LD), mas ndo
deve ser confundida com essa designacdo [84], [86], [94]. O LD ¢ definido como sendo a concentragdo
minima de analito a partir da qual é possivel obter um sinal de resposta que pode ser distinguida de zero,
de uma forma confidvel [89], [90].

Na metodologia a desenvolver foi assumido para todas as catinonas que a solu¢do de 0,02 mg/mL
seria 0 extremo minimo apropriado, e a solugdo de 5 mg/mL seria 0 extremo maximo apropriado
(conforme se¢éo 2.3.3.1).
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Neste sentido, depois de selecionados os extremos minimo e méximo da gama de trabalho a utilizar,
tendo em conta o método de rotina para quantificacdo por GC-FID, foi numa primeira fase necessario
avaliar a adequacdo do extremo minimo, tendo por base a folha de Excel disponibilizada por
Bettencourt et al. [94]. Os resultados das 60 analises de GC-FID obtidas por 20 inje¢c6es de cada solucdo
de concentracao 0,02 mg/mL das catinonas sintéticas em estudo encontram-se discriminados no Anexo
6.66.

Para que os resultados sejam avaliados estatisticamente de forma correta, a presenca de outliers
(valores aberrantes) deve ser verificada. A presenca destes valores pode condicionar o comportamento
da variancia dos dados assim como a adequagdo do ajuste, podendo afetar a validacdo do método em
estudo. Um dos testes que pode ser utilizado para rastrear valores aberrantes é o Teste de Grubbs, que
foi implementado na folha de Excel utilizada para verificacdo do LD [91], [94], [110]. A aplicacdo deste
teste aos 60 resultados obtidos da analise das solugdes de concentracdo minima para cada catinona
(extremos minimos), permitiu detetar apenas um outlier para o composto mefedrona (repeticdo 19,
conforme identificado no Anexo 6.66), que foi de imediato desprezado.

Assim sendo, os resultados indicam que, para os trés compostos em estudo, o LD estimado tendo em
conta os sinais obtidos para &rea relativa no extremo minimo de concentracdo da gama de trabalho
selecionada, sob condicGes de repetibilidade, é muito inferior ao valor dessa mesma concentracéo,
conforme sumariado na Tabela 3.5. Deste modo, é possivel concluir que o extremo minimo definido
para a gama de trabalho é adequado.

Tabela 3.5 - Compilagdo das concentragdes correspondentes aos extremos minimos da gama de trabalho para cada um
dos compostos em estudo, assim como do LD estimado, comprovando-se a sua adequagéao.

Composto | Concentracao (mg/mL) LD estimado (mg/mL)
Mefedrona (1) 0,032 0,000613
Metilona (2) 0,024 0,003120
MDPV (3) 0,032 0,005365

Apos avaliada a presenca de valores aberrantes, e atestada a utilizagdo do extremo minimo da gama
de trabalho selecionada, segue-se a avaliagdo da homogeneidade de variancias da resposta instrumental.
[87]. Um dos testes que permite avaliar o comportamento de variancias em diferentes niveis de
concentragdo € o Teste F. A aplicagdo deste teste permite verificar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os valores das variancias nos extremos da gama de trabalho [91],
[94].

O teste F utiliza os sinais replicados de calibradores com a menor e maior concentragdo da gama de
trabalho, pelo que os resultados das 60 analises das 20 injecGes de trés solugcdes com concentracdes de
5 mg/mL (extremo maximo) de cada uma das catinonas em estudo (Anexo 6.67), foram inseridos na
folha de Excel citada [94], em simultdneo com os resultados para o extremo minimo j& mencionados
(Anexo 6.66). Depois de obtidos os sinais de resposta instrumental, o teste envolve a comparacéo da
variancia nestes extremos calculando a razdo entre os valores que lhes sdo correspondentes, e um valor
critico tabelado (F,,ic,) para n-1 graus de liberdade das variancias (Vyaximo € Vminimo) € UM nivel de
confianca de 99%. A variancia é dada pelo desvio padréo ao quadrado (S,2, em que S, é o desvio padréo).

(Equacdo 3.1)
Slméximo <F._.. 99%
2 = T CTitCOY im0 Viminimo
Iminimo
Se a razdo de variancias for menor ou igual ao valor de F,ic,, Verificando-se a (Equagéo 3.1,
significa que as diferencgas de variancia ndo sdo consideradas estatisticamente significativas, pelo que a
dispersdo da resposta instrumental ao longo da gama de trabalho é constante, sendo a resposta
considerada homoscedastica. Se o inverso acontecer, entdo a resposta sera heteroscedastica [94].
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De salientar que também para a aplicacdo deste teste é necesséria a verificagdo da presenca de
outliers. Neste caso, e uma vez que a presenca destes valores ja tinha sido averiguada para os sinais de
resposta correspondentes ao extremo minimo da gama de trabalho, apenas foi necessario proceder a
verificacdo dos mesmos para o extremo maximo. Também na zona de aplicacdo do Teste F da folha de
Excel utilizada para esse efeito o Teste de Grubbs foi implementado. Também neste extremo apenas
foram identificados outliers para o0 composto mefedrona (repeticGes 3, 7 e 12, conforme identificado no
Anexo 6.67), sendo estes valores desprezados.

Assim sendo, os resultados indicam que, para os trés compostos em estudo, a resposta instrumental
é heteroscedastica, na medida em que o valor da razéo das variancias em todos os compostos, € muito
superior ao valor de F_.:ic0, cOnforme sumariado na Tabela 3.6. Deste modo, é possivel concluir que
existem diferencas de variancia estatisticamente significativas, o que devera ser tido em conta na selecdo
do modelo de regressdo a aplicar para o estudo da linearidade.

Tabela 3.6 - Compilagéo da razéo entre as variancias no extremo minimo e maximo, para cada catinona em estudo, e
dos valores de Feritico, valor tabelado para n-1 graus de liberdade.

2
Composto % Fmti“’z::fximorvmmzmo
Mefedrona (1) 46nggﬁo Feriticorang = 364
Metilona (2) 3003,23 Feriticosqns = 343
MDPV (3) 540,07 Feriticosqny = 343

3.1.3.2 LINEARIDADE

Como descrito, a validacdo de um método de quantificacdo pressupfe a avaliacdo da linearidade da
resposta instrumental, na gama de trabalho em estudo. A linearidade pode ser descrita como a
capacidade de um método para fornecer resultados analiticos (varidvel dependente) diretamente
proporcionais a concentragdo de um analito em determinada amostra (varidvel independente), numa
determinada gama de trabalho [88], [90], [111].

A avaliacdo da linearidade de uma funcao de calibracdo é uma questdo de extrema importancia para
o0 desenvolvimento de um método analitico. O célculo do coeficiente de correlacdo é frequentemente
utilizado para o teste a linearidade de uma funcéo de calibracdo, no entanto, este teste pode ser enganoso
e ndo deve ser usado, exclusivamente, para avaliacdo da linearidade [112].

No estudo da linearidade assume-se a homoscedasticidade dos resultados, isto é, assume-se que a
dispersdo das medicOes é a mesma para cada padrdo de calibracdo, pelo que sera independente da
concentracdo de analito. Assim, a dispersdo pode ser caracterizada por um Unico desvio padrdo. No
entanto, tal nem sempre se verifica. Quando o desvio padréo das medi¢fes aumenta ligeiramente com a
concentracdo dos padrdes de calibracdo, os resultados sdo heteroscedasticos, e o desvio padrao deve ser
expresso para cada padrdo separadamente [112].

Quando a suposicdo de homoscedasticidade ndo é atendida para os dados analiticos, uma maneira
simples e eficaz de verificar a linearidade é pela avaliacdo da adequacdo do modelo de regressao linear
ponderado. Este modelo parte do pressuposto de que a incerteza associada ao eixo (x) é desprezavel
relativamente a precisdo da resposta instrumental, ponderando a variacdo da dispersdo da resposta
instrumental a cada nivel de analito ao longo da gama de trabalho. Assim, é selecionada a reta de
regressdo que minimiza os residuais ponderados [100].

Um dos testes estatisticos para avaliar a qualidade do ajuste de modelos ponderados a dados
heteroscedasticos ¢é o Teste ¥? (Chi-Quadrado). Este teste permite determinar a existéncia de diferengas
significativas entre os valores esperados e os valores observados, nomeadamente pelo célculo do
somatorio ponderado dos quadrados das diferencas entre a média dos valores obtidos a partir da resposta
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instrumental e o valor previsto pelo modelo de regressdo dessa resposta, nos diferentes pontos de
calibracdo estudados [100].

Assim, a linearidade da resposta instrumental para a gama de concentragdes, Padréo 1 (0,02 mg/mL),
Padrdo 2 (1,25 mg/mL), Padrdo 3 (2,5 mg/mL), Padrdo 4 (1,75 mg/mL) e Padrdo 5 (5 mg/mL), foi
avaliada através da aplicacao deste teste de qualidade de ajuste, para um intervalo de confianca de 99%.

Para tal, foram construidas curvas diérias durante 10 dias, para cada uma das trés catinonas sintéticas
em estudo, com 5 padrdes de calibracdo cada, tendo cada solugdo de padrdo sido analisada em duas
repeticBes diarias. Os resultados das 300 andlises realizadas nesse sentido encontram-se discriminados
nos Anexo 6.68, Anexo 6.69 e Anexo 6.70. Para cada dia e cada composto, foi feita a média das
repeticdes diarias (Anexo 6.71, Anexo 6.72 e Anexo 6.73), sendo estes valores utilizados para a
construcao de 10 curvas de calibracdo (equacGes das retas em Anexo 6.74).

Estes resultados (média das repeti¢des didrias) foram submetidos ao Teste 2, previamente
implementado numa folha de Excel, no ambito de um trabalho previamente publicado [100], para
verificar a sua adequacdo ao modelo de regressao linear ponderado.

Para a metilona e MDPV, o teste aplicado indica uma linearidade da resposta instrumental entre o
Padrdo 1 (0,02 mg/mL) e o Padrdo 4 (3,75 mg/mL), isto é, excluindo o Padrdo 5 (5 mg/mL),
considerando os 5 primeiros sinais de réplicas de padrao por nivel de concentragdo (sinais destacados
nos Anexo 6.72 e Anexo 6.73). Para a mefedrona, o teste aplicado indica igualmente um ajuste ao
modelo de regressao linear ponderado entre o Padrdo 1 e 4, mas considerando os 5 ultimos sinais de
réplicas de padrdo por nivel de concentragdo (sinais destacados no Anexo 6.71).

Esta avaliacdo foi concretizada pela utilizagdo de apenas 5 réplicas, uma vez que as 10 réplicas
detetam desvios a linearidade que ndo séo relevantes quando utilizada uma calibragdo monoponto,
obtida com um sinal de calibracéo.

Deste modo, a gama de trabalho na qual se verifica linearidade de resultados e que deve ser aplicada
no ambito da metodologia em desenvolvimento, é entre o extremo minimo de 0,02 mg/mL (Padréo 1) e
0 extremo maximo de 3,75 mg/mL (Padrédo 4), ndo devendo ser pesada uma massa de amostra superior
a 18,75 mg na aplicacdo desta metodologia na rotina do LPC-PJ. No entanto, é de salientar que este
valor de massa é o limite maximo assumindo que o grau de pureza da substancia é de 100 %. Se for
necessario pesar uma massa de amostra superior a 18,75 mg, esta metodologia apenas podera ser
utilizada para quantificar a substancia nela presente, se o sinal de resposta do aparelho for igual ou
inferior ao sinal de resposta do Padrdo 4. De facto, a maioria das amostras analisadas na rotina do
LPC-PJ apresentam um grau de pureza inferior a 50 %, pelo que é muito provavel que o sinal de resposta
das amostras de material apreendido em Portugal, seja efetivamente inferior ao sinal de resposta do
Padrdo 4.

3.1.4 ESTIMATIVA DA INCERTEZA

A etapa final da validacdo de uma metodologia analitica, e que representa o culminar do processo, é
a estimativa da incerteza associada ao método em desenvolvimento [88]. O termo incerteza (de medicao)
é definido no Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) como um pardmetro ndo negativo
associado ao resultado de uma medicdo, que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser
razoavelmente atribuidos @ mensuranda. A designacdo mensuranda define a grandeza que se pretende
medir no &mbito do desenvolvimento de uma metodologia [86], [92].

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para avaliar a incerteza de medigdo, sendo que de uma
maneira geral devem ser definidos os valores alvo das caracteristicas de desempenho de medicdo, que
podem ser convertidos numa “incerteza alvo”, caso essas caracteristicas reflitam os efeitos aleatérios e
sistematicos mais relevantes que afetam as medigdes. De acordo com o VIM, o termo “incerteza alvo”
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pode definir-se como uma incerteza de medicéo, especificada como um limite superior, e decidida com
base na utilizacdo prevista dos resultados da medicao. Esta permite resumir todas as fontes de incerteza,
e representa a incerteza maxima admissivel [86], [93]. Uma das estratégias mais percetiveis para
avaliacdo da incerteza de medicdo é a abordagem sub-analitica, ou “bottom-up”, que diferencia todos
os procedimentos de medicdo envolvidos na metodologia em componentes individuais de incerteza,
cada qual responsavel por efeitos aleatorios e sistematicos, quantificando-os e combinando o seu efeito
— incerteza combinada [92], [94], [95]. No caso da incerteza de medigdo ser superior a “incerteza alvo”,
€ necessaria uma otimizagdo no sentido de reduzir a incerteza de medigdo, tornando-a adequada para o
uso pretendido. A abordagem “bottom-up” produz modelos mais adequados para esta otimizagdo,
podendo ser estabelecida uma ligacdo direta com os efeitos analiticos que poderdo reduzir a incerteza
global do método [93].

Apesar de este tipo de abordagem requerer o dominio de célculos complexos, nomeadamente com
vista a determinagdo da incerteza combinada da metodologia em validacdo, existem métodos
desenvolvidas com o intuito de simplificar a sua aplicacdo. J. Kragten desenvolveu um método simples
e rapido para ajudar os analistas nesta matéria, pela reprodugdo numérica da lei da propagagdo da
incerteza, criando um modelo de folha de célculo que pretende minimizar o risco de erros [96].

A avaliacdo da incerteza envolve diferentes fases. A primeira consiste na definicdo da mensuranda,
que engloba a determinagédo da relacdo matematica entre esta e os parametros das quais depende. Em
seguida procede-se a determinacdo, quantificacdo e combinacgdo das fontes de incerteza. E, por ultimo,
calcula-se a incerteza expandida que permite associar um nivel de confianca elevado ao resultado final,
devendo o resultado ser reportado de acordo com a metodologia em desenvolvimento.

3.1.4.1 ESPECIFICACAO DA MENSURANDA

A definicdo da mensuranda representa a primeira etapa com vista a obtencéo de uma estimativa de
incerteza associada a um resultado de medicdo. Para tal, & necesséario exprimir de forma clara e
inequivoca, qual a grandeza que se pretende medir, definindo uma expressao algébrica quantitativa que
relaciona o valor da mensuranda aos parametros dos quais esta depende [92].

Uma vez que o objetivo do presente trabalho é a validagdo de um método de quantificagdo de
catinonas sintéticas por GC-FID, a mensuranda ¢é a fracdo méssica de catinonas sintéticas em estudo
(analito), eventualmente presentes em amostras de material apreendido em Portugal. Por norma, as
catinonas sintéticas sdo vendidas sob a forma de po, pelo que o método em validagdo tem em conta este
tipo de matriz.

O procedimento analitico em desenvolvimento consiste na analise de catinonas sintéticas, quando
em solucdo (solvente e padréo interno), por GC-FID, com vista a obtencdo de sinais de resposta que
permitam a determinacgdo da respetiva concentracdo, apds calibragdo, e em simultaneo um padrdo da
catinona sintética que se pretende quantificar, nas mesmas condic6es de analise (conforme Figura 3.7).
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Figura 3.7 - Esquema do procedimento analitico em desenvolvimento, que consiste na analise de duas solugdes em
simultaneo por GC-FID, uma para a catinona sintética que se pretende quantificar e uma para o padrao que lhe é
correspondente, com vista a obtencéo dos sinais de resposta que permitam a determinagédo da concentragéo da catinona
sintética alvo por extrapolacdo. Em que Vgoiwpad € Vsowcar TePresentam o volume de solvente adicionado ao padrédo e
catinona alvo, respetivamente, Vp;paa € Vprcar representam o volume de Pl adicionado ao padréo e catinona alvo,
respetivamente, Apqq, Acar € Apy @S areas de sinais de resposta do padrdo, catinona alvo e PI, respetivamente, e
Rpoaspr € Ragg, p, 8 Tespetivas razoes.

A fragdo méssica de um analito (W, ,ait0) POdE Ser expressa através do quociente entre a massa de
analito (mgpq1it0) € @ Massa total da amostra (m,). No caso em aprego, o analito é correspondente a
catinona sintética que se pretende quantificar, pelo que Myna1ito = Mcar, € QUe Se encontra presente
numa determinada amostra com massa m, ((Equagéo 3.2).

(Equacdo 3.2)
Manalito Mcat
Wanatito = e Weqr =
Mamostra A

Uma vez que a massa de analito pode ser calculada a partir da multiplicacdo entre a concentracao e
o volume da solugdo, € possivel converter a (Equacéo 3.2 na (Equacéo 3.3, em que Cc,; representa a
concentragdo de catinona sintética em estudo, e 0 Veat(som €0 Veatpr identificam o volume de solvente

e PI, respetivamente, adicionados a solucdo da amostra que contem a catinona (ver Figura 3.7).
(Equagéo 3.3)

CCat X (VCat(sOl,,) + VCat(pI))

1% =
Cat my

Neste caso, o volume de solugéo da catinona sintética que se pretende quantificar, que estara presente
numa amostra de material apreendido em Portugal, é igual ao volume total de solucdo dessa amostra,
uma vez que se trata da mesma solugdo. Assim, a soma do volume de solvente e PI adicionados é
semelhante, podendo apenas ser alterada a descri¢éo, convertendo a (Equacéo 3.3 na seguinte:

(Equacdo 3.4)

CCat X (VA(SOIU) + VA(pI))

my

Weat =

Depois de obtida a regressao linear que permitiu a calibracdo do método de quantificagdo em estudo,
é possivel afirmar que a &rea de um sinal de resposta é diretamente proporcional & concentragdo do
composto que lhe deu origem (de acordo com o esquema da Figura 3.8).

Uma vez que o procedimento experimental em validacdo inclui a adicdo de um padréo interno (PI),
esta premissa deve ser reformulada, sendo entdo possivel afirmar que a razdo entre a area de um sinal
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de resposta e a area do sinal de resposta do Pl é diretamente proporcional & concentracdo do composto
gue deu origem ao primeiro sinal. Assim, define-se que a razdo entre a area do sinal de resposta do
padrdo e a area do sinal de resposta do PI, bem como a razdo entre a area do sinal de resposta da catinona
sintética alvo e a area do sinal de resposta do Pl, sdo diretamente proporcionais a concentracdo do padrao
e concentracdo da catinona sintética alvo na amostra, respetivamente (conforme Figura 3.8 e (Equacao
3.5). Assim, é possivel chegar a equacdo que permite determinar a concentracdo de analito, numa
determinada amostra, através do método de quantificacdo por utilizacdo de uma regresséo de calibracdo
((Equacéo 3.5).

RAPad,-‘PI

RACat/M s ’

Ccat Cpaa

Figura 3.8 - Esquema da proporgao existente entre a razao entre a area do sinal de resposta do padréo de calibracéo e
a area do sinal de resposta do PI e a concentracéo de padréo, assim como entre a razdo entre area do sinal de resposta
da catinona sintética alvo e a area do sinal de resposta do Pl e a concentragdo de catinona sintética. Em que C¢q; €
Cpqa representam a concentragdo de catinona sintética alvo e de padrdo, respetivamente, e Rya,,,,, © Rac,,p,

representam a razéo das areas entre o sinal de resposta do padréo e catinona sintética, respetivamente, e o sinal de
resposta do PI.

(Equacéo 3.5)

RAPad/PI _ RACat/PI _ RACat/PI X Cpaa

- Aad CCat -
CPad CCat RAPad/PI

No entanto, deve ainda ser tido em conta um pardmetro da qual a incerteza associada ao valor de
fracdo massica depende, quando obtida pela utilizagdo do tipo de calibragdo monoponto. Este tipo de
calibragdo assume que a regressdo que descreve a curva de calibragdo passa na origem, no entanto,
quando este pressuposto ndo se verifica, € necessario que o erro associado a falta do mesmo seja tida em
conta, ponderando-se o desvio méaximo da regressdo em relagdo a origem, no eixo das ordenadas.

Assim, deve ser ponderado o erro associado ao desvio maximo existente entre o valor da
concentracdo do analito estimada pela utilizacdo da reta 6tima (mais confiavel) de calibracéo da resposta
instrumental “real” (Ccq¢), € @ concentracdo estimada a partir de uma curva que mimetiza resposta
instrumental mais divergente esperada (C.¢). Este erro pode ser estimado pela diferenca entre o valor
de a (ordenada na origem na reta 6tima), e a ordenada na origem da curva que mimetiza a resposta
instrumental mais divergente, a4, conforme Figura 3.9.
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_ R"'Clllgf" X Cpad ,

CLuf =

R A padin
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Figura 3.9 - Representacdo esquematica da reta 6tima (mais confiavel) de calibracio da resposta instrumental “real” —
tracejado, e da reta que mimetiza a resposta instrumental mais divergente esperada, pela aplicacdo de uma calibra¢do
do tipo monoponto — linha continua.

Assim;
(Equagéo 3.6)

C _ RACat/PI X CPad = _ (RACat/PI - amax) X CPad
Cat — Cat —

RAPad/PI (RAPad/PI ~ Gmax)

Pelo que na (Equacdo 3.4 é possivel substituir Cq,: ((Equacdo 3.5) pela expressdo obtida na
(Equacdo 3.6, de C.4,, obtendo-se a seguinte equagio:

(Equacdo 3.7)

(RACat/PI - amax) X CPad X (VA(SolV) + VA(pI))

(RAPad/PI - amax) X my

Wear =

A partir desta equacdo é ainda possivel dissecar a representacdo de Cp,4, Uma vez que este valor
pode ser obtido através do quociente entre a massa de padrao e o volume da solucao (solvente e padrdo
interno). No entanto, uma vez que determinado composto apenas pode ser utilizado como padréo de
referéncia ap0s cuidadosa caracterizagdo, garantindo a sua identidade e pureza, um dos fatores que deve
ser tido em conta para o célculo de Cp,q € 0 grau de pureza (Pur). Assim, equacao correta para a sua
determinag&o é:

(Equacéo 3.8)

Mpga X Pur

Cpaa =
VPad(Solv) + VPad(pI)

Substituindo na (Equacao 3.7 a Cp,q pela expressao obtida na (Equacado 3.8, obtém-se a seguinte
equacéo:

(Equacdo 3.9)

W _ (RACat/PI - amax) X mPad X Pur X (VA(Solv) + VA(p[))
Cat —

(RAPad/PI - amax) X my X (VPad(Sol,,) + VPad(pI))
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Esta expressdo geral permite calcular a fragdo massica da catinona em estudo, numa determinada
amostra, uma vez que todos os elementos podem ser obtidos a partir da analise feita de acordo com o
procedimento analitico desenvolvido. Permite ainda auxiliar na identificacdo das fontes de incerteza das
quais depende o valor da fracdo massica determinado pela aplicacdo da metodologia em
desenvolvimento.

3.1.4.2 IDENTIFICACAO DAS FONTES DE INCERTEZA

A etapa seguinte diz respeito a determinacdo das fontes de incerteza, que no fundo é realizada em
simultaneo com a especificagdo da mensuranda, na medida em que essa grandeza deve ser definida em
relacdo aos parametros das quais depende.

Conforme percetivel na (Equacéo 3.9, as fontes de incerteza que afetam a medicdo e, por sua vez, a
determinagdo da fragdo massica de catinona sintética numa determinada amostra, sdo: A - Incerteza
associada a razdo das areas dos sinais obtidos a partir da analise instrumental [u(R,, /m) e

u(Rap,, /PI)]; B - Incerteza associada a ponderacao do desvio maximo da regresséo que descreve a curva

de calibragdo, porquanto a ndo verificagcdo do pressuposto de que a mesma passa na origem, e que é
necessario a utilizacdo de uma calibragdo monoponto [u(aq.x)]; C - Incerteza associada as massas
pesadas de amostra e padrdo de calibragdo medidas numa balanca analitica [u(my) e u(mpyq)]; D -
Incerteza associada aos volumes medidos de solvente e Pl medidos com dispensadores [u(VA(sm)),

UWVapn)r UVpad sy, © u(Vpad(Pn]; e E - Incerteza associada ao grau de pureza dos padrdes de

referéncia utilizados [u(Pur)].

Uma das maneiras que melhor permite a compreensdo de todas as componentes de incerteza que
poderdo estar associadas & mensurando, é a elaboragdo de um diagrama de Ishikawa, ou diagrama de
causa/efeito. Este consiste num vetor principal, que converge para a mensuranda, e no qual confluem
vetores secundarios que representam as diferentes componentes, demonstrando como se relacionam
entre si e indicando a sua influéncia na incerteza do resultado. Os vetores secundarios podem por sua
vez conter ramificagfes. A compilacdo das fontes de incerteza pela elaboragdo deste diagrama ajuda
inclusivamente a evitar a contagem da mesma componente duplamente [92], [100].

O diagrama de causa/efeito para a metodologia de quantificacdo de catinonas sintéticas em estudo
encontra-se na Figura 3.10.

my Sinal Instrumental

VA:SoIv: RACa."-‘PI
_—

—

RAPad,“PI

VP“d:Ph

Mpaa

amax

PCalibra;éa (Pad)
Figura 3.10 - Diagrama de causa/efeito para a metodologia de quantificacdo de catinonas sintéticas em estudo, sendo
possivel constatar a grandeza correspondente a mensuranda, wc,;, bem como todos os parametros de incerteza dos
quais depende (ver secdo 3.1.4.1).

53



APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

De acordo com o Guia para a Quantificacdo de Incertezas em Métodos Analiticos, publicado pela
Eurachem [92], existem ainda algumas fontes de incerteza que poderiam ser tidas em conta, como a
temperatura ou o efeito da matriz. No entanto, para a metodologia desenvolvida estas componentes ndo
afetam a estimativa da incerteza global, uma vez que a temperatura do laboratério onde o procedimento
sera realizado ndo sofre alteracBes consideraveis, sendo climatizado a 21 °C. De facto, sendo esta
metodologia apenas para aplicacao neste laboratdrio, todas as eventuais discrepancias na temperatura
gue ocorram, terdo influéncia na amostra, mas também no padrdo de calibracdo que sera analisado em
simultaneo, pelo que néo influencia diretamente os resultados obtidos no &mbito da quantificacdo da
catinona sintética alvo. No que respeita aos efeitos da matriz, tais ndo se verificam, na medida em que
as amostras que habitualmente contém catinonas sintéticas se encontram sob a forma de pd, que é
facilmente dissolvido no solvente utilizado, o que corresponde a uma matriz muito simples, ndo
causando efeitos significativos.

E ainda de evidenciar que existe uma outra componente de incerteza que poderia ser incluida nos
parametros que poderiam influenciar a grandeza em estudo. Conforme descrito, quando a fragcdo massica
é obtida pela utilizagdo do tipo de calibragdo monoponto, assume-se que a regressdo que descreve a
curva de calibracdo passa na origem (ver se¢do 3.1.4.1), mas também que a regresséo € linear. No
entanto, este pardmetro nao deve ser inserido como componente de incerteza, uma vez que a linearidade
foi previamente comprovada.

3.1.4.3 QUANTIFICACAO DOS COMPONENTES DE INCERTEZA

Depois de identificadas as fontes de incerteza das quais a mensuranda depende, a incerteza decorrente
dessas fontes deve ser quantificada. Conforme referido, existem diferentes estratégias que podem ser
utilizadas nesse sentido, no entanto, neste trabalho foi aplicada uma abordagem “bottom-up”, que
diferencia cada fonte de incerteza individualmente, sendo posteriormente combinadas [92].

Com o objetivo de simplificar a disposi¢éo dos resultados obtidos para cada componente de incerteza
e, de seguida, facilitar os célculos necessarios a estimativa da incerteza combinada do método em
validacdo (ver secdo 3.1.4.4), foi concebida uma folha de célculo, para cada catinona em estudo, tendo
por base o trabalho de J. Kragten, publicado em 1994 (Anexo 6.75, Anexo 6.76 e Anexo 6.77) [96].
Esta folha de calculo permite simplificar os calculos para o analista, na medida em que, no final, serd
apenas necessario preencher os espacos indicados, com os resultados da analise realizada, na rotina do
LPC-PJ.

A - Sinal Instrumental

A primeira componente identificada diz respeito ao sinal instrumental obtido a partir do aparelho de
GC-FID, nomeadamente pela incerteza associada a razao das areas dos sinais obtidos instrumentalmente
[u(Ra,,, o) € URap,, /m)]- Esta componente foi estimada pela repetibilidade da resposta instrumental,

que representa uma das medidas que permite a avaliacdo da precisdo de uma metodologia analitica.

O termo precisdo designa a avaliacdo da dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas. Esta é
uma componente essencial na avaliagdo da incerteza geral de um método, no entanto, € de salientar que
a avaliagdo da precisdo de um método analitico ndo é suficiente para estimar a incerteza da medicg&o,
sendo necessario ter em conta as restantes fontes de incerteza [92]. Uma das medidas existentes para
avaliar essa dispersao, € o estudo da repetibilidade, que exprime a variabilidade observada em condi¢des
operacionais tdo estaveis quanto possivel, isto é, dentro de um mesmo laboratério, durante um curto
periodo, com 0 mesmo operador e equipamento [87], [92].

A avaliagdo das restantes medidas para avaliagdo da precisdo de uma metodologia analitica em
validacdo, reprodutibilidade e precisdo intermédia, ndo foi necessaria para 0 caso em apre¢o, uma vez
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que o método em validacdo € para futura aplicacdo no mesmo laboratério do LPC-PJ, pelo mesmo
analista, e sob as mesmas condicGes analiticas.

Assim, esta incerteza foi determinada através do célculo do desvio padrao associado a repetibilidade
da resposta instrumental, que foi avaliada através da analise dos cinco padrGes de calibracdo
selecionados, em duplicado, ao longo de 10 dias ndo seguidos, para cada uma das trés catinonas
sintéticas em estudo. Os resultados da razdo das areas relativas (razdo entre a area do sinal de resposta
da catinona sintética e a area do sinal de resposta do Pl), a partir da analise de 2 repeti¢bes por padréo
de calibracdo e por dia, sdo os mesmos utilizados para avaliacao da linearidade do método, e encontram-
se compilados entre 0 Anexo 6.68 e Anexo 6.73.

Para cada uma das catinonas sintéticas em estudo, e para cada padrdo de calibracdo na gama de
trabalho estudada, foi calculado o desvio padrédo associado as 2 repeti¢Oes diarias realizadas (Sr). Estes
resultados encontram-se sumariados nos Anexo 6.78 a Anexo 6.80. Em seguida, com o intuito de
estimar a variancia dos resultados nos 10 dias de analise, foi calculado o desvio padrdo agrupado
(STagrupado). também para cada uma das catinonas sintéticas e para cada padréo de calibragdo na gama
de concentragédo estudada. Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 - Valores de desvio padréo agrupado calculado a partir dos resultados de desvio padrao entre as 2 repeti¢des
por Padrao de Calibracdo na gama de trabalho, analisadas ao longo de 10 dias (ver se¢do 2.3.4.1).

Catinona Sintética ST agrupado
Padréao 1 Padréo 2 Padréao 3 Padréao 4
Mefedrona (1) | (0,032 mg/mL) (1,270 mg/mL) (2,586 mg/mL) (3,800 mg/mL)
0,0023 0,0383 0,0824 0,2520
Padréao 1 Padréo 2 Padréao 3 Padréao 4
Metilona (2) | (0,024 mg/mL) (1,274 mg/mL) (2,584 mg/mL) (3,758 mg/mL)
0,0008 0,0890 0,1403 0,1595
Padréao 1 Padréo 2 Padréao 3 Padréao 4
MDPV (3) | (0,032 mg/mL) (1,244 mg/mL) (2,536 mg/mL) (3,744 mg/mL)
0,0010 0,0153 0,0460 0,1297

Os valores correspondentes ao u(R,, , /PI), para cada composto e cada padrdo de calibracdo, sdo

calculados através do quociente entre o valor respetivo de Sr,grypado € @ V2, porquanto as duas réplicas
diérias analisadas ((Equacéo 3.10). Na folha de calculo concebida (exemplo Anexo 6.75), este valor é
selecionado de acordo com o padrdo de referéncia utilizado aquando da analise de uma amostra
problema que se pretende quantificar. O padréo de referéncia utilizado sera por sua vez selecionado de
acordo com a concentragdo da solucdo da amostra que o analista pretende estudar, com vista a
quantificagdo de determinado analito.

(Equacéo 3.10)
Sragrupado

V2

Tabela 3.8 - Valores de incerteza associados a razdo da area do sinal do Padrado de Calibragédo e a area do sinal do Pl
adicionado a solugéo.

u(RAPad/PI) =

Catinona Sintética u(RAPad/,,,)
Padrao 1 Padréao 2 Padrao 3 Padrao 4
Mefedrona (1) | (0,032 mg/mL) (1,270 mg/mL) (2,586 mg/mL) (3,800 mg/mL)
0,0016 0,0271 0,0583 0,1782
Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3 Padrao 4
Metilona (2) | (0,024 mg/mL) (1,274 mg/mL) (2,584 mg/mL) (3,758 mg/mL)
0,0006 0,0630 0,0992 0,1128
Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3 Padrao 4
MDPV (3) | (0,032 mg/mL) (1,244 mg/mL) (2,536 mg/mL) (3,744 mg/mL)
0,0007 0,0108 0,0325 0,0917
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Verifica-se que o erro associado a esta componente aumenta com o aumento da concentracdo do
padrdo de calibracdo, sendo que é muito menor em toda a gama de concentragdes para a catinona
sintética 3.

Os valores de u(R,,, /PI) sdo selecionados de acordo com os resultados de R4, . obtidos no

ambito da anélise da amostra na qual se encontra o analito que se pretende quantificar. Quando os valores
obtidos para R, . sdo inferiores aos valores médios diérios obtidos para o Padrdo de Calibracdo 1 no
ambito da producdo das curvas de calibragdo, de cada uma das catinonas sintéticas em estudo, o valor
de u(Ry,, /m) seré igual ao valor da incerteza associada a razéo da area do sinal desse padrdo com o Pl
(u(RAPadl/PI)), se 0s valores obtidos para Racasspr sdo superiores aos valores médios diarios obtidos para
0 Padrdo de Calibracéo 1 e inferiores aos valores médios diarios obtidos para o Padrdo de Calibracdo 2
no ambito da producdo das curvas de calibracdo, de cada uma das catinonas sintéticas em estudo, o valor
de u(Ry,,, /PI) seré igual ao valor da incerteza associada a razéo da area do sinal desse padrdo com o Pl

(u(RAPadZ/PI)), e assim sucessivamente conforme Tabela 3.9.
Tabela 3.9 — Sumario das condic¢des que permitem apurar aos valores de incerteza associados a razdo da area do sinal

do analito (catinona sintética alvo) e a area do sinal do PI adicionado a solugdo. Em que Apgq,p; (didria) representa a
média diaria das areas dos sinais obtidos correspondentes aos padrdes de referéncia (Pad1 — 5).

Se: Entéo:

Racaeser = Apaar/pi (didria) URacae/pr) = W(Rapaqypr)
m(dié”a) < RACat/PI s W(diéria) u(RACat/PI) = u(RAPadZ/PI)
m(dié”a) = RACat/PI s m(dié”a) u(RACat/PI) = u(RAPad3/P1)
m(dié”'a) < RACat/PI s W(diéria) u(RACat/PI) = u(RAPad4/PI)
RACat/PI > m(dié”a) e= W(dié”a) u(RACat/PI) = u(RAPadS/PI)

Apesar de a gama de trabalho aplicada no &mbito da metodologia em desenvolvimento, ser entre o
Padrdo 1 (0,02 mg/mL) e o Padrdo 4 (3,75 mg/mL), a folha de excel esta preparada para a sele¢do do
Padrdo 5. No entanto, uma vez que ndo se verifica linearidade aquando da utilizacdo deste Gltimo Padrao,
0 mesmo ndo devera ser utilizado, ndo devendo os valores de R4, Jpr SET SUPEriores a Ap,qg,p; (didria).

B - Desvio Maximo da Regressao que Descreve a Curva de Calibracdo

A segunda componente de incerteza identificada diz respeito ao desvio maximo da regressdo que
descreve a curva de calibracdo [u(a,,4,)]- ESta € uma componente que deve ser tida em conta quando
0s pressupostos referentes a utilizacdo de uma calibragdo do tipo monoponto néo se verificam.

Conforme referido, a utilizagdo de uma calibracdo do tipo monoponto pressupde que a regressao que
descreve a curva de calibracdo originada seja linear e passe na origem [108], [109]. No entanto, quando
este pressuposto ndo se verifica, € necessario que o erro associado a falta do mesmo seja tida em conta,
ponderando-se o desvio maximo da regressao em relacdo a origem, no eixo das ordenadas (conforme
esquemas nas Figura 3.9 e Figura 3.11).

O valor de u(a,qy) é entdo correspondente ao maior valor de ordenada na origem resultante das 10
curvas de calibracdo diarias, obtidas para cada uma das trés catinonas sintéticas em estudo, menos o
valor de a (ordenada na origem na reta 6tima), que é igual a zero.
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RACar,sz

u(amax) = Gmax — @

.
Amax { -

/' CCat

Figura 3.11 - Representacdo esquematica de u(@,,q+), cOrrespondente ao desvio maximo da regressdo que descreve a
curva de calibracdo a partir de apenas um ponto (monoponto) em relacdo a origem, no eixo das ordenadas.

a

Os resultados de u(a,,q4,) para cada catinona em estudo encontram-se sumariados na Tabela 3.10,
tendo sido obtidos pela diferenca entre o maior valor de ordenada na origem resultante das 10 curvas de
calibracdo diéarias e zero, de acordo com as equacdes das retas litadas em Anexo 6.74.

Tabela 3.10 - Valores u(a,q,) que representam a incerteza associada ao desvio maximo da regressdo que descreve a
curva de calibragao, para cada uma das trés catinonas em estudo.

Catinona Sintética | U(Appgy)
Mefedrona (1) | 0,2921
Metilona (2) | 0,5515
MDPV (3) | 0,2594

C - Massas Pesadas

A componente em seguida identificada diz respeito & incerteza associada as massas pesadas de
amostra e padrédo de calibragdo medidas numa balanca analitica [u(my) € u(mpgq)]-

Fatores como o procedimento de pesagem, que pode alterar com a mudanca de analista, os principios
fisicos como a temperatura do laboratorio, ou a instrumentacao em si onde a pesagem € feita, podem
afetar a qualidade de uma pesagem, devendo, a partida, ser tidos em conta aquando da quantificacéo da
incerteza que lhe estd associada. No entanto, para o caso em apreco, e conforme ja referido, o
procedimento sera para execugdo no mesmo laboratorio e pelo mesmo analista, de uma forma rotineira,
pelo que os dois primeiros fatores podem ser desprezados.

Deste modo, a Unica componente a ter em conta no &mbito do desenvolvimento deste procedimento
para quantificacdo de catinonas sintéticas por GC-FID, ¢ a instrumentagdo, no caso, a balanga analitica
utilizada. A incerteza linear associada as massas medidas é entdo estimada pela combinacdo linear das

componentes de dois elementos de incerteza, a que esta associada a calibracéo da balanga (uggﬁg’nga) e

a que esta associada a repetibilidade da mesma (u;fg;’anga), através da seguinte equagao:

(Equacédo 3.11)

_ lib rep
u(m) = \[(ulgglimga)z + (ubalang:a)2

Por sua vez a incerteza associada a calibragéo da balanca (ugggg’nm) é calculada a partir do quociente

entre a tolerancia que é fornecida pelo fabricante e /3, considerando uma distribuicdo retangular
uniforme ((Equacéo 3.12).
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(Equacgéo 3.12)

ugall“’ _ tolerancia
alanga \/§

Enquanto a incerteza associada a repetibilidade da balanca (u, .

balanga
), conforme (Equacéo 3.13.

) € estimada a partir do célculo
do desvio padréo da repetibilidade da mesma (S,

balanga
(Equagéo 3.13)
rep _
ubalanga - Srbalanca

No entanto, € ainda necessario ter em conta que as massas em apre¢o sdo estimadas por diferenca,
isto é, apos efetuada a tara do componente onde a amostra serd pesada (massa = massap, g —
massagqrq). ASSIM, as incertezas citadas anteriormente, devem ser contabilizadas 2 vezes, na medida
em que as duas medi¢Bes da massa (bruta e tara) sdo independentes em termos de repetibilidade da
resposta da balanca [100], conforme:

(Equacéo 3.14)

u(m) = JZ X (ulggllifnga)z +2 X (uzzll)anga)z
As pesagens foram feitas pela utilizagdo da balanca analitica instalada no LPC-PJ, de caracteristicas:
METTLER AE 100 (max 109 mg, d=0,1mg), uma vez que sera esta a utilizada no ambito do
procedimento em validacdo. Apesar de o erro maximo de indicagdo fornecido pelo fabricante desta
balanca ser de 0,1 mg, é habitual que a tolerancia utilizada seja cerca de 3 vezes superior a esse erro,
uma vez que as condigdes em que ele é medido na fabrica (condi¢des Otimas), ndo se verificam
habitualmente nos laboratérios analiticos. Assim, a tolerancia utilizada foi de 0,3 mg.
Os resultados obtidos para o estudo da repetibilidade desta balanga encontram-se sumariados no
Anexo 6.81, sendo que a partir destes foi calculada a média e desvio padréo (S,

calib rep
balanca € ubalanga

balanga)'

Os valores de u foram entdo calculados, assim como a incerteza associada as

massas em descricdo [u(my) = u(impgq)], € 0s resultados encontram-se discriminados na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 — Valores u(my) e u(mp,q) que representam as incertezas associadas as massas pesadas de amostra e
padrao de calibracdo medidas numa balanga analitica, bem como os valores de incerteza individuais determinados,
utilizados para a calcular.

ycalib urep u(my) = u(Mpaq)
balanca palans = /2% (0,1732)2 + 2 X (6,3246 x 10-5)?
0,1732 ‘ 6,3246 x 10° ‘ 0,24495

D - Volumes Medidos

Em seguida, foi identificada a componente que diz respeito & incerteza associada aos volumes
medidos de solvente e PI, medidos com dispensadores, [u(VA(SolV)), u(VA(PI)), u(VPad(sm))e

u(VPad(pI))]-

Tal como para a incerteza associada as massas pesadas, existem diferentes fatores que podem afetar
a componente que diz respeito aos volumes medidos. Os principais fatores que podem afetar a incerteza
associada a medicdo de um volume estdo relacionados com a instrumentacéo e as condicGes ambientais
do laboratério onde ela ocorrera. Assim, de uma maneira geral, a incerteza associada & medi¢ao de um
volume resulta da combinacdo da componente de incerteza associada a calibragdo do material e a
repetibilidade do mesmo, no que respeita a instrumentacdo, e da componente de incerteza associada a
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variacdo da temperatura do laboratdrio. A pressdo ndo é, usualmente, tida em conta, uma vez que a
variacao desta condi¢do num laboratério ndo produz uma variacao significativa em relacdo ao valor de
referéncia. No entanto, para 0 caso em aprego, 0 procedimento serd para execuc¢ao no laboratério do
LPC-PJ, onde a temperatura € controlada, mantendo-se estavel a cerca de 20°C, pelo que o fator
associado a variacdo da temperatura pode ser desprezado.

Assim, a incerteza associada aos volumes medidos seria entdo estimada pela combinagdo das
componentes de dois elementos de incerteza, relacionados com a instrumentacdo: a que esta associada

a calibracdo dos dispensadores (ug?;;l;mam) e a que estd associada a repetibilidade dos mesmos

rep

(Uaispensador): cONforme (Equacéo 3.15.

(Equagéo 3.15)

u(V) = \/2 X (uglcilslgi)bensador)z +2X (ugffpensador)z

No entanto, para o caso em apreco, nao foi possivel a avaliacdo da repetibilidade dos dispensadores
utilizados para medicdo dos volumes de solvente e PI, uma vez que esta avaliagdo deve ser feita pela
medicdo de um determinado volume para um gobelé vazio, que é de seguida pesado, 10 vezes, para
posterior estimativa do desvio padrdo que lhe esta associado, ndo sendo tal procedimento viavel. Isto na
medida em que, estes dispensadores sdo utilizados diariamente pelos analistas do LPC-PJ e contém as
soluces volateis previamente preparadas. A medi¢do de um dado volume destas solugdes para apurar a
repetibilidade dos instrumentos ndo seria viavel, uma vez que a massa iria variar, sendo este um fator
que ndo é possivel controlar. N&o era igualmente possivel a colocagdo de outro liquido (n&o volatil) no
frasco onde se encontram instalados os dispensadores, pois iria condicionar a rotina do laboratério.
Assim, ndo foi possivel estudar a repetibilidade destes instrumentos.

Deste modo, apenas foi tida em conta a componente de calibracdo do equipamento, sendo que a
incerteza que lhe estd associada é convencionalmente estimada pela tolerancia associada ao valor
nominal do seu volume fornecida pelo fabricante, considerando uma distribuicéo retangular uniforme
((Equacgéo 3.16).

(Equacéo 3.16)

2 . g~ 2
calib _ Vdispensador X CV(%) Vdispensador X Exatidao
udispensador - 100 + \/§

Em que Vgispensaaor € COrrespondente ao volume do dispensador para o qual se avalia a incerteza (2
ou 5 mL), CV (%) é correspondente ao coeficiente de variacdo do equipamento, em %, que é fornecido
pelo fabricante, assim como a exatidao de referéncia.

As medicdes foram feitas pela utilizacdo de dispensadores de 2 e 5 mL, respetivamente para as
soluces de Pl e solvente, instalados no LPC-PJ.

Assim, os valores de u(VA(SolV)), u(VPad(Sow)), u(VA(m)) e u(Vpad(m)) foram calculados com base

nas caracteristicas citadas, tendo em conta que u(VA(sm)) = u(Vpad(Solv)) e ”(VA(m)) = u(Vpad(Pl)),

uma vez que 0 mesmo equipamento é utilizado para medigdo de todos os volumes de solvente, assim
como 0 mesmo equipamento é utilizado para medi¢do de todos os volumes de Pl. Os resultados
encontram-se discriminados na Tabela 3.12.
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Tabela 3.12 - Valores u(V g ,,,,) = U(Vpad(go,,) € UV aepp) = U(Vpad,,,) due representam a incerteza associada aos

volumes de solugdo e PI, respetivamente, medidos em dispensadores de 2 e 5 mL, bem como valores de CV (%) e
Exatiddo (%0) fornecidos pelo fabricante, e utilizados para este célculo.

Dispensador CV (%) Exatidio (%) uWVy) = u(WVpaq)
BRAND de 2 mL 2 % 0,05 2 2%x001, \A_
(P1) 005 001 (= j( “0%%100) + (0% 5) = 00116
BRAND de 5 mL _ |(5%006, 2, (5%002/ Y-
(solvente) o bz (= j( /100) + ( /\/E) ) =0T

E - Grau de Pureza Padrdes de Referéncia

Conforme referido, determinado composto apenas pode ser utilizado como padrao de referéncia apds
cuidadosa caracterizacdo, garantindo a sua identidade e pureza, pelo que a ultima fonte de incerteza
identificada esta associada ao grau de pureza dos padr@es utilizados como referéncia [u(Pur)]. Esta
componente foi estimada pelo desvio padréo associado ao sinal de resposta do padrdo de referéncia (%
area) em 10 repeticoes, e é dada por:

(Equacgéo 3.17)
TPur

Up =
ur ,—10

O desvio padrdo do grau de pureza [Sp,,-(%)] foi calculado a partir dos resultados das analises
previamente realizadas com vista & determinagdo do grau de pureza para cada um dos padrbes de
referéncia (sumariados nos Anexo 6.36), sendo que os resultados se encontram na Tabela 3.13.

Tabela 3.13 - Valores up,,- para cada padrao de referéncia, que representam a incerteza associada ao respetivo grau
de pureza, bem como valores de S, (%0), que representa o desvio padréo associado a percentagem de area dos sinais
obtidos no @mbito da analise do grau de pureza, e conversdo em S,., , utilizado para o calculo da incerteza referida.

Padréo de Referéncia | S,,,. (%) | St Upur
Mefedrona | 0,0805 | 00008 | (= 00008/ _)=2,5452x 10
Metilona |~ 01107 | 00004 | (= 00004 ) =3,5020 x 107*
MDPV | 01186 | 00012 | (= 00012/ —)=3,7513% 107

3.1.4.4 COMBINACAO DOS COMPONENTES DE INCERTEZA

Depois de todas as componentes de incerteza se encontrarem expressas sob a forma de incertezas
padrdo (valores de desvios padrdo), a etapa seguinte consiste em estimar a incerteza padrdo combinada.
De facto, é possivel estimar a incerteza padrdo associada ao resultado da combinacdo de um conjunto
de varidveis segundo uma relagdo algébrica conhecida, com base nas incertezas padrdo associadas a
estas variaveis.

E possivel calcular a incerteza combinada [u.(y)], para um resultado de medicdo y (valor da
mensuranda), que varia com 0s parametros independentes x,, x,, ... x,, associados a diferentes fontes
de incerteza, pela relagdo geral expressa na (Equacéo 3.18 [92].

(Equacéo 3.18)

ue () = | D 02 xuey

. Xi
i=1n t
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Em que:

(Equagéo 3.19)

0y y(x +ugy) — y(x)
Ox; U(xy)

No entanto, a aplicacdo desta equacdo é complexa, pelo que em 1994, J. Kragten desenvolveu um
método simples e rapido de aplicacdo da mesma, com vista ao calculo da incerteza padrdo combinada,
facilitando a sua determinacéo e minimizando o risco de erros de calculo [92], [96]. Assim, este método
numérico foi utilizado para facilitar o calculo da incerteza padrdo combinada associada a estimativa da
fracdo massica de catinonas sintéticas em amostras apreendidas em Portugal u, (WCat(xi))- A (Equacdo

3.18 pode assim ser convertida na (Equacao 3.20, em que x; representa todas as 10 componentes de
incerteza das quais a mensuranda depende (n=10).

(Equacéo 3.20)

2
d
ue(Wear @) = | D (%xu(xig

i=1,n=10 xi

O método de Kragten foi assim implementado em trés folhas de calculo distintas, uma para catinona
sintética em estudo, com o intuito de simplificar os calculos que permitem a obtencdo da mensuranda,
com uma incerteza associada, sendo apenas necessario preencher os espacos indicados, com 0s
resultados da andlise realizada na rotina do LPC-PJ (Anexo 6.75, Anexo 6.76 e Anexo 6.77). A Tabela
3.14 descreve a implementacdo do método de Kragten nas folhas de calculo, com apenas 5 fontes de
incerteza (x4 4 5)-

Tabela 3.14 - Implementacéo esquematica do método de Kragten numa folha de calculo, com um exemplo de 5 fontes
de incerteza, para calcular a incerteza combinada associada a uma grandeza que depende dessas fontes.

A B C D E F
1 Uy, Uy, Uy, uy, Uy
2 X1 X1 = Xq + Uy X4 X1 X4
3 X3 X, X5 = Xp + Uy X, X, X3
4 X3 X3 X3 X3 = X3 + Uy, X3 X3
5 X4 Xy X4 X4 Xy = X4 + Uy, X4
6 Xg X5 Xg Xg Xg X5 = X5 + Uy
Wear Weae Weat Wear Weat
7 | Wear = f(x1 X3 ... L atz ats ata ats
car = f(X1 X2 ) | _ f(x'1 %z ...) =f(x1X2..) | =Ff(.X3%q..) | =F(.,X4Xs5) = f(..X4X'5)
Célculo de:
8 AW, (B7 — A7)/ (G — A7)/ (D7 — A7)/ (E7 — A7)/ (F7 — A7)/
Cat/a(xi) B Cq D4 E; Fy
Célculo de:
9 awc,u x u(xi) BB X B1 CB X C1 Dg X D1 Eg X E1 Fg X Fl
Xi
Célculo de:
1 wy,, V(B9)? + (Co)% + (D9)? + (E9)* + (Fo)?

3.1.4.5 CALCULO DA INCERTEZA EXPANDIDA

Depois de estimada a incerteza padrdo combinada, deve apurar-se a incerteza expandida — ou
alargada, U, na medida em que esta fornece um intervalo no qual o valor da mensuranda se encontra
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num nivel mais elevado de confianga. Esta é obtida pela multiplicacdo da incerteza padrdo combinada
por um fator de expanséo, k ((Equacédo 3.21) [92], [96].

(Equagdo 3.21)
U=kx uc(WCat(xi))

A escolha do fator de expansao € baseada no nivel de confiancga desejado, sendo que na maioria das
vezes é definido como 2, que esté relacionado com um nivel de confianca de 95% [92]. Neste trabalho
este foi o intervalo de confianca definido pelo que k = 2.

3.1.4.6 REPORTAR A INCERTEZA

A Ultima etapa da estimativa da incerteza associada a um método em validacdo é a de reportar a
incerteza estimada. De acordo com o Guia para a Quantificacdo de Incertezas em Métodos Analiticos,
publicado pela Eurachem [92], a incerteza padrdo expandida deve ser reportada do seguinte modo:

(Equagdo 3.22)
(Resultado): (x £ U)(unidades)

Uma vez que a mensuranda é a fracdo méssica de catinona sintética em estudo numa amostra de
material apreendido em Portugal, ndo existem unidades, pelo que a incerteza associada a essa estimada
seria reportada da seguinte maneira:

(Equagdo 3.23)
Weae + U)

Multiplicando ambos os componentes por 100, os resultados seriam reportados em percentagem:
(Equacéo 3.24)

(WCat * U) (%)

A partir deste valor seria possivel apurar qual a massa estimada de catinona sintética, numa
determinada massa de amostra problema em analise, com a respetiva incerteza expandida associada,
para um nivel de confianca de 95%, aproximadamente.

Na folha de célculo implementada (Anexo 6.75, Anexo 6.76 e Anexo 6.77), 0s dois resultados sdo
calculados.

3.1.4.7 OUTROS ELEMENTOS IMPLEMENTADOS NA FOLHA DE
CALcCULO

Na folha de célculo desenvolvida, foi ainda implementada uma secdo para estimativa da componente
de incerteza, sob a forma de %, associada a cada fonte de incerteza da qual a mensuranda depende. Esta
secdo de “Contagem percentual de componentes”, permite verificar qual a componente que esta a afetar
mais o resultado final, o que facilita a otimizacdo do processo no sentido de eventualmente reduzir a
incerteza de medicao global (Anexo 6.75, Anexo 6.76 e Anexo 6.77).
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3.1.4.8 COMPATIBILIDADE DA METODOLOGIA

A etapa final da validagdo de uma metodologia analitica deve envolver uma demonstracdo da
compatibilidade da metodologia em desenvolvimento. A compatibilidade metrolégica € uma
propriedade de um conjunto de resultados para uma determinada mensuranda, tal que o valor absoluto
da diferenca entre os valores medidos de todos os pares de resultados de medigdo € menor que um certo
multiplo (escolhido) da incerteza-padréo desta diferenca [86], [97], conforme ((Equacéo 3.25).

(Equacéo 3.25)

— 2 2
|Wcat(experimental) Wcat(calculado) =3X \/(uwcat(experimental)) + (uwcat(calculado))

Em que We,; . é o valor da fracdo massica da catinona sintética problema calculado com
(experimental)

base na metodologia em desenvolvimento, em resultado da aplicagdo da folha de Excel implementada
com base na aplicacdo do trabalho de Kragten, e uy, Cat(experimemal)a respetiva incerteza, e W, (caleulado)

é o valor da fracdo massica calculado com base nas pesagens reais de amostra e analito, e

u a respetiva incerteza. E possivel assumir gue o valor de u é zero, na medida
Wcat(calculado) P P 9 Wcat(calculado)

em que nao ¢é significativo para o resultado final.

Para verificar a compatibilidade metrologica foram assim analisadas as solu¢bes de Padréo 3
(concentragdo de aproximadamente 2,5 mg/mL) para cada uma das catinonas sintéticas, que representam
solugdes de concentracdo conhecida de cada um dos analitos em estudo, como amostra problema. Estas
solucdes foram analisadas em simultdneo com o padréo de referéncia (Padrdo de Calibracéo 4), com o
intuito de determinar a fragdo massica de mefedrona (1), metilona (2) e MDPV (3), na solucédo de Padrdo
de Calibracéo 3.

Neste sentido, todos os dados foram inseridos nas folhas de calculo desenvolvidas no ambito do
processo de validacdo da metodologia para essas catinonas sintéticas (Anexo 6.97 a Anexo 6.99), sendo
gue os resultados se encontram discriminados na Tabela 3.15, e Tabela 3.16 em percentagem (%).

Tabela 3.15 - Compila¢do dos resultados finais obtidos a partir da analise da solugdo de Padrdo 3, com vista a
quantificagdo de mefedrona, metilona e MDPV pela aplicacido da metodologia desenvolvida.

Composto | Weateperimentay | ¥ Weat experimentary) | W Catcexperimentaty £ UWeat grperimentary)
(Padréo 3Mgf§grr?137m(8 U2 0,016 0,329 + 0,016
(Padréo 3 - gﬂgg '&Si"nffi 0,338 0,027 0,338 + 0,027
(Padrao 3 - 2,2/:1Dmpg\//m(3 o 0,015 0,324 £ 0,015

Tabela 3.16 - Compilagdo dos resultados finais, em percentagem (%b), obtidos a partir da analise da solugéo de Padrao
3, com vista a quantificagdo de mefedrona, metilona e MDPV pela aplicacdo da metodologia desenvolvida.

Composto | Weatierperimentaty | Y Wear uperimentia)®® | W catexperimentany £ UWear grperimentary)
(Padréo 3Mgf§grr$13?m(8 329 16 32,9 + 1,6
(Padréio 3 - gﬂseg 'ﬁg%(f; 338 2,7 33,8+ 2,7
(Padrao 3 - 2,21?112\/%(8 S 15 32,4+ 1,5
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Em seguida, determinou-se a fragdo méssica real de cada catinona na amostra problema (Padrao 3),
sendo que os resultados obtidos se encontram sumariados na Tabela 3.17, e os célculos descriminados
em anexo (Anexo 6.101).

Tabela 3.17 - Compilagdo dos resultados finais dos célculos para obtencdo dos valores da fracdo massica de cada
catinona sintética em estudo, na solugédo de Padré&o de Calibragéo 3, utilizada como amostra problema, para verificar a
compatibilidade metrolégica.

Campasto | Manostra (MO) Manalito (MY) W cat catcutats) W cat catcutado) (%0)
(Padréo SMgfggrr%g?ln% 12,93 0,336 33,6
(Padréo 3 - gﬂseg Ir%S?rr% 38,53 12,92 0,335 335
(Padréo 3 - 2,21Dmpg\//m(3 12,68 0,329 32,9

Por ultimo, verificou-se a compatibilidade metrologica pela substitui¢do dos resultados obtidos, na
(Equacéo 3.25, para cada catinona sintética em estudo.

Mefedrona (1): [0,329 — 0,336] < 3 X /0,0162 = 0,007 < 0,048 (Verifica-se)
Metilona (2): 10,338 — 0,335 < 3 x4/0,0272 + 02 = 0,003 < 0,081 (Verifica-se)
MDPV (3): 10,324 — 0,329| < 3 X 4/0,0152 + 02 o 0,005 < 0,045 (Verifica-se)

Confirma-se a compatibilidade metroldgica para um nivel de confianga de 99% entre valor estimado
e o valor de referéncia, uma vez que o valor absoluto da diferenca entre os valores dos resultados de
medicao é menor que incerteza expandida que lhes estéa associada.

3.1.5 QUANTIFICACAO DE CATINONAS SINTETICAS EM AMOSTRAS
REAIS

Depois de desenvolvida e validada a metodologia para quantificacdo de catinonas sintéticas por
GC-FID, foi necessario proceder a sua aplicacdo a amostras reais, de modo a testar o desempenho do
método e folha de calculo implementada.

Conforme referido, os primeiros casos de alarme social relacionados com NSP em Portugal surgiram
com a abertura das primeiras “SmartShops” em 2007, no entanto, s6 no final de 2011 ocorreu o primeiro
grande episddio de intoxicagdo relacionado com o consumo destas substancias [19], [54]. Ainda assim,
s6 no inicio do ano de 2012 foi inserida a primeira catinona sintética na legislacéo aplicavel ao trafico e
consumo de estupefacientes e substancias psicotropicas, a mefedrona, depois dos primeiros casos de
urgéncia relacionados com o consumo de NSP no distrito de Lisboa, e apenas no ano seguinte saiu o
Decreto-Lei n.° 54/2013, que representa a legislacéo especifica das NSP [33], [34], [55]. Nesta altura,
na sequéncia da implementacdo desta legislacdo especifica, todos os detentores de produtos vendidos
em “SmartShops” (proprietarios ou consumidores) tiveram a oportunidade de entregar voluntariamente
0s seus produtos a policia, sem que lhes fosse aplicada qualquer tipo de consequéncia legal, num periodo
de 15 dias ap6s a publicacdo da legislacdo [33]. Neste sentido, muitos produtos foram entregues a
policia, na area metropolitana de Lisboa, tendo sido inventariados e devidamente catalogados.

Foram assim selecionados quatro produtos resultantes de material apreendido de uma “SmartShop”,
com suspeita de conterem pelo menos uma das catinonas sintéticas em estudo, conforme Tabela 3.18,
que seriam vendidos sob a forma de Blow e Bliss. De acordo com as caracteristicas do involucro foram
designados de Blow Azul 1, Blow Azul 1B, Bliss Rosa 2 e Blow Rosa 3 (Anexo 6.102).

*
ma vez X 2<3x 2 2
Uma ve qUe 3 \/(uwcat(experimental)) =3 \/(uwcat(experimental)) + (uwcat(calculadn)) 64
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Tabela 3.18 - Lista de material apreendido de uma "'SmartShop'*, vendido sob a forma de Blow e Bliss com diferentes
cores de invélucro, respetiva designagdo ao longo deste trabalho e substancia suspeita de se apresentar na sua
constituigao.

Material Apreendido Substéncia Suspeita
Blow Azul 1 Mefedrona (1)
Blow Azul 1B Mefedrona (1)
Bliss Rosa 2 Metilona (2)
Blow Rosa 3 MDPV (3)

Inicialmente, as amostras foram sujeitas a uma triagem com recurso aos testes colorimétricos de
Marquis e Scott, uma vez que ja se suspeitava que contivessem na sua constituicdo uma ou mais NSP.
Os resultados encontram-se na Figura 3.12.

Os testes foram feitos pela aplicacdo de duas gotas dos reagentes de Marquis e Scott previamente
preparados (conforme descrito na se¢do 2.2), a uma pequena por¢do de cada amostra, e 0s resultados
foram comparados com um branco (apenas a solugéo do reagente) e um resultado positivo pela aplicacdo
do reagente num padrdo de anfetamina, no caso do teste de Marquis, e hum padrdo de cocaina, no caso
do teste de Scott. O registo foi feito segundos ap6s a colocacao das gotas de reagente.

Teste de Marquis Teste de Scott
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Figura 3.12 - Resultados obtidos a partir da aplicagdo dos testes colorimétricos de Marquis e Scott, as quatro amostras
apreendidas numa ""SmartShop", suspeitas de conterem NSP. O retangulo preto identifica a linha da placa onde apenas
foi colocado o reagente, o retdngulo a vermelho identifica a zona da placa onde efetivamente o teste foi aplicado as
quatro amostras, e o retangulo verde identifica a zona onde o teste foi aplicado a um padréo de anfetamina e cocaina,
para o teste de Marquis e Scott, respetivamente, pelo que com resultado positivo, facilitando a comparagdo com os
restantes resultados.

Os resultados da aplica¢do do teste de Marquis revelaram-se negativos para as 4 amostras, 0 que
indica que, a partida, ndo estariam presentes anfetaminas ou substancias da mesma classe de drogas de
abuso (nem substancias da classe dos opiaceos), sendo de salientar que apesar de nas amostras Blow
Azul 1B, Bliss Rosa 2 e Blow Rosa 3 se verificar uma coloracéo alaranjada, que poderia ser positivo
para anfetaminas, é percetivel que esta coloragdo é muito diferente da observada para o padrdo de
anfetamina igualmente analisado (retangulo verde).

Ja os resultados da aplicacdo do teste de Scott revelaram-se igualmente negativos para as 4 amostras,
0 que indica que a partida ndo continham cocaina na sua composicao, sendo de salientar que apesar de
nas amostras Blow Azul 1B e Blow Rosa 3 se verificar uma colorac¢éo azulada em determinadas zonas,
que poderia ser positivo para cocaina, é percetivel que esta coloracdo é muito diferente da observada
para o padréo de cocaina — turquesa forte, igualmente analisado (retangulo verde).

Ainda assim, conforme referido, a aplicacdo destes testes ndo permitem o alcance de conclusdes
confirmatorias, pelo que s6 a andlise posterior por GC-MS permitiu a identificacdo das substancias
presentes nas amostras.
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Nesse sentido, foram preparadas quatro solucGes, cada uma com uma concentragdo aproximada de 5
mg/mL, de acordo com o procedimento realizado para analise por GC-FID: Blow Azul 1 (5,05 mg/mL),
Blow Azul 1B (5,01 mg/mL), Bliss Rosa 2 (5,06 mg/mL) e Blow Rosa 3 (5,03 mg/mL). Numa primeira
fase estas solucfes foram analisadas por GC-MS, de modo a identificar os compostos nelas existentes.
Os respetivos cromatogramas, e espetros de massa correspondentes a cada tempo de retencéo,
encontram-se em anexo (Anexo 6.82 a Anexo 6.96), e os resultados sumariados na Tabela 3.19. Os
cromatogramas foram analisados, verificando-se 0s R; dos picos existentes, assim como os espetros de
massa, pela comparacao dos padrdes de fragmentacdo com a biblioteca de espetros disponivel, e ainda
pela comparagdo com os resultados da analise dos padrfes correspondentes as trés catinonas em estudo.

Tabela 3.19 - Lista de material apreendido de uma "SmartShop", com identificacdo da substancia suspeita de se

apresentar na sua constituicdo e resultados de GC-MS que permitiram apurar a sua efetiva composicéo.
Material Apreendido | Substancia Suspeita Resultados obtidos (GC-MS
Blow Azul 1 Mefedrona (1) 4-MEC
Blow Azul 1B Mefedrona (1) Mefedrona
Bliss Rosa 2 Metilona (2) 4-MEC + Metilona
Blow Rosa 3 MDPV (3) Etcatinona + Pentedrona + 4-MEC + MDPV

Uma vez que as trés catinonas sintéticas em estudo foram identificadas nas amostras Blow Azul 1B,
Bliss Rosa 2 e Blow Rosa 3, as respetivas solucfes foram de seguida analisadas por GC-FID, para
verificar se 0 método em desenvolvimento permitiria que fossem quantificadas.

Da anélise aos resultados obtidos por GC-FID (Anexo 6.94 a Anexo 6.96), verifica-se que 0s
cromatogramas das amostras Blow Azul 1B e Bliss Rosa 2 apresentam sinais de resposta que co-eluem
na zona das catinonas sintéticas que se pretendiam quantificar. Assim, uma vez que nao é possivel
afirmar com certeza que os sinais de resposta na zona do tempo de retencdo da mefedrona e metilona
sd0 unicamente correspondentes a esses compostos, sendo inclusivamente muito alargados, ndo se
afigura possivel a determinagédo da fragdo massica destas substancias nas amostras em apreco.

No que respeita aos resultados obtidos a partir da anélise da amostra Blow Rosa 3, verifica-se a
existéncia de um pico estreito e bem definido na zona de tempo de reten¢do na zona do MDPV (R; 14,8
minutos), pelo que é possivel a determinacéo da fracdo massica desta catinona sintética na amostra em
apreco. De salientar que, foram pesadas 25 mg de amostra, 0 que seria superior a massa de amostra
determinada como méxima da gama de trabalho para aplicagdo da metodologia em desenvolvimento
(18,75 mg), no entanto, verifica-se que o sinal de resposta para 0 MDPV na amostra em apreco (Blow
Rosa 3), 3,88 % (area), € muito inferior ao sinal obtido a partir da analise do Padrédo 4 (extremo maximo
da gama de trabalho), 31,45 % (&rea), pelo que a quantificacdo do analito nesta amostra, pela utilizagdo
desta metodologia, é concretizavel.

Neste sentido, todos os dados foram inseridos na folha de calculo desenvolvida para 0 MDPV no
ambito do processo de validagdo da metodologia (Anexo 6.100), sendo que os resultados se encontram
discriminados na Tabela 3.20.

Tabela 3.20 - Compilag&o dos resultados finais obtidos a partir da analise de uma amostra de material apreendido (Blow
Rosa 3), com vista a quantificacdo de MDPV, pela aplicacédo da metodologia desenvolvida.

Amostra | Wea | Wear ) Umvg  Uowe® Wear £ Umwgy Weart U
BlowRosa3 | 0489 | 489 | 0024 | 24 | 048940024 = 489+24

De salientar que, conforme referido previamente, foi igualmente implementada na folha de céalculo
desenvolvida, uma zona de “Contagem percentual de componentes”, que permite verificar qual a
componente que esta a afetar mais o resultado final, facilitando a otimizagdo do processo. Assim, neste
caso, verifica-se que as componentes que mais afetam o resultado sdo as medicdes de volume de
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solvente, que na solucdo de padrdo, quer na solugdo da amostra. De facto, os dispensadores, apesar de
bastante utilizados para medicdo de volumes aproximados em laboratdrios analiticos, ndo sdo
instrumentos com sensibilidade elevada, pelo que as medi¢cfes deles decorrentes estdo associadas a
fontes de incerteza.

Assim, verifica-se que a amostra Blow Rosa 3 apresenta na sua composi¢do uma percentagem de
49,8 % de MDPV, sendo que o resultado é declarado com uma incerteza expandida relativa de 2,4 %,
para um nivel de confianca de aproximadamente 95%.

3.2 IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS DE ABUSO

Neste trabalho foram analisadas 57 amostras diferentes resultantes de material apreendido em
Portugal. Esta analise permitiu a identificacdo de 26 substéncias psicoativas, incluindo substancias das
classes das catinonas e canabinoides sintéticos, anfetaminas e precursores, feniletilaminas e triptaminas,
alucinogénicos, e 5 outras substancias, das quais uma benzodiazepina e alguns dos mais frequentes
adulterantes de substancias de abuso. Os resultados obtidos para as diferentes amostras encontram-se
compilados no Anexo 6.158.

Quando o material apreendido chega ao laboratério para analise, é alvo de diferentes etapas de
analise, com o objetivo de responder as questdes colocadas, que por sua vez pretendem elucidar o
tribunal para que as diligéncias necessarias ocorram. Numa primeira fase, todas as amostras sdo
analisadas macroscopicamente, sendo alvo de pesagem e descrigdo, para registo e documentacdo. De
seguida, as abordagens divergem de acordo com a matriz em analise. Para as amostras que se encontram
na forma de po6, matriz herbal ou comprimido, a andlise inicia-se pela aplicacdo de testes
colorimétricos, com o intuito de apurar a classe de substancia que estara, a partida presente na amostra.
Segue-se uma analise por GC-MS para identificagdo ou confirmagéo dos resultados consequentes da
aplicacdo dos testes colorimétricos, sendo que o programa aplicado é selecionado de acordo com esses
resultados. Apds identificacdo, no caso de ser solicitada a quantificagdo da substancia presente no
material apreendido, e caso esta se encontre descrita na tabela do mapa anexo a Portaria n.° 94/96 [32],
que define os procedimentos de diagnostico e dos exames periciais necessarios a caracterizacdo do
estado de toxicodependéncia, uma nova por¢ado de amostra é enviada para anélise por GC-FID. No caso
de se tratar de uma amostra contendo cocaina é ainda feito um teste de forma a perceber em que forma
se encontra. Se se tratar de cocaina na forma de sal cloridrato, a substancia formara um precipitado
guando Ihe sdo adicionadas 3 gotas de HNOs e 3 gotas de KNOs. Se nenhum precipitado se formar, sdo
adicionadas a uma outra porc¢do 3 gotas de HNO; seguidas de 3 gotas de BaCl,, e caso se forme entdo
um precipitado, significa que a cocaina se encontra na forma de sulfato. Este teste € igualmente aplicado
para anfetaminas ou metanfetaminas, que na maioria dos casos se encontram sob a forma de sal
cloridrato.

Quando se tratam de amostras ha forma de microselos ou autocolantes, uma vez que o mais provavel
é conterem LSD, é feita uma extracdo e aplicacdo de TLC, conforme descrito na se¢do 2.4. A aplicacdo
desta técnica €, tal como os testes colorimétricos para as matrizes previamente citadas, uma etapa
preliminar e que ndo permite uma conclusdo final de resultados. Assim, em seguida, decorre uma analise
por GC-MS para identificacdo ou confirmacgdo dos resultados consequentes da aplica¢do da TLC, sendo
que o programa aplicado é selecionado de acordo com esses resultados. Se, mais uma vez, for necessario
proceder a quantificagdo das substancias identificadas, e as mesmas se encontrarem ao abrigo da
legislacdo citada (Portaria n.° 94/96), segue-se a analise por GC-FID.

As solugbes e outras amostras menos comuns na casuistica do LPC-PJ sdo analisadas de acordo
com a matriz, sendo variavel a abordagem.
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A identificacdo por GC-MS é feita pela andlise dos cromatogramas resultantes, verificando-se o R;
dos picos existentes, assim como dos espetros de massa, pela comparacao dos padrées de fragmentacéao
com a biblioteca de espetros disponivel. No entanto, esta técnica ndo permite a distingdo entre a maioria
dos isdmeros, a ndo ser que os padrdes de referéncia se encontrem disponiveis, 0 que muitas vezes nao
acontece. O grande desafio analitico da aplicacdo desta técnica para identificacdo de substancias
desconhecidas é precisamente a falta de padrbes de referéncia, nomeadamente no que respeita a analise
de NSP. A grande alternativa é a técnica de RMN, que da origem a espetros distintivos inclusivamente
quando se tratam de isdbmeros, permitindo determinar a estrutura da molécula sem a necessidade de um
padréo de referéncia. Assim, quando as substancias ndo sdo identificadas por GC-MS no a@mbito dos
trabalhos de rotina do LPC-PJ, uma porcdo de amostra é analisada por RMN, por forma a proceder a
sua identificag&o.

O presente trabalho envolveu a identificacdo de vérias substancias, nas mais diversas matrizes
(Anexo 6.158). As amostras que melhor ilustram a importancia da aplicacdo de diferentes metodologias
analiticas para concluir pela identificacdo de uma substancia em determinada amostra, séo discutidas
nesta secéo.

A primeira amostra selecionada (sec¢éo 3.2.1) diz respeito a uma matriz herbal que, na fase inicial de
avaliagdo macroscopica foi desde logo, e tendo por base a experiéncia dos analistas que laboram no
LPC-PJ, identificada como ndo sendo, muito provavelmente, um produto com origem na canabis. A
relacdo entre a experiéncia dos analistas do LPC-PJ e a utilizag8o de diferentes técnicas complementares,
com vista & confirmacgéo da identidade de determinada substancia, é comprovada como sendo fulcral na
analise de uma amostra de rotina.

De seguida, duas amostras foram selecionadas com o intuito de evidenciar que nem sempre as formas
mais comuns de difusdo de determinadas substancias sdo as encontradas, evidenciando que o mercado
das substancias de abuso tem evoluido, com o principal intuito de contornar a legislagéo e os meios de
combate e detecdo existentes. Na secdo 3.2.2 é descrita a identificacdo de LSD em solugdes etandlicas,
que contrasta com um exame de microselos, a forma mais comum de difusdo de LSD, onde ndo foi
identificado esse composto, mas sim uma NSP, 0 251-NBOH.

A amostra descrita na se¢do 3.2.3 pretende mais uma vez evidenciar a importancia das técnicas de
confirmagdo na identificacdo de substancias. Os resultados colorimétricos preliminares aplicados a esta
amostra, sob a forma de po, pareciam indicar a presenga de cocaina, no entanto, os resultados de GC-MS
indicaram a presenca de uma catinona sintética, cujo padrao de fragmentacdo seria semelhante ao padrao
de uma ‘nova’ catinona sintética previamente identificada, no ambito da colaboragdo do LPC-PJ com a
FCUL, garantido a disponibilizagdo de um novo padréo de referéncia.

A seguinte amostra diz respeito a identificacdo de um pré-pré-precursor da classe das anfetaminas
(ver secdo 3.2.4), identificado por GC-MS com uma correspondéncia de apenas 56% decorrente da
comparagdo do R; e padréo de fragmentacdo, mas que posteriormente foi confirmada pela aplicacéo da
técnica de RMN, e evidenciando novamente a importancia da complementagdo de técnicas analiticas.

Por altimo, foi descrita na se¢do 3.2.5 uma das amostras menos comuns da casuistica do LPC-PJ,
mas que permitiu chegar a conclusfes que permitiram o auxilio dos tribunais, nomeadamente pela
aplicagdo da toxicologia & tematica forense.

3.2.1 CANABINOIDES SINTETICOS — MATRIZES HERBAIS

Os produtos com origem na canabis continuam a corresponder a maioria do material apreendido em
Portugal, representando mais de metade do total de apreensfes na casuista do LPC-PJ. No entanto, nem
sempre o principio ativo presente nas matrizes herbais é o THC, composto responsavel pela maioria dos
efeitos da canabis. Por vezes, as substancias presentes neste tipo de material sdo os canabindides
sintéticos, desenvolvidos com o objetivo de mimetizar os efeitos do THC, atuando como agonistas
sintéticos dos recetores de canabinoides (CB1 e CB2). Os canabinoides sintéticos sao a maior classe de
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NSP monitorizada pelo EMCDDA, sendo comercializados como substitutos legais da canabis e
vendidos como “misturas herbaceas para fumar” [12].

Assim, um dos exames analisados no decurso do trabalho dizia respeito a uma amostra na forma de
matriz herbal, chegando ao LPC-PJ para analise com a suspeita de se tratar de canabis (Amostra 3 dos
Anexo 6.103 e Anexo 6.158). Ap0s analise primaria macroscdpica apurou-se que, muito provavelmente,
ndo seria proveniente da planta de canabis tradicionalmente apreendida, pelo que foi em seguida enviada
para andlise por GC-MS. A anélise por GC-MS identificou dois compostos maioritarios, com R; 6,5 e
29,8 minutos, com picos base de razdo m/z 232.2 e 233.2, respetivamente. O cromatograma e respetivos
espetros de massa correspondentes aos dois compostos maioritarios identificados encontram-se em
anexo (Anexo 6.104 a Anexo 6.106). Os padrdes de fragmentacdo foram comparados com a biblioteca
de espetros do equipamento, evidenciando uma correspondéncia de 95 e 99% com os canabindides
sintéticos 5F-PB22 (R: 6,5 minutos) e 5F-AKB48 (R: 29,8 minutos), respetivamente (biblioteca
SWGDRUG).

Para confirmacéo dos resultados indicados pela analise por GC-MS, foi retirada uma toma de 1,235 g
do material de exame, para analise por RMN no laboratério da FCUL. Uma vez que se tratava de uma
possivel mistura de canabinoides sintéticos, dificeis de identificar por RMN em mistura, foi necessario
proceder & sua purificacdo, por cromatografia em coluna a partir do extrato metandlico da matriz herbal
(conforme secgdo 2.4). Os compostos purificados foram de seguida analisados por RMN em CDCls e
MeOD (espetros em anexo, Anexo 6.107 ao Anexo 6.126). A determinagdo das estruturas dos
compostos apresentadas na Figura 3.13 e a sua caracterizagdo apresentada na Tabela 3.21, baseou-se
na interpretacdo dos espetros 1D (RMN *H e C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC), e por comparagao
com os dados existentes na literatura para o 5F-PB22 e 5F-AKB48 [113]-[115]. Estes resultados
permitiram confirmar a identificagdo previamente realizada por GC-MS, e obter compostos puros que
poderdo servir de padrdes qualitativos nas analises de rotina no LPC-PJ.

Figura 3.13 - Estruturas dos canabindides sintéticos 5F-PB22 (A) e 5F-AKB48 (B), identificados em material apreendido
em Portugal.
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Tabela 3.21 - Caracterizagdo por RMN 'H e 3C em CDCI3 e MeOD dos canabingides sintéticos 5F-PB22 e 5F-AKB48,
identificado a partir da anélise de material apreendido em Portugal.

5F-PB22 (A) 5F-AKB48 (B)
CDCly MeOD CDCls MeOD
Posicdo | . 5 6H,m,J 13 H,m,J Posicao | ., 8H,m,J 13 8H, m,J
s (H2) RS (H2) S (H2) S (Hz)
1| 16322 ; 165,14 - 1| 161,97 ; 163,99 -
2 | 13541 818,1H,s | 137,67 8,35, 1H, s 2 | 138,05 ; 138,78 .
3 | 106,00 ; 106,40 - 3| 122,76 ; 12371 .
3a | 12729 - 128,56 - 4| 12310 8,40,1H.d, | 15399 8,19, 1H.d,
8,2 8,2
4| 12216 83L1H.d, | 45) 38 b il 5 | 122,33 727,1H,m | 123559 V28 Al
72 8.0 75
5| 122,04 733.1H.m | 12311 ;25 1,1, 6 | 126,58 741, 1H,m | 127,90 ;"7"3' I, t,
122,09 7,32, 1H, 1, 7,60, 1H, d,
6| 12208 | 7301Hm | 12403 ” 7 | 108,95 740,1H,m | 110,02 o
7 | 100,04 742 1Hm | 111,67 7,59, 1H, m 8 | 140,79 ; 142,39 -
7a | 136,66 : 138,27 . 1 | 5181 ; 53,07 -
2 | 15056 892, 1H,dd | 15144 8,84, 1H, dd 2 | a181 223 6H,s | 42,66 2.20, 6H, s
30 | 12157 743 1Hm | 123,08 7,58, 1H, m 30 | 29,49 2,16,3H, brs | 30,99 2,12, 3H, brs
4| 136,04 g,gl, 1H.d | 43815 2’33' 1H.d, + | 3640 179,6H,m | 37.48 1,78, 6H, s
4,47, 2H,1,
ta | 12957 ; 131,22 - 17 | 48,99 441,2H,m | 50,01 6.9
) 776, 1H, d, 7,90, 1H, d, | 2087
50| 12561 o 127,03 L o | B8 uTnaHm | 3047 1,97, 2H, m
31,02
6 | 126,31 759 1H.m | 127,78 7,68, 1H, m 37 | 2033 2,00,3H,m | JaciegHz | 169,2H,m
, ., | 22,62 23,67
7 | 122,06 764 1H,m | 123,69 7,65, 1H, m g | 2202 1aT2Hm | dgsowe | LALZH.m
, ., | 8371 445, 2H, dt, 84,63 4,38, 2H, dt,
8 147,57 - 148v46 - 5 Jcr=164,7Hz 45’1' 519 Jcr=163,9Hz 47,6, 5,9
8'a | 141,89 - 142,77 .
4,37,2H,m
17| 47,04 4.24,2H,t, | 4786
71
2 | 20,62 200,2H,m | 30,80 2,00, 2H, m
., | 2287 2377
37| JgssoHz | 13 2H.m Jo=52Hz | 190 2H.m
,, | 29,95 31,14
o | B usoHm | Skeene | 175, 2Hm
.| 8367 4.46,2H dt, | 85,66 4,43, 2H, dt,
37| se=1650H2 | 59.3: 5,9 Je=164,0Hz | 47,9; 6,0

Conforme comprovado, apesar de o THC ser o constituinte que maioritariamente se encontra em
matrizes herbais resultantes de material apreendido em Portugal, tal nem sempre se verifica, podendo
estar presentes outras substancias como os canabinéides sintéticos.

O 5F-PB22 e 5F-AKB48 sdo canabinodides sintéticos, produzidos com o intuito de mimetizar os

efeitos do THC, a principal substancia responsavel pelos efeitos da candbis, enquanto agonistas
sintéticos dos recetores canabindides CBle CB2 [12]. O 5F-PB22 foi reportado pela primeira vez em
2013, sendo muitas vezes vendido em mistura com produtos vegetais, para melhor e maior
disseminagdo [116]. O canabindide sintético 5F-AKB48, também designado de 5F-APINACA, é um
analogo fluorado no carbono terminal da cadeira lateral do grupo pirrole do canabindide sintético
AKB48 (ou APINACA), foi um dos cinco canabindides sintéticos mais apreendido em 2016 [117].
Nenhuma destas substancias se encontra descriminada nas tabelas anexas da legislacdo portuguesa
que diz respeito a lei de combate & droga [20]. No entanto, 0 5F-AKB48 encontra-se descrito na lista Il
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da Convencdo das NagOes Unidas sobre as Substancias Psicotropicas, de 1971 [23], pelo que, este
canabindide sintético encontra-se sujeito a controlo ao abrigo do Artigo 3.° do Decreto-Lei n.° 15/93,
citado, que refere que estdo sujeitas a controlo as “(...) plantas, substancias e preparagdes referidas nas
convengdes relativas a estupefacientes ou substincias psicotropicas (...)”. O 5F-PB-22, apesar de nao
discriminado nas Convencdes referentes a tematica das substancias de abuso, é considerado de elevado
risco para a saude publica, tendo sido recomendada a sua adi¢cdo a mesma lista (Il da Convengdo sobre
as Substancias Psicotropicas), pela Unido Europeia, no inicio do presente ano [118], pelo que é uma
NSP monitorizada pelo EMCDDA [6].

E de salientar que ambos os canabindides sintéticos se encontram mencionados na Proposta de Lei
n. 143/XI111/3.2 [119], que pretende publicar a vigésima terceira alteracdo a Lei de Combate a Droga
[20], transpondo a Diretiva (EU) 2017/2103 [6], como estando em falta na legislagéo nacional das novas
substancias indicadas pela Comissdo dos Estupefacientes das Na¢des Unidas entre 2015 e 2018. Isto
evidencia o risco que lhes est4 associado, existindo um alerta para estas substancias ndo sé a nivel
nacional, mas também a nivel internacional.

Ja 0 THC, apesar de igualmente descrito na lista Il da Convencdo das Nacdes Unidas sobre as
Substancias Psicotropicas, de 1971 [23], encontra-se também sujeito a controlo ao abrigo do Decreto-Lei
n.° 15/93, de 22 de Janeiro, estando inserido na Tabela 11-B desse diploma [20].

Neste sentido, apesar de um dos compostos identificados, 0 5F-AKB48, estar sujeito a controlo
nacional, a distin¢do entre a presenca de canabindides sintéticos e THC torna-se importante, na medida
em que a pena associada a cada uma das substancias é diferente.

3.2.2 LSD — O cOMPOSTO OPIOIDE MAIS COMUM

O LSD (dietilamida do acido lisérgico) (Figura 3.14) é uma potente droga psicoativa, sendo o0
alucinogénio semi-sintético mais conhecido e tendo sido sintetizada em 1938 por Albert Hoffman. Esta
substancia ndo ocorre na natureza, no entanto, o LSA (amida do acido lisérgico), um analogo préximo
é encontrado nas sementes de diferentes plantas, podendo ser extraida facilmente [120], [121]. O uso
recreativo tornou-se popular entre os anos 1960 e 1980, mas agora é menos comum. De facto, de uma
perspetiva geral, 0s niveis de prevaléncia do consumo de LSD na Europa mantém-se baixos e estaveis
[12], [122].

HN
COSsY

Figura 3.14 - Estrutura do composto LSD, identificado em solugdes etandlicas de material apreendido em Portugal.

A forma mais comum de difusdo desta substancia é sob a forma de microselos, isto é, pequenos
guadrados de papel embebidos em solugdes do composto [122]. No entanto, conforme comprovado no
decorrer deste trabalho, tal evidéncia ndo é assim t&o linear. Neste capitulo é descrita a identificagdo de
LSD em solugdes etandlicas (Amostras 7-10 dos Anexo 6.103 e Anexo 6.158), que contrasta com um
exame de microselos onde ndo foi identificado esse composto, mas sim uma NSP, o 25I-NBOH
(Amostra 41 dos Anexo 6.103 e Anexo 6.158).
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O primeiro exame dizia respeito a 4 solu¢des que chegaram ao LPC-PJ para anélise em frascos de
vidro (Amostras 7-10). Numa primeira fase as amostras foram analisadas por TLC, sendo que 0s
resultados indicaram que muito provavelmente as solugdes continham LSD (R: semelhante ao padréo
aplicado). No entanto, uma vez que existia a suspeita de se tratarem de amostras contendo um derivado
deste composto, com um grupo alquilo no atomo de azoto do grupo pirrole (Figura 3.14), as solucGes
foram analisadas por RMN, conforme descrito na se¢do 2.4. Os resultados indicaram tratar-se de 4
solugBes com a mesma constituicdo, sendo o composto maioritario o etanol, concluindo-se que se
tratavam de solucBes etandlicas com a mesma composicdo (Figura 3.15). Foram desde logo
identificados sinais minoritarios compativeis com a presenca de LSD ou derivados.
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Figura 3.15 - Andlise RMN 'H em DMSO-ds das 4 solugdes etandlicas, verificando-se os sinais compativeis com a
presenca maioritaria de etanol, e comprovando-se a similaridade das solucdes.
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As amostras foram evaporadas a secura, para que o composto presente ficasse mais concentrado,
permitindo uma analise melhorada por RMN. Os resultados de RMN tH, COSY e HSQC (Anexo 6.127
a Anexo 6.129) permitiram identificar o LSD, misturado com outras substancias ndo identificadas, nas
amostras analisadas. A confirmacdo de que ndo se tratava de um derivado do LSD na amina citada, foi
verificada pela anélise do espetro de COSY, que permitiu verificar uma correlacdo entre o protéo de
amina (NH - 10.72 ppm) e o protdo imediatamente adjacente (CH - 7.06 ppm), conforme identificado
na Figura 3.14.

Neste caso em apreco era muito importante a distingdo entre o LSD e um dos seus derivados, na
medida em que, apesar de o LSD se encontrar sujeito a controlo ao abrigo do Decreto-Lei n.° 15/93, por
se encontrar descrito na Tabela 11-A desse diploma, podendo a sua apreensdo dar origem a consequéncias
juridicas, os seus derivados ndo estdo. Assim, as técnicas analiticas aplicadas permitiram auxiliar o
tribunal, na medida em que permitiram concluir que a substancia presente nas solucfes etanolicas em
analise seria 0 LSD.

O segundo exame, que dizia respeito a uma amostra de microselos, foi analisada numa primeira fase
no LPC-PJ (Amostra 41 dos Anexo 6.103 e Anexo 6.158), de acordo com o procedimento tipicamente
utilizado para este tipo de amostra, uma vez que é grande a probabilidade de se tratar de LSD ser elevada
(ver secdo 2.4).

Os resultados da analise por TLC ndo se revelaram positivos pela comparagdo com o padréo de LSD
aplicado, e apo6s revelacdo a luz UV e com recurso a solucdo reveladora utilizada. Assim, o extrato foi
enviado para anélise por GC-MS. Os resultados indicaram a presenca de 3 compostos maioritarios que,
de acordo com o espetro de massa, poderiam corresponder aos compostos 2C-H (R; 11,04 min), 2C-C
(Rt 12,92 min) e 2C-1 (Rt 14,83 min), conforme Anexo 6.130 e Anexo 6.133. No entanto, esta analise
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carecia de confirmag&o e, uma vez tratarem-se de compostos que podem ser utilizados como precursores
de algumas substancias de abuso ilicitas, 0 composto presente na amostra poderia ser outro, que se
poderia ter decomposto no decorrer da analise por GC-MS ou no processo de extragdo dos microselos,
dando origem a estes trés compostos. Deste modo, uma segunda amostra foi preparada extraindo
diretamente 3 microselos com MeOD. Ambas as amostras foram analisadas por RMN.

Os resultados de RMN permitiram concluir que os sinais seriam compativeis com a presenca de um
composto maioritério, identificado como sendo o 25I-NBOH (Figura 3.16 e Tabela 3.22), tendo a
respetiva caracterizacéo sido baseada na interpretacdo dos espetros 1D (RMN *H e **C) e 2D (COSY,
HSQC e HMBC).

Uma vez que os dados existentes na literatura para caracterizacdo deste composto por RMN sdo em
DMSO-ds, foi ainda feita caracterizacdo do mesmo extrato em DMSO-dg, conforme Figura 3.16 e
Tabela 3.22. Os espetros encontram-se disponiveis nos Anexo 6.134 a Anexo 6.143. Os resultados em
DMSO-ds foram entdo comparados com os dados disponiveis na literatura, concluindo-se que o
composto maioritario presente nesta amostra seria 0 25|-NBOH.

5

5
O\ 5a
CH,
Figura 3.16 - Estrutura do composto 251-NBOH, identificado a partir em microselos, material apreendido em Portugal.

Tabela 3.22 - Caracterizagdo por RMN *H e °C em dois solventes diferentes, do composto 251-NBOH identificado a
partir em microselos, material apreendido em Portugal.

| meoD DMSO-ds
Posicéo
8 15C 8 1H, m, J (H2) 8 15C 8 1H, m, J (H2)
1| 128,10 - 127,01 -
2 | 153,55 - | 151,890 -
2a | 56,57 3,77,3H, s | 56,19¢ 3,73,3H, s
3| 122,92 7,32, 1H, s | 121,37 7,31 1H, s
4 | 84,41 - | 8370 -
5 | 154,22 - | 152,002 -
5a | 57,45 3,80, 3H, s | 56,82¢ 3,76, 3H, s
6 | 114,81 6,82, 1H, s | 11536 6,89, 1H, s
7 | 29,37 294,2H,t,74 | | 2739 2,87,2H,1,7,5
8 | 4821 3,10,2H,t,7,4 | | 46,39 2,98, 2H,t, 7,4
9 | 49,30 4,10, 2H, s | 46,39 4,02, 2H, s
1’ a a | 1196 -
20| 157,78 - | 156,39 -
3’| 116,33 6,84,1H,d, 70 | | 11381 6,88, 1H, d, 5,5
47 | 131,48 722,1H,t,67 | | 129,88 7,19, 1H, 1, 7,2
52 | 120,70 6,86, 1H,t,47 | | 11894 6,81, 1H,t,7,3
6’ | 131,91 721,1H,d,70 | | 130,88 7,28,1H,d,7,5

a Carbono néo se encontra visivel no espetro.
b N#o é possivel a atribuicéo destes carbonos, uma vez que as correlacdes sdo semelhantes entre ambos.
¢ Estes sinais poderdo estar trocados, caso os carbonos identificados com 2 também estejam.

O 25I-NBOH esta entre as mais recentes NSP a emergir no mercado ilicito de substancias de abuso,
pertencendo a classe dos derivados das fenetilaminas. Esta substancia faz parte da série NBOH, que é
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considerada como um novo ramo da familia das fenetilaminas psicadélicas substituidas no anel por dois
grupos metoxilo (2,5-dimetoxilo), reconhecidas por 2C. A série NBOH representa compostos
estruturalmente semelhantes aos da série NBOMe, que sdo amplamente conhecidos e controlados,
porguanto os casos de intoxicacdo descritos, tendo inclusivamente originado mortes [123]. A Figura
3.17 permite verificar as diferencas existentes entre as diferentes séries de fenetilaminas, com uma
substituicdo de um atomo de lodo (1) na posi¢do 4 do anel aromatico, conforme se constatou no
composto previamente identificado.

HsC-. HaC
0 "o ’ 0 H
NH, N N
OH
ON
I | CH3 I
O. o. N
CH3 CH3 CH3
2C-1 251-NBOMe 251-NBOH

Figura 3.17 - Estrutura de trés compostos da classe das fenetilaminas substituidas no anel aromético por dois grupos
metoxilo, e uma substituicdo na posi¢ao 4 porum atomo de I, integrantes de diferentes séries.

A identificacdo das substancias da série NBOH nédo deve ser suportada apenas por andlises de
GC-MS, uma vez que a maioria dos compostos desta série representam moléculas termolabeis que, no
decorrer desta analise, se degradam frequentemente em substancias da familia 2C [123]. De facto, foi o
que aconteceu no decorrer da analise por GC-MS da amostra em estudo (Amostra 41 dos Anexo 6.103
e Anexo 6.158), sendo que os resultados obtidos sugeriam a presenca de trés compostos dessa familia,
2C-H, 2C-Ce 2C-I. Assim, apenas depois da analise por RMN, e pela comparagéo dos resultados obtidos
com os dados existentes na literatura, foi possivel concluir pela presenga do composto 25I-NBOH.

A distincdo entre substancias destas series de fenetilaminas € crucial para as conclusdes juridicas que
terdo lugar no decorrer das analises, na medida em que apesar de os compostos 2C-I e 25I-NBOMe
serem abrangidos pelas disposi¢des de direito penal nacional e internacional aplicaveis ao trafico ilicito
de drogas [6], [20], 0 251-NBOH néo é abrangido.

3.2.3 CATINONAS SINTETICAS — A IMPORTANCIA DAS TECNICAS
DE CONFIRMACAO

As catinonas sintéticas sdo uma das mais comuns classes de NSP estando quimicamente relacionadas
com a catinona, um estimulante psicoativo que ocorre naturalmente na planta Khat (Catha edulis) [12].
Uma das catinonas sintéticas que primeiro surgiu em Portugal, nomeadamente na ilha da Madeira, foi a
mefedrona, que seria conhecida como “Bloom”. No entanto, e de facto esse € um dos grandes riscos
associados as NSP, nem sempre um produto com a mesma designacdo tem a mesma composi¢do
quimica. Tal é comprovado pela analise feita a uma das amostras que chegou ao LPC-PJ para analise,
proveniente dessa ilha, e com a suspeita de se tratar de “Bloom” (Amostra 40 dos Anexo 6.103 e Anexo
6.158).

Como recorrente, e uma vez que a amostra se encontrava sob a forma de p6 (cristais acastanhados),
0s primeiros testes aplicados foram os colorimétricos. Existindo suspeita de NSP, foram aplicados os
testes de Marquis e Scott, sendo que quando aplicado o primeiro teste, o resultado foi negativo (sem
reacdo), e o segundo teste originou uma coloracdo azul clara (turquesa). Quando o teste de Scott da
origem a esta coloragdo, o resultado é, muito provavelmente, positivo para a presenca de cocaina. De
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facto, a coloracdo de um resultado positivo para cocaina € muito caracteristica, resultando num azul
turquesa distinguivel, na maioria das vezes, dos restantes tons de azul pelos analistas do LPC-PJ.

No entanto, os testes colorimétricos sdo apenas testes de screening, isto &, testes presuntivos
utilizados apenas para iniciar o processo de andlise, fornecendo apenas dados preliminares sobre a
presenca de um dado composto, ndo sendo confirmativos. Na realidade, a analise macroscdpica a
amostra em apreco, ndo sugeria que se tratasse de cocaina, na medida em que, habitualmente, este
produto se encontra na forma de pd branco/bege. Os cristais de consideravel tamanho e coloragdo
acastanhada ndo sugeriam a presenca de cocaina.

Neste sentido, a amostra foi analisada por GC-MS, conforme explanado na segéo 2.4. Como previsto,
e apesar da coloragdo azul-turguesa que sugeria a presenca de cocaina, os resultados da analise por GC-
MS confirmaram a presenca de um composto maioritario de R; 14.23 minutos e um espetro de massa
compativel com a presenca da catinona sintética, a-PHP (Figura 3.18), na medida em que o padrao de
fragmentacdo era semelhante ao desta substancia. Os resultados desta anélise encontram-se em anexo

(Anexo 6.144 e Anexo 6.145).
O
{0

CH;
Figura 3.18 - Estrutura da catinona a-PHP, identificado num invélucro de “Bloom”, material apreendido em Portugal.

N&o foi necessaria uma analise por RMN, uma vez que a substancia foi desde logo identificada por
comparagdo com a biblioteca de espetros disponivel no equipamento de GC-MS. De facto, uma das
razdes pela qual ndo foi necessario confirmar os resultados previamente obtidos, nomeadamente pela
utilizagdo da técnica de RMN para a identificacdo da catinona sintética o-PHP, esta relacionada com a
existéncia de um padrdo de referéncia desta substancia, obtido no &mbito dos trabalhos de colaboragédo
entre 0 LPC-PJ e a FCUL. A existéncia deste padrdo permitiu uma correspondéncia elevada entre o0s
padrdes de fragmentacdo da amostra e do padréo de referéncia ja disponivel, bem como pela semelhanca
de tempos de retencdo. Esta aqui evidenciada a importancia da obtengdo de padrdes, nomeadamente de
NSP, por via sintética ou purificacdo de amostras decorrentes de material apreendido.

A cocaina é uma substancia produzida a partir das folhas de coca, uma planta cultivada
principalmente na Bolivia, Colémbia e no Peru, da categoria das drogas estimulantes, sendo uma das
principais drogas ilicitas derivadas de plantas [12]. Todas as formas desta substancia encontram-se
descritas na Tabela I-B da legislacdo aplicavel ao trafico e consumo de estupefacientes e substancias
psicotrdpicas (Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de Janeiro [20]), pelo que é uma substancia controlada. De
facto, a cocaina é uma droga, ao abrigo da Diretiva (UE) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do
Conselho [6], na medida em que se encontra descrita na lista de estupefacientes incluidos no Quadro |
da Convencao Unica das Nagées Unidas sobre os Estupefacientes, de 1961, alterada pelo Protocolo de
1972 [22]. No que respeita a catinona sintética a-PHP, apesar de ndo se encontrar na lista publicada pela
Portaria n.° 154/2013 [34], no ambito do Decreto-Lei n.° 54/2013 [33] proibe a producdo, exportacéo,
propaganda, distribui¢do, venda ou dispensa das NSP, ela € considerada um derivado da catinona
sintética a-PVP ja descrita nessa mesma legislacao, pelo que esta sustancia é controlada ao abrigo do
artigo 3°. desse diploma. Assim, a sua apreensdo origina uma sanc¢do, em termos de contraordenacao,
sendo diferente da posse de cocaina, que, por ser uma droga controlada, podera conduzir a uma pena de
priséo.
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3.2.4 PRECURSORES — UM PROBLEMA EM ASCENSAO

Os precursores sdo substancias quimicas essenciais a producéo, legitima ou ilegitima, de produtos
como medicamentos, perfumes ou cosméticos, ou de drogas como anfetaminas, heroina ou cocaina,
respetivamente. A sua disponibilidade tem um grande impacto no mercado das drogas sintéticas, na
medida em que os seus produtores tentam a utilizacdo de novas técnicas de produgdo com vista a
contornar 0s mecanismos de controlo existentes [59]. Na EU, a intercecdo de substancias controladas e
ndo controladas como precursores para a producédo de drogas ilicitas estd especialmente relacionada com
o fabrico de anfetaminas [60]. No decorrer deste trabalho, chegaram ao LPC-PJ diversas amostras que,
conforme posteriormente comprovado, se tratavam de substancias que sdo habitualmente utilizadas
como precursores de substancias ilicitas, como as anfetaminas.

Uma dessas amostras chegou ao LPC-PJ sob a forma de p6 que possuia na etiqueta a informacgéo de
que continha “Sulfato de Bario” na sua composi¢do (Amostra 53 dos Anexo 6.103 e Anexo 6.158). Os
testes colorimétricos aplicados (teste de Marquis e Scott) ndo se revelaram conclusivos (ndo se
revelaram positivos para qualquer substancia) e os resultados GC-MS indicavam a presenca de um
composto minoritério (R; de 5.9 minutos), cujo padrédo de fragmentacéo seria semelhante ao do precursor
BMK (fenilacetona), e um composto maioritario (R:de 9.5 minutos), cujo padrdo de fragmentagdo
sugeria tratar-se do composto 1-metoxi-2-fenil-1,3-butanodiona, por comparacdo com a biblioteca de
espetros disponivel, mas apenas com um grau de correspondéncia de 56% (biblioteca de espetros Wiley)
(Anexo 6.146 a Anexo 6.148).

Uma vez que os resultados decorrentes da analise por GC-MS indicavam a presenca provavel de
precursores, e persistindo a hipotese de os mesmos se terem formado a partir da fragmentacdo de uma
outra molécula no decorrer da anélise, uma porcéo de amostra foi analisada e caracterizada por RMN
em DMSO-ds. Os resultados indicaram a presenca de um composto maioritario, sendo que 0s sinais
seriam compativeis com a presenca de 2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo, conforme Figura 3.19 e
Tabela 3.23, tendo a respetiva caracterizacéo sido baseada na interpretacdo dos espetros 1D (RMN H
e 13C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC), em concomitancia com os resultados das analises de GC-MS,
FTIR e MS (ESI+) complementares realizadas. Os resultados encontram-se em anexo (Anexo 6.149 a
Anexo 6.155).

Figura 3.19 - Estrutura do composto 2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo, identificado a partir da analise de material
apreendido em Portugal.

Tabela 3.23 - Caracterizagdo por RMN 'H e 3C em DMSO-ds, do composto butirato de metil-3-oxo-fenilo.

. .| DMSO-ds
Posicao
d 13C 8 H, m, J (Hz)
1| 201,93 -
la | 29,04 2,13,3H,s
2 | 63,94 5,16, 1H, s
3 | 169,05 =
I’ | 133,10 -
276> | 129,48 7,33,2H, m
375’ | 128,61 7,38,2H, m
4’ | 127,94 7,34, 1H, m
1’| 52,32 3,66, 3H, s
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O composto identificado, butirato de metil-3-oxo-2-fenilo (1-metoxi-2-fenil-1,3-butanodiona), € um
pré-pré-precursor das anfetaminas e metanfetaminas, nomeadamente funcionando como precursor do
BMK que, por sua vez, é o mais frequente precursor utilizado na sintese das anfetaminas. O BMK é
controlado desde 2004 [124], no entanto, tal como acontece para as NSP, também o mercado de
precursores, principalmente no que respeita a producdo de anfetaminas, estd em constante evolucéo,
originando a introducdo de novos quimicos ndo controlados [12]. Assim, este precursor tem j& varios
precursores conhecidos, como 0 APAAN, APAA ou o composto aqui identificado, butirato de metil-3-
oxo-2-fenilo (ver secdo 1.3 e Figura 1.4).

Apesar de o BMK ser controlado, estando inclusivamente descrito na tabela | da Convengéo das
Nacdes Unidas contra o Tréafico llicito de Estupefacientes e Substancias Psicotropicas de 1988, muitos
dos seus precursores ndo estdo ainda sob controlo. Assim, ainda que a identificacdo deste composto néo
dé origem a consequéncias juridicas, porquanto o mesmo ndo ser alvo de controlo legal, ela é muito
importante nomeadamente para auxiliar os mecanismos de controlo e avaliagdo de risco, com vista a
eventual alteracdo das tabelas, incluindo pré-pré-precursores que vdo sendo identificados em material
apreendido.

E ainda de salientar que o composto identificado por RMN, foi inicialmente identificado pela
aplicagdo da técnica de GC-MS, ainda que com uma correspondéncia de apenas 56% decorrente da
comparagéo do R; e padréo de fragmentacéo. Isto evidencia que apesar de por vezes a correspondéncia
decorrente da comparacdo dos resultados de GC-MS da amostra com a biblioteca de espetros existente
no equipamento ndo ser consideravelmente elevada, ndo significa que o resultado ndo se encontre
correto, pelo que estd mais uma vez comprovada a importancia da complementacdo de técnicas
analiticas.

3.2.5 OUTROS TOXICOS — EXAMES MENOS COMUNS NA CASUISTA
Do LPC/PJ

Apesar de muito pouco comuns na casuista do LPC-PJ, por vezes chegam ao laboratério exames sob
a forma de produtos alimentares ou mesmo animais mortos, com suspeitas de conterem substancias
toxicas.

Um dos exames analisado neste sentido seria uma amostra de vinho (Amostra 42 dos Anexo 6.103
e Anexo 6.158), com suspeitas de conter na sua constitui¢do alguma substancia tdxica, nomeadamente
depressivos. Conforme referido (segéo 2.4), os exames menos comuns sdo analisados de acordo com a
matriz em que se encontram pelo que, neste caso, foi feita uma extracdo com CHCls, ap6s basificacdo
com NaOH e posterior separacdo de fases. Apds evaporagdo a secura, o extrato foi analisado por
GC-MS.

Os resultados indicaram a presenga de um composto maioritario, (Figura 3.20), com R; 13.9 minutos,
e um espetro de massa compativel com a presenca do composto lorazepam, por compara¢ao com a
biblioteca de espetros disponivel. Os resultados desta analise encontram-se em anexo (Anexo 6.156 e
Anexo 6.157).
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Figura 3.20 - Estrutura molecular do composto lorazepam, uma benzodiazepina identificada a partir da anélise de
material apreendido em Portugal.
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O lorazepam é um depressor do SNC pertencente a classe das benzodiazepinas, € 0 seu consumo esta
associado a sintomas como relaxacdo muscular, sedacdo e tranquilizante. Apesar de ndo ser uma
substancia controlada do ponto de vista legal, € um medicamento sujeito a receita médica que apenas
deve ser tomado sob vigilancia médica ou farmacéutica.

Ainda assim, a identificacdo desta substancia pode dar origem a consequéncias penais, na medida
em que foi identificada numa amostra de vinho para consumo de diferentes trabalhadores de uma
entidade empregadora, podendo ter sido colocado com inten¢Ges de reduzir o rendimento de trabalho
dos mesmos. Deste modo, as conclusBes possibilitaram o auxilio dos tribunais, nomeadamente pela
aplicacdo da toxicologia a temética forense.
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4  CONCLUSAO

A identificacdo e quantificacdo de NSP é um tema de grande relevancia, na medida em que a sua
crescente difusdo associada ao aparecimento de novas moléculas, dificulta o trabalho das entidades que
procedem a sua analise, ndo permitindo muitas vezes uma resposta téo rapida quanto desejavel. Nesse
sentido, foi desenvolvida e validada uma metodologia para quantificacdo de 3 catinonas sintéticas por
GC-FID, a mefedrona, metilona e 0 MDPV, com vista a sua aplicagdo nos trabalhos de rotina do LPC-PJ.

O método em desenvolvimento teve por base a metodologia analitica de GC-FID ja existente no
LPC-PJ para a quantificacdo de anfetaminas e metanfetaminas, por serem substancias com estrutura
semelhante a das catinonas sintéticas. Fez assim sentido a manutencdo desta técnica aquando da
implementacédo da quantificacdo de catinonas sintéticas, ndo alterando a rotina do laboratorio, trazendo
mais-valias e devendo ser igualmente eficaz. A correta validacdo de metodologias analiticas € muito
importante, especialmente no ambito da tematica da toxicologia forense, na medida em que falsos
resultados analiticos podem levar & condenagdo de um inocente ou a libertagdo de um culpado. A
validacdo de uma metodologia deve entdo englobar a definicdo de um procedimento analitico,
demonstrando que 0 mesmo possui recursos consistentes e adequados para atingir 0s objetivos a que se
propde. Neste trabalho, a validacdo da metodologia em desenvolvimento englobou duas fases de
extrema importancia: a calibracdo do método e a estimativa da incerteza associada ao resultado. Para
tal, sintetizou-se a metilona (com um rendimento global de 42%), e caracterizaram-se as 3 catinonas em
estudo por diversas técnicas analiticas (GC-MS, GC-FID, RMN), tendo-se determinado que
apresentavam uma pureza superior a 98 %. A avaliagdo da estabilidade dos compostos em solugdo
demonstrou que estes sofrem decomposi¢do quando a solugdo é armazenada a temperatura ambiente
(21 °C) e que, quando armazenadas no frigorifico (10 °C), a decomposicdo dos compostos é
praticamente nula no tempo estudado. Assim, apesar de ser possivel evitar uma decomposi¢do
consideravel dos compostos pela conservacéo das solugdes a 10 °C, é aconselhavel que as mesmas sejam
preparadas imediatamente antes da inje¢do no equipamento analitico, de modo a garantir o rigor dos
resultados.

As analises de GC-MS e GC-FID de 21 padrdes de catinonas sintéticas (metcatinona, bufedrona,
pentedrona, metedrona, 3,4-DMMC, DMC, DMB, DMP, etcatinona, NEB, NEP, 4-MEC,
amfepramona, DEB, DEP, 4Me-amfepramona, a-PPP, o-PBP, a-PVP, MPPP, MDPBP) e de 5 outras
substancias (anfetamina, metanfetamina, MDMA, cafeina, lidocaina), efetuadas com vista ao estudo da
seletividade do método, demonstraram que apenas as catinonas NEB, a-PBP, MPPP e a-PVP poderiam
ser interferentes na metodologia de quantificacdo. Deste modo, verificou-se que, para as substancias
estudadas e para a metodologia de GC-FID implementada, a mefedrona tem como interferente a catinona
NEB, a metilona os compostos a-PBP, MPPP e a-PVP, e 0 MDPV nédo tem interferentes. Isto significa
que a metodologia apenas poderéa ser aplicada na auséncia destes interferentes.

As andlises de GC-FID das 5 solucdes padréo testadas (0,02 mg/mL-5,0 mg/mL) permitiram verificar
que o método apenas € linear na gama de trabalho entre 0,02 mg/mL e 3,75 g/mL, para um intervalo de
confianga de 99%. Depois de verificada a linearidade, com vista & reducéo da carga de trabalho, bem
como economizar recursos e tempo, foi implementada uma calibracdo do tipo monoponto, sendo que a
solucéo padréo a utilizar para quantificar o analito, foi selecionada de acordo com o sinal de resposta do
analito na amostra. A utilizacdo de uma toma de amostra com valor superior a 18,75 mg, apenas sera
possivel, desde que o sinal de resposta para o analito em quantificacdo na amostra problema seja inferior
ao sinal do mesmo analito no padréo do extremo superior da gama, de concentracdo 3,75 mg/mL.

De modo a facilitar a aplicacdo da abordagem utilizada para estimar a incerteza global associada ao
resultado, assim como simplificar o trabalho do analista e minimizar o risco de erros, foram
implementadas 3 folhas de calculo, uma para cada catinona em estudo, tendo por base o método
numérico de Kragten. Cada folha de célculo implementada permite a estimativa da componente de
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incerteza, sob a forma de percentagem, associada a cada fonte de incerteza da qual a mensuranda
depende, o que facilita a otimizacdo da metodologia no que respeita aos componentes com maior
influéncia na incerteza associada ao resultado final.

A compatibilidade metroldgica da metodologia em desenvolvimento foi confirmada, para um nivel
de confianga de 99%, pela quantificacdo por GC-FID das 3 catinonas numa amostra problema de
concentracdo conhecida por analito, verificando-se que o valor absoluto da diferenca entre os valores
dos resultados de medicdo € menor que a incerteza expandida que lhes esta associada.

Por ultimo, a metodologia foi aplicada a 4 amostras reais de material proveniente de uma
“SmartShop . Para esta avaliagdo, é de extrema importancia referir que, previamente a quantificacao de
substancias pela aplicacdo da técnica de GC FID, a amostra problema deve ser analisada por GC-MS,
com vista a identificacdo dos compostos maioritarios. Da andlise destas 4 amostras por GC-MS,
verificou-se que apenas 3 delas continham as catinonas em estudo. No entanto, apenas foi possivel
aplicar a metodologia implementada numa destas amostras, Blow Rosa 3, com vista a quantificacdo de
MDPV por GC-FID, uma vez que as restantes amostras, Blow Azul 1B (contendo mefedrona) e
Bliss Rosa 2 (contendo metilona), possuiam na sua composicdo interferentes & metodologia. Assim,
verificou-se que na amostra Blow Rosa 3, a percentagem de MDPV é de 49,8 + 2,4 %, para um nivel de
confianca de 95 %.

Os resultados mostraram que 0 método é simples, rapido, eficaz e de custos reduzidos, originando
resultados com um grau de incerteza baixo, permitindo a quantificacdo das catinonas sintéticas
selecionadas em amostras de material apreendido em Portugal, quando ndo existem interferentes,
estando a metodologia pronta a ser aplicada nos trabalhos de rotina do LPC-PJ.

No que respeita & identificagdo de substancias psicoativas em material apreendido em Portugal, com
vista a resolugdo de casos judiciais, foram analisadas 57 amostras de diversas matrizes (pos, matrizes
herbais, comprimidos, solucdes liquidas, microselos e autocolantes, residuos de comida, animais, vinho
e torrBes de acucar), através de diversas metodologias analiticas (testes colorimétricos, TLC, CC,
GC-MS, GC-FID, RMN, MS, FTIR), identificando-se 26 substancias psicoativas diferentes, das classes
das catinonas sintéticas, canabindides sintéticos, anfetaminas e seus precursores, feniletilaminas e
triptaminas, alucinogénicos, benzodiazepinas, e alguns dos adulterantes mais frequentes de substancias
de abuso (codeina, lidocaina, morfina e cafeina), evidenciando a complementaridade das varias técnicas,
com vista & identificacdo inequivoca e a uma correta monitorizagéo das substancias. Destas substancias,
sdo de salientar as identificadas em pormenor neste trabalho, nomeadamente os canabindides sintéticos,
5F-PB22 e 5F-AKB48, presentes em matrizes herbais, o LSD incorporado em solucfes etandlicas
contrapondo com os microselos contendo 0 25I-NBOH, a catinona sintética a-PHP identificada numa
amostra com suspeita de cocaina, o butirato de metil-3-oxo-2-fenilo, um dos mais recentes precursores
de substancias da classe das anfetaminas, e a benzodiazepina lorazepam presente numa amostra de
vinho.

As analises desenvolvidas no ambito deste trabalho evidenciam a importancia da sua aplicacdo a
teméatica da toxicologia forense, permitindo uma identificagdo e monitorizagdo de substancias
psicoativas, auxiliando na resposta aos quesitos do processo, que por sua vez pretendem elucidar o
tribunal para que as diligéncias necessérias ocorram. A identificagdo de NSP, nomeadamente pela
aplicacdo de diferentes técnicas analiticas que se complementam, permite ainda auxiliar as entidades
europeias e internacionais no &mbito do controlo de risco que lhes esta associado e no controlo das novas
substancias em constante difusdo no mercado.

Por ultimo, e uma vez que as catinonas sintéticas ndo representam a tnica classe de NSP no mercado
das substancias de abuso, de futuro, devem ser igualmente implementadas metodologias analiticas com
vista a quantificagdo de outras classes de sustancias, iniciando-se pela quantificacdo de canabindides
sintéticos, a classe predominante das NSP apreendidas em Portugal.
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ANEXOS

6 ANEXOS

Anexo 6.1 - Lista de solventes adquiridos comercialmente e utilizados sem purificagéo prévia.

Solvente Marca [CAS] Caracteristicas
CDCls SigmaAldrich 99,8%, Densidade: 1,500 g/mL
[CAS N°. 865-49-6] | MM = 120,38 g/mol
CHCls Merck Densidade: 1,48 g/mL
[CASN°.67-66-3] | MM = 119,38 g/mol
D,0 SigmaAldrich 99,9%, Densidade: 1,107 g/mL
[CAS N°. 7789-20-0] | MM = 20,03 g/mol
Eurisotop 99,80%, Densidade: 1,190 g/mL
DMS0-de [CAS Ne. 2206-27-1] | MM = 84,17 g/mol
MeOD SigmaAldrich 99,8%, Densidade: 0,888 g/mL
[CASN°.811-98-3] | MM = 36,07 g/mol
Merck Densidade: 0,792 g/mL
MeOH [CAS N°.67-56-1] | MM = 32,04 g/mol
CH,Cl, SigmaAldrich >99,9%, Densidade: 1,325 g/mL
[CASN°.75-09-2] | MM = 84,93 g/mol
THE Carlo Erba >99,9%, Densidade: 0,89 g/mL
[CAS N°. 109-99-9] | MM = 72,11 g/mol
Acetona Carlo Erba Densidade: 0,79 g/mL
[CASN°. 67-64-1] | MM = 58,01 g/mol
Eter Etilico Honeywell Densidade: 0,71 g/cm?®
[CAS N°. 60-29-7] MM = 74,12 g/mol
Acetato de etilo Carlo Erba Densidade: 0,90 g/cm?
[CAS N°. 144-78-6] | MM = 88,10 g/mol
Benzeno Merck Densidade: 0,88 g/cm?
[CAS Ne. 71-43-2] MM = 78,11 g/mol
Eter de petréleo Tesunlgel Densidade: 0,68 kg/m?3
[CAS N°. 64742-49-0]
Carlo Erba Densidade: 0,65 kg/m?®

n-hexano

[CAS N°. 110-54-3]

MM = 86,18 g/mol

Anexo 6.2 - Lista de reagentes, adquiridos comercialmente e preparados previamente, utilizados sem purificagéo prévia.

Reagente

Marca [CAS]

Caracteristicas

(37,4’ -metilenodioxi)propiofenona
Br;

HBr
H,S04
Metilamina
NaCl

NaHCOs

AlfaAeser
[CAS N.° 28281-18-4]

98%, Densidade: 1,210 g/cm?®
MM=178,18 g/mol

[CAS N°. 7726-95-6]

Densidade: 3,12 g/cm?®

[CAS N°. 10035-10-6]

48%, Densidade: 1,488 g/cm?®
MM=80,92 g/mol

[CAS N°. 7664-93-9]

96%, Densidade: 1,840 g/cm?®
MM=98,02 g/mol

SigmaAldrich
[CAS N.2 74-89-5]

Solugdo 2M em THF
MM=31,06 g/mol

[CAS N°. 7647-14-5]

Densidade: 2,16 g/cm?®
MM=58,44 g/mol

Merck
[CAS N.° 144-55-8]

Densidade: 2,22 g/cm?®
MM=84,01 g/mol
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Anexo 6.3 - Catinonas sintéticas utilizadas para o estudo de interferentes do método. Estas encontram-se na forma de
hidroclorato, apesar de as estruturas se encontrarem na forma de base livre.

NUmero

Nome

Estrutura

GC-MS

GC-FID

tr (min.)

Picos m/z

tr (min.)

10

11

12

Metcatinona

Bufedrona
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o (@]
2
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(@]
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(@]
wI /Z I
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w
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N
SCHj,
CH,

(@)

-0 O
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S @

ZT

7,02

7,83

8,76

8,26

10,21

9,81

10,88

7,50

8,24

9,13

7,71

8,45

P. Base:58
105, 77, 56,
51, 42

P. Base:72
148, 105,
77,57, 44

P. Base:86
148, 105,
77,51, 44

P. Base:58
162, 119,
105, 91, 65,
42

P. Base:58
135, 107,
77,42

P. Base:58
133, 105,
77,42

P. Base:58
149, 121,
91, 77, 42

P. Base:72
162, 105,
77,56, 42

P. Base:86

162, 105,

77,71, 51,
42

P. Base:100
162, 105,
77,71, 58,

42

P. Base:72

162, 105,

77,56, 44

P. Base:86

162, 105,

77,70, 58,
41

6,95

7,70

8,55

8,39

10,00

8,62

10,85

7,27

8,03

8,92

7,58

8,47
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Anexo 6.3 (Continuacéo) - Catinonas sintéticas utilizadas para o estudo de interferentes do método. Estas encontram-se
na forma de hidroclorato, apesar de as estruturas se encontrarem na forma de base livre.

NUmero Nome Estrutura EEID e
tr (min.) Picos m/z tr (min.)
oy
N._CHs P. Base:100
13 NEP 9,31 162, 105, 9,12
77,58, 44
CH,
o P. Base:58
- N._CHs 191, 119,
14 4-MEC L. 9,04 105, 91, 65, 8,84
HaC 44
c
o M P. Base:100
15 Amfepramona N._-CHs 8,93 206, 105, 8,69
CH, 77,72, 44
o (CHS P. Base:114
N_ _CH 190, 105,
16 DEB ~R 9,52 86, 77, 58, 9,33
CH, 41
CH,
9 Nf o P. Base:128
~8 190, 105,
17 DEP 10,31 91, 77, 56, 10,08
42
CH,4
o (CHa P. Base:100
N. _CH 190, 119,
18 4Me-Amfepramona ~Ts 10,13 91 72 56 9,95
s
0
D P. Base:98
19 o-PPP 10,27 105, 77, 69, 10,24
CH, 56, 51, 41
T D P. Base:112
20 o-PBP ©)K[ 10,92 105, 96, 77, 10,97
CH, 70, 55, 41
0
D P. Base:126
232, 188,
21 o-PVP 11,66 105, 84, 77, 11,58
CH, 55, 42
o P. Base:98
22 MPPP D 11,38 2l L 11,58
CH 91, 65, 56,
HsC 2
3 41
o Q P. Base:112
o) N 232, 149,
23 MDPBP <o 14,41 121, 96, 55, 14,15
CH, a1
0 P. Base:126
o) ID 273, 232,
24 MDPV (3) { 14,88 149, 121, 14,81
0 96, 65, 55,
CHs 42
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Anexo 6.4 - Espetro de RMN !H do composto de partida utilizado na sintese da metilona,
1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4), obtido a partir da analise de cerca de 8 mg de composto dissolvidos em
CDCls.
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Anexo 65 - Espetro de RMN 3C do composto de partida utilizado na sintese da metilona,
1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4), obtido a partir da analise de cerca de 8 mg de composto dissolvidos em

CDCls.
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Anexo 6.6 - Espetro de COSY do composto de partida utilizado na sintese da metilona,
1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4), obtido a partir da analise de cerca de 8 mg de composto dissolvidos em
CDCla.
ﬁ Ol
| | l ) A »l
COSYGPSW COCII {C\Bruken TOPSPING mijc 34 I E
— e ¢ [ &
. M
— &
— @ [ L
=
R . + : o
— a L] :
— &t * ] F
D | T T T | T T T | T T T | T T T ~
8 6 4 2 F2 [ppm]
Anexo 6.7 - Espetro de HSQC do composto de partida utilizado na sintese da metilona,

1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4), obtido a partir da analise de cerca de 8 mg de composto dissolvidos em
CDCla.
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) A ) i
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Anexo 6.8 - Espetro de HMBC do composto de partida utilizado na sintese da metilona,
1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (4), obtido a partir da analise de cerca de 8 mg de composto dissolvidos em
CDCla.
Ol
] l | | l i
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p—— - - L o
[ &
—— r-3 [
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L .. 8
-3 2 2 8
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Anexo 6.9 - Espetro de RMN !H do composto intermedidario da sintese da metilona,
2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5), obtido a partir da analise de uma aliquota de composto dissolvida
em CDCls.
Caractenizacao ofao Bromocelona da sifase da Melilona, em COCI3 r ?
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Anexo 6.10 - Espetro de RMN 3C do composto intermediario da sintese da metilona,
2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5), obtido a partir da analise de uma aliquota de composto dissolvida
em CDCls.

Caraclerizacao aleo Bromocetona da sintese da Mefilona, em COCIS r ?
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Anexo 6.11 - Espetro de COSY do composto intermediario da sintese da  metilona,

2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5), obtido a partir da analise de uma aliquota de composto dissolvida
em CDCls.
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Anexo 6.12 - Espetro de HSQC do composto intermedidrio da sintese da  metilona,
2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5), obtido a partir da analise de uma aliquota de composto dissolvida
em CDCls
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Anexo 6.13 - Espetro de HMBC do composto intermedidrio da sintese da  metilona,

2-bromo-1-(3,4-metilenodioxifenil)propano-1-ona (5), obtido a partir da anélise de uma aliquota de composto dissolvida
em CDCls.
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Anexo 6.14 - Espetro de RMN *H do composto intermediario da sintese da metilona, a metilona na forma de base livre
(6), obtido a partir da analise de uma aliquota de composto dissolvida em CDCla.
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Anexo 6.15 - Espetro de RMN 'H da metilona na forma de sal de hidrocloreto (2) sintetizada, obtido a partir da
andlise do produto final em DMSO-ds.
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Anexo 6.16 - Espetro de RMN 3C da metilona na forma de sal de hidrocloreto (2) sintetizada, obtido a partir da analise
do produto final em DMSO-ds.

CI3APT DMSO fCABruken TOPSPIN mijc & r

20 [rel]

194.3815
—152.7739
——148.2616

102.5342

57.9884

306741

15.7887

T

_—127.4146

— —— 125.8803

- ~—107.9480
| T
1

—108.6072

-1
Tk
T T
0

-10

150 100 50 [ppm]

95



ANEXOS

Anexo 6.17 - Espetro de COSY da metilona na forma de sal de hidrocloreto (2) sintetizada, obtido a partir da andlise
do produto final em DMSO-ds.
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Anexo 6.18 - Espetro de HSQC da metilona na forma de sal de hidrocloreto (2) sintetizada, obtido a partir da anélise
do produto final em DMSO-ds.
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Anexo 6.19 - Espetro de HMBC da metilona na forma de sal de hidrocloreto (2) sintetizada, obtido a partir da analise

do produto final em DMSO-ds.
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Anexo 6.20 - Espetro de RMN 'H da mefedrona na forma de sal de hidrocloreto (1) sintetizada previamente, obtido a

partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.21 - Espetro de RMN *3C da mefedrona na forma de sal de hidrocloreto (1) sintetizada previamente, obtido a
partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.22 - Espetro de COSY da mefedrona na forma de sal de hidrocloreto (1) sintetizada previamente, obtido a
partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.23 - Espetro de HMQC, equivalente a HSQC, da mefedrona na forma de sal de hidrocloreto (1) sintetizada
previamente, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.24 - Espetro de HMBC da mefedrona na forma de sal de hidrocloreto (1) sintetizada previamente, obtido a
partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.25 - Espetro de RMN *H do MDPV na forma de sal de hidrocloreto (3) sintetizado previamente, obtido a partir
da andlise em DMSO-ds.

Repeficao da analize (erro na primelra tenfaliva) N
protao.gnp DMS0 {CABruken TORPSPING mic 58 _"
@ [ L
o W—om k- [ - mOguo—memeeTennnnonT [
wo wowdq o o - CTEANONONR DS~ O | -t
o™ =m0 Wwsr (=] = M MOT o MITHNOROTOOTHNS
o Pl == N o H_qOBooOMNNNN===0000g
- [ e N w0 w LR P el gt Ul gk . L. . . U . U i
NAY | | ST e [
—
—
-
d J L
Lyl == Ly 0|4 [y -
w |y = = o ow w = L=
o ‘IIIIII m‘ ‘m‘ ‘w‘ ‘ =] e = ey (= -
‘~ @ & o p o -1 ] ! o
o T b o Sy

Anexo 6.26 - Espetro de RMN 3C do MDPV na forma de sal de hidrocloreto (3) sintetizado previamente, obtido a partir
da anélise em DMSO-ds.
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Anexo 6.27 - Espetro de COSY do MDPV na forma de sal de hidrocloreto (3) sintetizado previamente, obtido a partir

da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.28 - Espetro de HSQC do MDPV na forma de sal de hidrocloreto (3) sintetizado previamente, obtido a partir

da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.29 - Espetro de HMBC do MDPV na forma de sal de hidrocloreto (3) sintetizado previamente, obtido a partir

da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.30 - Cromatograma resultante da anélise da mefedrona por GC-MS, revelando um pico maioritario com Rt

8.26 minutos.
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Anexo 6.31 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencéo 8.26 minutos, resultante da andlise do padréo de

mefedrona por GC-MS. O padrao de fragmentacdo é compativel com este composto.
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Anexo 6.32 - Cromatograma resultante da anélise da metilona por GC-MS, revelando um pico maioritario com Rt 10.88
minutos.
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Anexo 6.33 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencéo 10.88 minutos, resultante da anélise do padrao de
metilona por GC-MS. O padréo de fragmentacao é compativel com este composto.
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Anexo 6.34 - Cromatograma resultante da analise da MDPV por GC-MS, revelando um pico maioritario com Rt 14.88

minutos.
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Anexo 6.35 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencdo 14.88 minutos, resultante da anélise do padrao de

MDPV por GC-MS. O padrao de fragmentacao é compativel com este composto.
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Anexo 6.36 - Resultados obtidos a partir das 30 analises por GC-FID realizadas para estudo do grau de pureza das

trés catinonas sintéticas selecionadas.

; Média Desvio Padrao CV (%)
Loz i) | 0 (5] Rt Area Rt Area Rt Area
(min.) (%) (min.) (%) (min.) (%)
8,397 99,92
8,392 99,91
8,378 100,00
8,376 99,83
Mefedrona (1) g:gég gg:gi 8,392 99,87 0,010 0,08 0,123 0,08
8,395 99,89
8,395 99,91
8,402 99,81
8,386 99,71
10,945 98,41
10,941 98,45
10,941 98,18
10,934 98,39
Metilona (2) 18322 ggi: 10,940 | 98,25 0,005 0,11 0,044 0,11
10,936 98,08
10,944 98,22
10,945 98,26
10,940 98,16
14,806 99,15
14,805 99,36
14,809 99,25
14,805 99,39
MPDV (3) ﬂggg ggig 14,807 | 99,28 0,002 0,12 0,011 0,12
14,807 99,37
14,807 99,08
14,807 99,32
14,809 99,35
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Anexo 6.37 - Compilag8o dos cromatogramas obtidos por GC-FID, a partir da analise das solugdes utilizadas para
apurar o grau de pureza, bem como verificagdo da estabilidade dos trés compostos em estudo quando em solugéo,
armazenadas fora do frigorifico (temperatura ambiente). Verifica-se um decréscimo no grau de pureza, decorrente do
aparecimento de impurezas resultantes da degradacéo dos compostos quando em solucéo fora do frigorifico, apds 8 e

14 dias da sua preparag
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Anexo 6.38 - Compilagdo dos cromatogramas obtidos por GC-FID a partir da analise das solug@es utilizadas para
apurar o grau de pureza, bem como verificagdo da estabilidade dos trés compostos em estudo quando em solugéo,
armazenadas no interior do frigorifico. Verifica-se a manutenc¢éo aproximada do grau de pureza, apés 17 dias da sua

preparacao, ndo se observando-se alteracdes significativas nos cromatogramas dos trés compostos.
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Anexo 6.39 - Por¢des do cromatograma resultante da analise por GC-FID de uma solugdo contendo uma mistura de 8
catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em estudo, nas zonas entre os 7-10, 10-12 e 14-18

minutos.
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Anexo 6.40 - Cromatogramas correspondentes a analise individual por GC-FID, das catinonas sintéticas DMB,
mefedrona e NEB.
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Anexo 6.41 - Cromatogramas correspondentes a analise individual por GC-FID, das catinonas sintéticas metilona, a-
PBP, MPPP ¢ a-PVP.
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Anexo 6.42 - Cromatograma correspondentes & analise individual por GC-FID da solucéo contendo as catinonas

sintéticas MDPBP ¢ MDPV.

1004

13 109647

Anexo 6.43 - Cromatograma resultante da analise por GC-MS de uma solugéo contendo uma mistura de 8 catinonas
sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em estudo, com pormenor das zonas maior abundancia de
picos (perto de 8, 11 e 15 minutos), devidamente identificadas.
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Anexo 6.43 (Continuagdo) - Cromatograma resultante da analise por GC-MS de uma solugdo contendo uma mistura
de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em estudo, com pormenor das zonas maior
abundancia de picos (perto de 8, 11 e 15 minutos), devidamente identificadas.
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Anexo 6.44 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 8.10 minutos, resultante da analise por GC-MS de
uma solucao contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em estudo.
O padrao de fragmentacéo € compativel com o composto DMB.
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Anexo 6.45 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 8.25 minutos, resultante da analise por GC-MS de
uma solucéo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em estudo.
O padrao de fragmentacédo é compativel com o composto mefedrona.
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Anexo 6.46 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencdo 8.30 minutos, resultante da analise por GC-MS de
uma solucdo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em estudo.
O padrao de fragmentacéo é compativel com o composto NEB.
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Anexo 6.47 - Espetro de massa correspondente ao tempo de reten¢éo 10.76 minutos, resultante da anélise por GC-MS
de uma solucéo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em

estudo. O padréo de fragmentagéo é compativel com o composto a-PBP.
Aaachee
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Anexo 6.48 - Espetro de massa correspondente ao tempo de reten¢édo 10.94 minutos, resultante da analise por GC-MS
de uma solucéo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em
estudo. O padrao de fragmentacao é compativel com o composto metilona.
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Anexo 6.49 - Espetro de massa correspondente ao tempo de reten¢éo 11.32 minutos, resultante da anélise por GC-MS
de uma solucéo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em
estudo. O padréo de fragmentagéo é compativel com o composto MPPP.
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Anexo 6.50 - Espetro de massa correspondente ao tempo de reten¢édo 11.51 minutos, resultante da analise por GC-MS
de uma solucdo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em
estudo. O padrao de fragmentacao é compativel com o composto a-PVP.
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Anexo 6.51 - Espetro de massa correspondente ao tempo de reten¢éo 14.85 minutos, resultante da anélise por GC-MS
de uma solucéo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em
estudo. O padréo de fragmentacgéo é compativel com o composto MDPV.
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Anexo 6.52 - Espetro de massa correspondente ao tempo de reten¢édo 16.52 minutos, resultante da analise por GC-MS
de uma solucdo contendo uma mistura de 8 catinonas sintéticas, das quais 5 possiveis interferentes e 3 catinonas em
estudo. O padrao de fragmentacao é compativel com o Pl adicionado a solucéo — Tetracosano.
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Anexo 6.53 - Cromatograma resultante da analise por GC-MS de uma amostra contendo anfetamina, verificando-se
gue o tempo de retencdo correspondente é de 4.40 minutos, ndo interferindo com a quantificacdo das catinonas sintéticas

em estudo.
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Anexo 6.54 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencéo 4.40 minutos, resultante da analise por GC-MS de
uma amostra contendo anfetamina. O padréo de fragmentag&o é compativel com esse composto.
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Anexo 6.55 - Cromatograma resultante da andlise por GC-MS de uma amostra contendo metanfetamina, verificando-
se que o tempo de retencdo correspondente é de 5.03 minutos, ndo interferindo com a quantificacdo das catinonas

sintéticas em estudo.
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Anexo 6.56 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retenc¢éo 5.03 minutos, resultante da analise por GC-MS de
uma amostra contendo metanfetamina. O padréo de fragmentagéo é compativel com esse composto.
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Anexo 6.57 - Cromatograma resultante da analise por GC-MS de uma amostra contendo MDMA, verificando-se que o
tempo de retengao correspondente € de 9.05 minutos. Apds anélise por GC-FID confirmou-se que ndo interfere com a
quantificacdo das catinonas sintéticas em estudo.
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Anexo 6.58 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 9.05 minutos, resultante da analise por GC-MS de
uma amostra contendo MDMA. O padrao de fragmentagao é compativel com esse composto.
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Anexo 6.59 - Cromatograma resultante da analise por GC-FID de uma amostra contendo MDMA, verificando-se que
o0 tempo de retencdo correspondente é de 9.26 minutos, confirmando-se que ndo interfere com a quantificagdo das
catinonas sintéticas em estudo.
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Anexo 6.60 - Cromatograma resultante da anélise por GC-MS de um padréo de cafeina, verificando-se que o tempo de
retencdo correspondente é de 12.18 minutos. Ap6s andlise por GC-FID confirmou-se que ndo interfere com a
guantificagdo das catinonas sintéticas em estudo.
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Anexo 6.61 - Espetro de massa correspondente ao tempo de reten¢éo 12.18 minutos, resultante da analise por GC-MS

de um padrao de cafeina. O padréo de fragmentagao é compativel com esse composto.
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Anexo 6.62 - Cromatograma resultante da analise por GC-FID de padrao de cafeina, verificando-se que o tempo de
retencdo correspondente é de 12.12 minutos, confirmando-se que ndo interfere com a quantificagdo das catinonas
sintéticas em estudo.
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Anexo 6.63 - Cromatograma resultante da analise por GC-MS de um padrao de lidocaina, verificando-se que o tempo
de retengdo correspondente é de 12.64 minutos. Apds andlise por GC-FID confirmou-se que ndo interfere com a
guantificagdo das catinonas sintéticas em estudo.

Aoy cEroe

TIC Licocairnae Do cetarTs

N
s e e S L e s e e e e B N B e e B L B e B B B B B Do B
2.0 [S1le =) |00 1000 1200 1400 1ae00 1800 20000 2220

Tirne—

Anexo 6.64 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengédo 12.64 minutos, resultante da analise por GC-MS

de um padrao de lidocaina. O padrao de fragmentacdo é compativel com esse composto.
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Anexo 6.65 - Cromatograma resultante da analise por GC-FID de padrao de lidocaina, verificando-se que o tempo de
retencdo correspondente é de 12.60 minutos, confirmando-se que ndo interfere com a quantificacdo das catinonas
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Anexo 6.66 - Resultados obtidos a partir das analises por GC-FID realizadas para verificacdo da adequacédo do extremo
minimo da gama de trabalho, assim como para o estudo da homoscedasticidade do sinal instrumental na gama de
trabalho selecionada. O unico outlier identificado encontra-se real¢ado, sendo correspondente & 192 repeti¢do para a
mefedrona (1), tendo sido desprezado.

Area relativa

Area relativa

Composto Concentragao Repeticao Agnatito (%) Repeticdo | (Agnatito (%)

(mg/mL) ( / Ap; (%)) ( / Ap; (%))

1 0,28617 11 0,28265

2 0,28136 12 0,27919

3 0,28264 13 0,28223

4 0,28172 14 0,28340

Mefedrona 0.032 5 0,28105 15 0,28007

1) ’ 6 0,28342 16 0,28328

7 0,28093 17 0,28229

8 0,28290 18 0,28208

9 0,28122 19 0,29182

10 0,28307 20 0,28450

1 0,15200 11 0,15281

2 0,15203 12 0,15288

3 0,15434 13 0,15322

4 0,16673 14 0,16137

Metilona 0.024 5 0,17072 15 0,15185

) ’ 6 0,15307 16 0,15305

7 0,15139 17 0,15326

8 0,15114 18 0,15387

9 0,16750 19 0,15360

10 0,15983 20 0,15424

1 0,183036 11 0,201349

2 0,182428 12 0,201889

3 0,185828 13 0,202157

4 0,185588 14 0,207095

MDPV 0.032 5 0,205579 15 0,204973

(3) ' 6 0,185892 16 0,202833

7 0,203506 17 0,212034

8 0,202430 18 0,185495

9 0,201264 19 0,185943

10 0,203989 20 0,203244
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Anexo 6.67 - Resultados obtidos a partir das analises por GC-FID do extremo méaximo da gama de trabalho, realizadas
para o estudo da homoscedasticidade do sinal instrumental na gama de trabalho selecionada. Os outliers identificados
encontram-se realcados, sendo correspondentes & 32, 72 e 128 repeticdes para a mefedrona (1), tendq sido desprezados.

~ Area relativa Area relativa
Composto Concentragdo Repeticao Aanatito (%) Repeticao Agnaiito (%)
(mg/mL) ( /API (%)) ( /API (%))

1 31,85584 11 31,04152

2 31,91684 12 12,77730

3 16,61802 13 31,75961

4 31,61694 14 31,55629

Mefedrona 5 30,81310 15 30,96718
5,080

1) 6 31,25843 16 30,95239

7 16,31281 17 31,47501

8 31,26004 18 31,46601

9 31,23126 19 31,17588

10 31,18344 20 31,80775

1 11,72289 11 10,85474

2 10,96850 12 10,50360

3 11,15209 13 11,14922

4 10,79755 14 10,92636

Metilona 5 10,76567 15 10,56149
5,064

(2) 6 10,79229 16 10,27715

7 10,82178 17 10,79440

8 11,09915 18 10,70290

9 10,41845 19 10,38250

10 10,63265 20 10,76814

1 24,863249 11 24,403903

2 24,948309 12 24,480640

3 24,385044 13 24,971819

4 24,844481 14 24,999227

MDPV 5 24,496257 15 24,499844
5,036

3) 6 24,467041 16 24,468348

7 24,443094 17 24,622339

8 24,522202 18 24,655294

9 24,462155 19 24,657825

10 24,514735 20 25,077415
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Anexo 6.68 - Resultados obtidos a partir da analise por GC-FID de 2 repeticdes por Padréo de Calibragéo e por dia, ao
longo de 10 dias ndo consecutivos, para posterior construcdo das curvas de calibraco diarias. Os resultados, para a
mefedrona (1), sdo correspondentes & Area Relativa, calculada pela razéo entre a Area da resposta do analito (%) e a
Area da resposta do P1 (%).

Mefedrona (1)
Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2
Padriao1 | 0.283 | 0279 | 0,282 | 0,282 | 0,280 | 0,277 | 0,277 | 0,277 | 0,268 | 0,272
(0,032 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2
0,276 | 0,278 | 0,278 | 0,278 | 0,275 | 0,275 | 0,283 | 0,275 | 0,274 | 0,273
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrdao2 | 7,766 | 7,778 | 7873 | 7,812 | 7,856 | 7,800 | 7,876 | 7,881 | 7,809 | 7,830
(1,270 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
7821 | 7682 | 7830 | 7,873 | 7,879 | 7,884 | 7,990 | 7,974 | 8,022 | 8,004
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrdao 3 | 16,066 | 15,813 | 16,192 | 16,088 | 16,262 | 16,285 | 16,239 | 16,116 | 16,458 | 16,392
(2,586 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
15,970 | 15,998 | 15,950 | 15,922 | 16,216 | 16,296 | 16,389 | 16,480 | 16,506 | 16,350
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrdo 4 | 23,853 | 23,614 | 23,895 | 23,843 | 24,100 | 24,180 | 23,779 | 24,058 | 23,291 | 23,621
(3,800 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
23,950 | 23,711 | 23,830 | 23,901 | 23,828 | 23,928 | 23,251 | 24,202 | 24,007 | 24,209
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrao5 | 29,987 | 30,487 | 30,601 | 30,257 | 30,315 | 30,717 | 31,011 | 30,957 | 31,909 | 31,757
(5,080 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
30,095 | 31,207 | 30,528 | 30,725 | 30,508 | 30,883 | 30,787 | 31,021 | 31,376 | 31,307
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Anexo 6.69 - Resultados obtidos a partir da analise por GC-FID de 2 repeticdes por Padréo de Calibragéo e por dia, ao
longo de 10 dias ndo consecutivos, para posterior construcdo das curvas de calibraco diarias. Os resultados, para a
metilona (2), sio correspondentes & Area Relativa, calculada pela razio entre a Area da resposta do analito (%) e a
Area da resposta do P1 (%).

Metilona (2)
Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2
Padriao1 | 0,154 | 0,155 | 0,152 | 0,153 | 0,151 | 0,151 | 0,151 | 0,151 | 0,147 | 0,147
(0,024 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2
0,151 | 0,148 | 0,152 | 0,154 | 0,151 | 0,251 | 0,150 | 0,151 | 0,150 | 0,151
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrao2 | 3,241 | 3,185 | 3,015 | 2,729 | 2,985 | 3,083 | 2,846 | 3,051 | 3,095 | 3,113
(1,274 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
3,125 | 3,048 | 3,130 | 3,111 | 3,131 | 3,148 | 3,062 | 3,126 | 3,090 | 3,195
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrao3 | 6,777 | 6,549 | 6,426 | 6,050 | 6,560 | 6,604 | 6,214 | 6,476 | 6,454 | 6,580
(2,584 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
6,587 | 6,495 | 6,567 | 6,520 | 6,626 | 6,633 | 6,595 | 6,641 | 6,727 | 6,409
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrao4 | 9,307 | 9,084 | 9,148 | 9,146 | 9,150 | 9,225 | 9,011 | 9,308 | 8,813 | 9,121
(3,758 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
9,414 | 9,226 | 9,428 | 9,242 | 9,264 | 9,460 | 8,645 | 8,991 | 9,121 | 8,915
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrao5 | 10,689 | 10,317 | 10,486 | 10,712 | 10,223 | 10,649 | 10,561 | 10,350 | 10,496 | 10,405
(5,064 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
10,926 | 10,742 | 10,947 | 10,615 | 10,435 | 10,694 | 10,332 | 10,603 | 10,637 | 10,013
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Anexo 6.70 - Resultados obtidos a partir da analise por GC-FID de 2 repeticdes por Padréo de Calibragéo e por dia, ao
longo de 10 dias ndo consecutivos, para posterior construcdo das curvas de calibraco diarias. Os resultados, para o
MDPYV (3), sdo correspondentes a Area Relativa, calculada pela raz&o entre a Area da resposta do analito (%) e a Area
da resposta do Pl (%6).

MDPV (3)
Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2
Padrio 1 | 0,187 | 0,187 | 0,188 | 0,18 | 0,185 | 0,188 | 0,187 | 0,186 | 0,184 | 0,185
(0,032 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2
0,186 | 0,184 | 0,286 | 0,18 | 0,186 | 0,184 | 0,184 | 0,186 | 0,187 | 0,186
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrao2 | 6,192 | 6,206 | 6,262 | 6,219 | 6,248 | 6,249 | 6,263 | 6,267 | 6,261 | 6,284
(1,244 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
6,222 | 6,223 | 6,225 | 6,264 | 6,264 | 6,273 | 6,357 | 6,339 | 6,375 | 6,367
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrao 3 | 12,459 | 12,404 | 12,513 | 12,439 | 12,600 | 12,618 | 12,582 | 12,544 | 12,647 | 12,684
(2,536 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
12,472 | 12,391 | 12,463 | 12,362 | 12,575 | 12,629 | 12,661 | 12,742 | 12,762 | 12,695
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrdo 4 | 18,512 | 18,515 | 18,666 | 18,628 | 18,693 | 18,708 | 18,542 | 18,977 | 18,546 | 18,579
(3,744 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
18,558 | 18,579 | 18,650 | 18,711 | 18,658 | 18,725 | 18,639 | 18,888 | 18,672 | 18,944
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
Padrdo5 | 23,892 | 23,923 | 23,956 | 24,080 | 24,148 | 24,268 | 24,336 | 24,422 | 24,960 | 25,122
(5,036 mg/mL) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Repl Rep2 Repl Rep2 Repl
24,508 | 24,647 | 24,174 | 24,182 | 24,151 | 24,331 | 24,248 | 24,278 | 24,524 | 24,816
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Anexo 6.71 - Valores médios das 2 repeti¢cdes por Padréo de Calibracéo e por dia, analisadas por GC-FID ao longo de
10 dias ndo consecutivos, para construcdo das curvas de calibragdo diarias utilizadas e verificacao de linearidade. Os
resultados, para a mefedrona (1), sdo correspondentes & Area Relativa, calculada pela razio entre a Area da resposta
do analito (%) e a Area da resposta do P1 (%6).

Mefedrona (1)

Padrio1 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Dia9 | Dia10
(0.0s2mg/mi) | 0,281 | 0,282 | 0278 | 0,277 | 0,270 | 0277 | 0278 | 0275 | 0279 | 0273

Padrio?2 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 | Dial0

(.270mg/mt) | 7,772 | 7,843 | 7,828 | 7,879 | 7,820 | 7,752 | 7,851 | 7,881 | 7,982 | 8,013
|

Padrio3 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dial0

(258 mymL) | 15,939 | 16,140 | 16,274 | 16,178 | 16,425 | 15984 | 15,936 | 16,256 | 16435 | 16.428
|

Padrao4 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 | Dia10
(3800mg/mL) | 23,733 | 23,869 | 24,140 | 23,918 | 23,456 23,830 23,865 23,878 23,727 24_,108

Padriao5 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dia 10
(5,.080mg/mL) | 30,237 | 30,429 | 30,516 | 30,984 | 31,833 | 30,651 | 30,627 | 30,695 | 30,904 | 31,341

Anexo 6.72 - Valores médios das 2 repeti¢cdes por Padréo de Calibracgéo e por dia, analisadas por GC-FID ao longo de
10 dias ndo consecutivos, para construcao das curvas de calibragéo diarias utilizadas e verificacdo de linearidade. Os
resultados, para a metilona (2), s&o correspondentes & Area Relativa, calculada pela raz&o entre a Area da resposta do
analito (%) e a Area da resposta do Pl (%).

Metilona (2)

Padrio1 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Dia9 | Dial0
(0024mg/mt) | 0,154 | 04152 | 0,151 | 0151 | 0,147 | 0,150 | 0,153 | 0,151 | 0,150 | 0,150

Padrio?2 @ Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 | Dial0
(1,274 mgimL) | 3213 2,872 3,034 2,949 3,104 | 3,086 3,120 | 3,140 | 3,094 | 3,142

Padrio3 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dial0
(2584 mg/mL) | 6,663 6,238 6,582 6,345 6.517 6,541 6,544 6,629 6,618 | 6,568

Padrao4 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 | Dia10
@758 mg/mL) | 9,195 9,147 9,188 9,159 8,967 9,320 9,335 9,362 8,818 9,018

Padrao5 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dia10
(5,064 mg/mL) | 10,503 | 10,599 | 10,436 | 10,456 | 10,451 | 10,834 | 10,781 | 10,565 | 10,468 | 10,325

Anexo 6.73 - Valores médios das 2 repeti¢des por Padréo de Calibragéo e por dia, analisadas por GC-FID ao longo de
10 dias ndo consecutivos, para construcao das curvas de calibragédo diarias utilizadas e verificacdo de linearidade. Os
resultados, para o MDPV (3), sdo correspondentes & Area Relativa, calculada pela razdo entre a Area da resposta do
analito (%) e a Area da resposta do Pl (%).

MDPV (3)
Padrio1 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Dia9 | Dial0
(0.082mg/mt) | 0,187 | 0187 | 0,187 | 0187 | 0,184 | 0,185 | 0,18 | 0,185 | 0,185 | 0,186

Padrio 2 @ Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 | Dial0
(1244mgmi) | 6,199 | 6,240 | 6,248 | 6,265 | 6,273 | 6,222 | 6,244 | 6,269 | 6,348 | 6,371

Padrao3 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia8 Dia9 | Dia10
(2536 mg/mL) | 12,431 £,476 2,609 2,563 2,666 12,431 | 12,413 | 12,602 | 12,701 | 12,728

Padriao4 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 | Dia10
(3744mg/mL) | 18,513 | 18,647 | 18,700 | 18,759 | 18,563 | 18,569 | 18,681 | 18,691 | 18,764 | 18,808

Padrao5 | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dial0
(5036 mg/mL) | 23907 | 24,018 | 24,208 | 24,379 | 25,041 | 24,578 | 24,178 | 24,241 | 24,263 | 24,670
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Anexo 6.74 - Equagdes das retas que dao origem as das curvas de calibragdo diarias para cada catinona, decorrente da
andlise por GC-FID ao longo de 10 dias ndo consecutivos, de 5 solucdes de Padrdes de calibragdes, com duas injecdes
diarias, intercaladas de brancos.

Dia/Catinona Mefedrona (1) Metilona (2) MDPV (3)

Dia 1 y =6,01x + 0,25 y = 2,12x+ 0,55 y =4,78x+ 0,21
R? =0,9993 R? = 10,9884 R? = 10,9995

Dia 2 y = 6,04x + 0,28 y=2,16x+ 0,31 y = 4,80x + 0,22
R? = 0,9993 R? = 0,999 R? = 0,9995

Dia 3 y =6,08x + 0,28 y=2,13x+ 0,48 y = 4,84x + 0,21
R? =0,9990 R%? =0,9882 R? = 0,9996

Dia 4 y=6,13x+ 0,18 y =2,13x+ 0,39 y =4,87x+ 0,18
R%? = 0,9997 R%? =0,9903 R? = 0,9997

Dia 5 y =6,24x + 0,03 y=211+048 y = 4,96x + 0,06
R? = 0,9999 R? = 10,9908 R? = 0,9999

Dia 6 y =6,08x+ 0,16 y =2,20x + 0,41 y = 4,89x + 0,09
R? = 0,9996 R? =0,9920 R? = 10,9999

Dia 7 y =6,08x + 0,20 y =2,19x + 0,43 y =4,83x + 0,18
R% = 0,9995 R? =0,9913 R? = 0,9996

Dia 8 y =6,09x + 0,26 y = 2,15x + 0,50 y = 4,84x + 0,21
R% = 0,9995 R? = 0,9880 R? = 0,9996

Dia 9 y =6,01x+ 0,29 y = 2,10x + 0,50 y = 4,84x + 0,26
R% = 0,9997 R? = 10,9910 R? = 10,9995

Dia 10 y =6,20x + 0,21 y = 2,09x + 0,54 y =4,91x + 0,19
R% = 0,9998 R? = 0,9884 R? = 0,9998
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Anexo 6.75 - Folha de Calculo desenvolvida com o intuito de simplificar o trabalho do analista, nomeadamente no que respeita ao calculo das incertezas associadas a cada fonte, bem
como da incerteza combinada e expandida. Exemplo da folha de calculo implementada para a catinona sintética mefedrona.

| Preencher células |

1
1
1
Réplical Réplica2 Réplical Réplica2 I
Selecionar: mg/mL A_Pad A_PI A_Pad A_PI RA_Pad/PI RA_Pad/Pl |RA_Pad/PI (med) |
Padd 38 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! :
A_Cat A_PI A_Cat A_PI RA_Cat/PI RA_Cat/Pl |RA_Cat/PI (med) |
Amostra | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! :
|
|
u(RA_Cat/Pl) | u(RA_Pad/Pl) | u(lal_max) | u(m_Pad (mg))| u(m_A (meg)) u(Pur) u(VA_PI (mL)) |u(VA_Solv (mL))| u(vPad_PI {(mL))|i(vPad_Solv (mL)
alo #DIV/0! 0,178173512]  0,292065384]  0,244948991]  0,244948991] 0,000254516] 0,011590226] 0,057812917| 0,011590226]  0,057812917
RA_Cat/Pl #DIV/0! #DIV/0 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
RA_Pad/Pl #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
|a]_max 0 0 0 0,29206538 0 0 0 0 0 0 0
m_Pad (mg) 0 0 ]  0,24494899 0 0 0 0 0 0
m_A (mg) | . VL. 0 | 024494885 0 0 0 0 0
Pur 0,99871025 0,99871025| 099871025 O, 025 X 2 0,998710; 0,998964766 0,99871025 0,99871025 0,99871025 0,99871025
VA_PI (mL) 1 N T E W= B 1 011590226 1 1 )
VA_Solv (mL) 4 a0 Wl W) & 0 8 St N 4 [l 40578129 4 2
VPad_Pl (mL) 1 1 1 -y 1 1 1 1 1 1 011590226 1
VPad_Solv (n] 4 4 4 4 4 4 4 4 4 [ 40 :
w_Cat #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
(ow_cat)/(a(xi))|  #Div/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
(ow_cCat)/(a(xi))u(xi)f  #Div/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
u= #DIV/0! H
U(95 %)= #DIV/0! |
U' (95 %)= #DIV/0! :
|
|
|
Soma
| Contagem percentual de componentes:f #Div/or [ #pivjor [ s#pivjor [ soivor [ #oivvor [ #owvor [ spivor [ soivor [ #Div/o! #DIV/0! #DIV/0!
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Anexo 6.76 - Folha de Calculo desenvolvida com o intuito de simplificar o trabalho do analista, nomeadamente no que respeita ao calculo das incertezas associadas a cada fonte, bem
como da incerteza combinada e expandida. Exemplo da folha de calculo implementada para a catinona sintética metilona.

| Preencher células | :
I
Réplical Réplica2 Réplical Réplica2 :
Selecionar: mg/mL A_Pad APl A_Pad A_PI RA_Pad/Pl RA_Pad/Pl |RA_Pad/Pl (med) :
Padd 3,758 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! I
A_Cat APl A_Cat A_PI RA_Cat/PI RA_Cat/Pl |RA_Cat/PI (med) |
Amostra #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! :
|
|
u(RA_Cat/Pl) | u(RA Pad/p) | wu(lal_max) | ufm_Pad (meg))| u(m_A (me)) u(Pur) u(VA_PI (mL)) |u(VA_Soiv (mL))] u(vPad_Pi (mL))i(vPad_Solv (mL)
‘ alo #DIV/0! 0,112800549]  0,551511188]  0,244948991]  0,244948901]  0,000350201]  0,011500226] 0,057812917]  0,011590226] 0057812917
RA_Cat/PI #DIV/0! #DIV/0 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
RA_Pad/Pl #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
|a]_max 0| 0 0 0 88 0 0 0 0 0 0 0|
m_Pad (mg) 0 0 [] 022494899 0 0 0 0 0 0
m_A (mg) | . Y [] 024494880 0 0 0 0 0
Pur 0,98246812]  0,98226812| 0,982 s W4 12| © 09824681 0,982468 0,982818 098246812  0,98246812|  0,98246812]  0,98246812
VA_PI (mL) 1 | ool 28 180 i B 1 011590226 1 1 GEL 2
VA_Solv (mL) 4 a|n el W) U8 0§ S N2 P Pl 40578129 2 2
VPad_Pl (mL) 1 1 1 S 1 1 1 1 1 1 011590226 1
VPad_Solv (n] 4 4 4 4 4 4 4 4 4 ;i a0 :
w_Cat #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
(ow_cat)/(axi))]  #Div/o! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
(ow_Cat)/(a(xi))*u(xi)]  #DIv/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
u= #DIV/0! l
U(95 %)= #DIV/0! :
U* (95 %)= #DIV/0! I
I
I
|
Soma
| Contagem percentual de componentes:;] #Div/or [ #pivor [ #owvjor [ soivior [ #pivor [ #owvjor [ soivior [ #Divior [ #Div/o! #DIV/0! #DIV/0!
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Anexo 6.77 - Folha de Calculo desenvolvida com o intuito de simplificar o trabalho do analista, nomeadamente no que respeita ao calculo das incertezas associadas a cada fonte, bem
como da incerteza combinada e expandida. Exemplo da folha de calculo implementada para a catinona sintética MDPV.

| Preencher células |

Réplical Réplica2 Réplical Réplica2

1
|
1
1
1
A_Pad A_PI A_Pad APl RA_Pad/PI RA_Pad/Pl |RA_Pad/Pl (med) :
#DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1
A_Cat A_PI A_Cat A_PI RA_Cat/PI RA_Cat/Pl |RA_Cat/Pl (med) 1
Amostra | | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! :
1
|
u(RA_Cat/Pl) | u(RA_Pad/Pl) | u(lal_max) | u(m_Pad (mg)) [ u(m_A (me)) u(Pur) u(VA_PI (mL)) |u(VA_Solv (mL))] u(vPad_PI (mL)) h(vPad_Solv (mL))
alo #DIV/0! 0,091733815|  0,259437403] 0224948901 0244048991 0,000375128] 0,011520226] 0,057812917]  0,011590226]  0,057812917
RA_Cat/PI #DIV/0! 4DIV/0 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
RA_Pad/Pl #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
|a]_max 0 0 [] 0,25943740 0 0 0 0 0 0 0
m_Pad (mg) 0 0 []  0,24494899 0 0 0 0 0 of
m_A (mg) o, ", o ] 02449488 0 0 0 0 of
Pur 0,99277705 0,99277705|  0,99277705 99277705 0,99277705 0,99277705 [IR:E 3 0,99277705 0,89277705 0,99277705 0,99277705
VA_PI (mL) 1 | ol i 180 & B 1 011590226 1 1 G 2
VA_Solv (mL)| 4 A el ) 4B B La 4 ;1 40578129 4 4
VPad_Pl (mL) 1 1 1] ¥ 1 1 1 1 1 1 011590226 1
VPad_Solv (n] 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Pl 4,0578129
w_Cat #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
(ow_Cat)/(a(xi))]  #Div/o! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
(ow_Cat)/(a(xi))*u(xi)]  #Div/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
u= #DIV/0! 1
U(95 %)= #DIV/0! :
U’ (95 %)= #DIV/0! |
1
1
1
Soma
| Contagem percentual de componentes:f #Dw/or [ #pwvj/or [ #pwvor [ s#bwvior [ soivior [ soivier [ #oivor [ #bivior [ #Div/or #DIV/0! #DIV/0!
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Anexo 6.78 - Valores de desvio padréo entre as 2 repeti¢des por Padréo de Calibracéo e por dia, analisadas ao longo de
10 dias néo consecutivos, que permitem determinar a componente de incerteza associada ao sinal instrumental para o

composto mefedrona (1).

Mefedrona (1)

Padrdo 1
(0,032 mg/mL)

Dia 1l

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,0025

0,0002

0,0022

0,0002

0,0030

0,0020

0,0004

0,0003

0,0053

0,0004

Padréo 2
(1,270 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,0083

0,0429

0,0394

0,0044

0,0145

0,0988

0,0301

0,0034

0,0117

0,0123

Padrao 3
(2,586 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia 7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,1794

0,0737

0,0162

0,0871

0,0469

0,0204

0,0198

0,0565

0,0643

0,1099

Padréo 4
(3,800 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5b

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,1686

0,0368

0,0565

0,1975

0,2338

0,1692

0,0502

0,0707

0,6721

0,1429

Padrao 5
(5,080 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,3536

0,2429

0,2843

0,0384

0,1080

0,7863

0,1393

0,2652

0,1658

0,0484

Anexo 6.79 - Valores de desvio padrdo entre as 2 repeti¢des por Padréo de Calibracéo e por dia, analisadas ao longo de
10 dias néo consecutivos, que permitem determinar a componente de incerteza associada ao sinal instrumental para o
composto metilona (2).

Metilona (2)

Padrao 1
(0,024 mg/mL)

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,0002

0,0002

0,0003

0,0003

0,0003

0,0016

0,0017

3,4181
x10®

0,0009

0,0007

Padréo 2
(1,274 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,0396

0,2022

0,0691

0,1448

0,0129

0,0542

0,0142

0,0123

0,0459

0,0740

Padréo 3
(2,584 mg/mL)

Dia 1l

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,1611

0,2658

0,0312

0,1853

0,0892

0,0655

0,0330

0,0049

0,0323

0,2245

Padrédo 4
(3,758 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia9

Dia 10

0,1578

0,0013

0,0531

0,2101

0,2174

0,1329

0,1314

0,1389

0,2447

0,1458

Padrdo 5
(5,064 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia8

Dia9

Dia 10

0,2633

0,1592

0,3012

0,1489

0,0643

0,1298

0,2349

0,1829

0,1919

0,4413

Anexo 6.80 - Valores de desvio padrao entre as 2 repeti¢cdes por Padréo de Calibracéo e por dia, analisadas ao longo de
10 dias n&o consecutivos, que permitem determinar a componente de incerteza associada ao sinal instrumental para o
composto MDPV (3).

MDPV (3)

Padrdo 1
(0,032 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia8

Dia9

Dia 10

0,0003

0,0013

0,0017

0,0008

0,0005

0,0011

0,0005

0,0012

0,0011

0,0007

Padréo 2
(1,244 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,0098

0,0308

0,0005

0,0036

0,0161

0,0003

0,0279

0,0062

0,0134

0,0056

Padrdo 3
(2,536 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia 7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,0386

0,0522

0,0132

0,0269

0,0260

0,0572

0,0715

0,0378

0,0576

0,0471

Padrdo 4
(3,744 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia 10

0,0024

0,0264

0,0105

0,3077

0,0240

0,0147

0,0432

0,0467

0,1756

0,1927

Padrdo 5
(5,036 mg/mL)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia8

Dia9

Dia 10

0,0223

0,0876

0,0849

0,0610

0,1148

0,0979

0,0055

0,1275

0,0218

0,2058
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Anexo 6.81 — Compilacao dos valores obtidos com vista ao estudo da repetibilidade da balang¢a analitica instalada no
LPC-PJ, para posterior determinacao da incerteza associada as massas pesadas.

Repetibilidade Balanca LPC-PJ: METTLER AE 100

Repeticoes

Massa (mg) Média (mg) Desvio Padréo (S,

balan;a)

6,5802

6,5803

6,5803

6,5803

6,5803

6,5803 6,3246 x 10°

6,5803

6,5804

6,5803

O|lo|lN|lo|O|B~|lW|IN|F-

6,5804

[EN
o

6,5804

Anexo 6.82 - Cromatograma resultante da andlise por GC-MS da amostra Blow Azul 1, resultante de material
apreendido numa “SmartShop”, verificando-se um pico maioritario com tr de 8.9 minutos, e ainda o pico do PI de tr

16.5 minutos.

mpleii="=WVV_ W la bl = o =" 2= Wy o =1

e A

e ———

T T T T T T T T T T
e o) S oo BO00 1000 1200 1000 1600 1S 00 2000 2= 00

Anexo 6.83 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 8.9 minutos, resultante da analise por GC-MS da
amostra Blow Azul 1, sendo que o padrao de fragmentagdo é compativel com a presenca da catinona sintética 4-MEC.

Aaoaorceroe

S 116D G900 Nin): Bonnsa QD). Dy cEans
==4

‘ 191
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8 10D 12O

L B m T EEamam 7 T T T T
140 1680 180 XD 220 20 X0 =220 T3 =XO
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Anexo 6.84 - Cromatograma resultante da analise por GC-MS da amostra Blow Azul 1B, resultante de material
apreendido numa “SmartShop”, verificando-se um pico maioritario com tr de 8.3 minutos, e ainda o pico do Pl de tr
16.5 minutos.

TIC o ddBEsBD. DocetarrTs
A B+ O7r-
A S+ O
A=+ O

A 2=+

N N

e L e e L B e e o L e o e e e T B B e B B e B R S
2.0 SO0 |00 AO00 1200 1400 1600 1300 20000 22200

Timne—

Anexo 6.85 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 8.3 minutos, resultante da analise por GC-MS da

amostra Blow Azul 1B, sendo que o padréo de fragmentacgéo é compativel com a presen¢a de mefedrona.
Adoarceoe

SEn 1B GE=A N Bonvcsa ldBPD). IDwcEEans
31

910
MGEEEED
jalni=la N
‘H

o ‘\“ ) ) ‘ 11,0121 15310 o7 =2 =S =79 =310
M‘HH_HWHH‘HH_H“HH""""‘“HH_HWHH_HWHH_Hw
a0 =D =0

a 8O 13D 120D 1490 160 180 XD 220 2P0 X =20
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Anexo 6.86 - Cromatograma resultante da analise por GC-MS da amostra Bliss Rosa 2, resultante de material
apreendido numa “SmartShop”, verificando-se a existéncia de um pequeno pico de tr 8.9 minutos, um pico maioritario
com tr de 11.0 minutos, e ainda o pico do PI de tr 16.5 minutos.

Ao ClEroe

TIC BissF =X DD o cetar s

A=+ O7

A A
S S St S B B B By e e s
400 0D sS00 1000 1200 1400 1600 18800 2000 2200

Time—

Anexo 6.87 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 8.9 minutos, resultante da analise por GC-MS da
amostra Bliss Rosa 2, sendo que o padréo de fragmentacdo é compativel com a presenca da catinona sintética 4-MEC.

Abundance

Scan 1167 (8.889 min): BlissRosa(2).D\ data.ms
160000 7=2.0

150000
140000
130000
120000
11 0000
100000
0000
so0000
Z7oooo
60000
50000
ao0o000
30000 aa.o
20000

10000
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Anexo 6.88 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencdo 11.0 minutos, resultante da analise por GC-MS da

amostra Bliss Rosa 2, sendo que o padréo de fragmentagdo é compativel com a presenca da metilona.
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S 1521 A3 BBissl X - Do cEetar s
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Anexo 6.89 - Cromatograma resultante da analise por GC-MS da amostra Blow Rosa 3, resultante de material
apreendido numa “SmartShop”, verificando-se a presen¢a de 3 picos significativos, com tr de 7.5, 8.6 e 8.9 minutos.
Verifica-se ainda uma zona com um pico muito alargado e reduzida abundancia, na zona de tr 15.4 minutos, e por fim
0 pico do PI de tr 16.5 minutos.

Pa =W o - _— o - —J

T oA R O\ cetaau s
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=1 OO S .00 =00 OO0 1200 1300 1600 As3.00 20000 22200
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Anexo 6.90 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 7.5 minutos, resultante da analise por GC-MS da
amostra Blow Rosa 3, sendo que o padrdo de fragmentacdo é compativel com a presenca da Etcatinona.
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Anexo 6.91 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencéo 8.6 minutos, resultante da analise por GC-MS da
amostra Blow Rosa 3, sendo que o padréo de fragmentacéo é compativel com a presenca da Pentedrona.

AoarcEroe

1O

S 1106 G2 i) o). I ceEtarr s
= Sa

d A=332
‘ A0 | A 720191 C 221

==

NMA=—

Al \1\\‘(‘3‘39“

T T T T L B e
a0 a<O S @] 100 120 1490 180 180 XD 220 290 X0 =0

Anexo 6.92 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 8.9 minutos, resultante da analise por GC-MS da
amostra Blow Rosa 3, sendo que o padréo de fragmentacdo é compativel com a presenca da catinona sintética 4-MEC.
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Anexo 6.93 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencdo 15.4 minutos, resultante da analise por GC-MS da
amostra Blow Rosa 3, sendo que o padrdo de fragmentacado é compativel com a presenca de MDPV.
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Anexo 6.94 - Cromatograma resultante da analise por GC-FID da amostra Blow Azul 1B, resultante de material
apreendido numa “SmartShop”, verificando-se que na zona do tr da mefedrona — na ordem dos 8 minutos (catinona
sintética que se pretendia quantificar), existe um pico muito alargado, ndao sendo possivel afirmar com certeza de que
serd apenas correspondente a esta catinona. Deste modo, a mefedrona nao deve ser quantificada pela aplicacdo da
metodologia desenvolvida.

oA

0780601 10-15-28 BORAZU(TEB.0

200

e )

Anexo 6.95 - Cromatograma resultante da andlise por GC-FID da amostra Bliss Rosa 2, resultante de material
apreendido numa “SmartShop”, verificando-se que na zona do Rt da metilona — na ordem dos 11 minutos (catinona
sintética que se pretendia quantificar), existe um pico muito alargado, ndo sendo possivel afirmar com certeza de que
sera apenas correspondente a esta catinona. Deste modo, a metilona ndo deve ser quantificada pela aplicacdo da
metodologia desenvolvida.
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Anexo 6.96 - Cromatograma resultante da analise por GC-FID da amostra Blow Rosa 3, resultante de material
apreendido numa “SmartShop”, verificando-se que na zona do tr do MDPV - na ordem dos 14 minutos (catinona sintética
que se pretendia quantificar), existe um pico estreito e bem definido, pelo que é possivel quantificar o MDPV nesta
amostra, pela aplicacdo da metodologia desenvolvida.
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ANEXOS

Anexo 6.97 - Folha de Calculo desenvolvida com o intuito de facilitar o trabalho do analista, nomeadamente no que respeita ao calculo das incertezas associadas a cada fonte, bem como
da incerteza combinada e expandida. Exemplo de aplicagdo para determinacgéo da fracdo de mefedrona na solucéo de Padréo 3, que neste caso funcionou como amostra problema, para
testar a aplicacdo desta metodologia.

| Preencher células | i
1
Réplical Réplica2 Réplical Réplica2 :
Selecionar: | _mg/mL A_Pad A_PI A_Pad A_PI RA_Pad/Pl RA_Pad/Pl |RA_Pad/Pl (med [
Padd 3,8 41,07526 1,69737 40,35311 167176 24,19935547 | 24,13809997 | 24,16872772 :
A_Cat A_PI A_Cat APl RA_Cat/PI RA_Cat/Pl |RA_Cat/Pl (med) 1
Resultado 40,40554 2,51843 40,28498 2,48097 16,04394007 | 16,23759255 | 16,14076631 }
I
!
u(RA_Cat/Pl) | u(RA_Pad/Pl) | u(lal_max) | u(m_Pad(mg))| u(m_A (mg)) u(Pur) u(VA_PI (mL)) | u(VA_Solv (mL))] u{vPad_i (mL))}i{(vPad_Solv (mL)
alo 0,05825742]  0,178173512]  0,292065384]  0,244948991] 0244548991 0,000254516]  0,011590226]  0,057812917]  0,011550226]  0,057812917
RA_Cat/Pl | 16,14076631 5,1990 16,14076631]  16,14076631|  16,14076631|  16,14076631| 16,14076631| 16,14076631| 16,14076631] 16,14076631]  16,14076631
RA_Pad/Pl | 22,16872772]  24,16872772 RPL R L0 2416872772 24,16872772| 24,16872772| 24,16872772| 24,16872772| 24,16872772| 24,16872772(  24,16872772
|a]_max 0 0 0 0,292065384 0 0 0 0 0 0, |
m_Pad (mg) 19 19 19 JE]  19,24494859 19 19 19 19 19{ 19|
m_A (mg) 38,53 38,53 » ETXE] 3877494848 38,53 38,53 38,53 38,53 38,53
Pur 0,99871025]  0,99871025 99871 10,99871025| | 0,99871 0,998710 Nrelid  0,99871025| 099871025  0,99871025]  0,99871025
VA_PI (ml) 1 1 I 1l B =3 ; 1 011590226 1 1 Faghp
VA_Solv (mL) 4 a] W %—s’l dul [ | 2 4 Fl 40578129 2 4
VPad_Pl (mL) 1 1 1 T=F1 1 1 1 1 1 011590226 1
VPad_Solv (n] 4 2 2 2 2 2 2 2 2 Fl 40578129
w_Cat 0,328900444] 0,330087556| 0,326493512] 0326899421 0,333140646] 0,326822715] 0,328984263]  0,32966285] 0,332703383| 0,328139801]  0,325140974
(ow_cat)/(a(xi))]  0,020377003] -0,013508924] -0,006851284]  0,01731055] -0,008482292] 0,329325191] 0065780089 0,065780089]  -0,06562796] -0,065028195
(ow_Cat)/(a(xi)ulxi)]  0,001187112] -0,002406932] -0,002001023]  0,004220202] -0,002077729]  8,381876-05]  0,000762206]  0,003802939] -0,000760643]  -0,00375947
u= 0,007953976, I
U(95 %)= 0,015907953 [
U’ (95 %)= 4,83671% :
I
1
1
| Soma
[contagem percentual de componentes:f] 2207%BE ] 9157%]IL] __ 6,320%| BN 0B 10%|lE | 6,824%] 0,011l 0195 [N 22880l  oo15%[MENN 22.540%|  100%
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ANEXOS

Anexo 6.98 - Folha de Calculo desenvolvida com o intuito de facilitar o trabalho do analista, nomeadamente no que respeita ao calculo das incertezas associadas a cada fonte, bem como
da incerteza combinada e expandida. Exemplo de aplicagdo para determinacdo da fragao de metilona na solucéo de Padréo 3, que neste caso funcionou como amostra problema, para
testar a aplicacdo desta metodologia.

Preencher células

1
1
1
Réplical Réplica2 Réplical Réplica2 :
Selecionar: mg/mL A_Pad A_PI A_Pad A_PI RA_Pad/PI RA_Pad/Pl |RA_Pad/PI (med) :
Pad4 3,758 15,73082 1,69737 16,22993 167176 9,267761301 | 9,708289467 | 9488025384 1
A_Cat A_PI AA A_PI RA_Cat/Pl RA_Cat/Pl  |RA_Cat/PI (med) 1
Amostra 16,76983 2,51843 16,7079 2,48097 6,658843009 | 6,734422423 | 6,696632716 :
1
I
u(RA_Cat/Pl) | u(RA Pad/Pl) | wu(lal_max) | u(m_Pad (mg)) | u(m_A(mg)) u(Pur) u(VA_PI (mL)) |u(VA_Solv (mL))| u(vPad_PI (mL))s(vPad_Solv (mL)
alo 0,112800549]  0,112800549]  0,551511188]  0,244948991]  0,244948991]  0,000350201]  0,011590226] 0,057812917]  0,011590226]  0,057812917
RA_Cat/Pl | 6,696632716 - 1 FEEDL: 6,696632716| 6696632716  6,696632716|  6,696632716]  6,696632716|  6,696632716|  6,696632716[  6,696632716]  6,696632716
RA Pad/Pl | 9,488025384]  9,488025384 [EECR=VVLT: 9,488025384| 9,488025384| 9,488025384| 9,488025384| 9.488025384| 9.488025384] 9488025384 9488025384
1a]_max 0 0 ] o 88 0 0 0 0 0 o] o|
m_Pad (mg) 18,79 18,79 18,79 18,79 9,03494899 18,79 18,79 18,79 18,79 18,79( 18,79|
m_A (mg) 38,53 38,53 38,53 38,53| 38,53 8,7749488 38,53 38,53 38,53 38,53 38,53
Pur 0,98246812 0,98246812 ﬂ'@&yﬁﬁl‘“‘mﬁiﬂz . " 0,98246812 [EERGE-EVESE: 0,98246812 0,98246812 0,98246812 0,98246812
VA_PI (mL) 1 i B 16 Bl i 0§ 23 1 1 011590226 1 1 FEgi -
VA_Solv (mL 4 a & %L:-aﬁi sl § B e a 4 il 40578129 2 4
VPad_PI (mL) 1 1 1 - 1 1 1 1 1 1 011590226 1
VPad_Solv (n] 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Fl 40578129
w_Cat 0,338163617 0,34385977|  0,334190517|  0,329464453| 0,342571964] 0,336027371|  0,338284156|  0,338947496]  0,342073662]  0,337381552{  0,334298266
(ow_cat)/(a(xi))]  0,050497561] -0,035222346] -0,015773323]  0,017996999] -0,008721188]  0,344198056]  0,067632723]  0,067632723]  -0,06747631] -0,066859653
(0w_Cat)/(d(xi))*u(xi)]  0,005696153 -0,0039731]  -0,008699164]  0,004408347] -0,002136246]  0,000120538]  0,000783873]  0,003910045] -0,000782066] -0,003865352
u= 0,013393066 |
U(95 %)= 0,026786132 |
U’ (95 %)= 7,92106% :
1
1
. 1
| Soma
[contagem percentual de componentes B 18,089%[I | 8,800%[ M #2.185%[ | 10,834%[] 2,544%] 0,008%] 03a3%[l] __ 8,523%] o3a1x[l]  s3o0% 100%
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ANEXOS

Anexo 6.99 - Folha de Calculo desenvolvida com o intuito de facilitar o trabalho do analista, nomeadamente no que respeita ao calculo das incertezas associadas a cada fonte, bem como
da incerteza combinada e expandida. Exemplo de aplicagdo para determinacao da fracdo de MDPV na solucéo de Padréo 3, que neste caso funcionou como amostra problema, para
testar a aplicacdo desta metodologia

| Preencher células | :
Réplical Réplica2 Réplical Réplica2
Selecionar: mg/mL A_Pad A_PI A_Pad A_PI RA_Pad/PI RA_Pad/Pl |RA_Pad/PI (med)
Pad4 3,744 31,64297 1,69737 31,26328 1,67176 18,64235258]  18,7008183] 1867158544
A_Cat A_PI A_Cat A_PI RA_Cat/PI RA_Cat/Pl |RA_Cat/PI (med)
Amostra 31,53114 2,51843 31,15723 2,48097 12,5201574 12,5584872 12,5393223
|
|
u(RA_Cat/Pl) | u(RA Pad/Pl) | u(lal_max) | u(m_Pad (mg)) | u(m_A (mg)) u(Pur) u(VA_PI (mL)) |u(vA_Soiv (mL))| u(vPad_i (mL))li(vPad_Solv (mL)
alo 0,032514323]  0,091733815] 0,259437403]  0,244948991| 0,244948991] 0000375128] 0,011590226] 0,057812917] 0,0115%0226]  0,057812917
RA_Cat/PI 12,5393223 8366 12,5393223 12,5393223 12,5393223 12,5393223 12,5393223 12,5393223 12,5393223 12,5393223 12,5393223
RA_Pad/Pl | 1867158544] 1867158544 Wlkksirld 1867158544 1867158544 1867158544 1867158544  1867158544| 1867158544 1867158544  18,67158544)
|a]_max o, * o _ I _40,25943740 0 0 0 = .0 .. 0 0
m_Pad (mg) Beaf * A F 87N ) * 3872 |} 18,72 8,96494899 18,72, 18,72 1872= A BN TN 1872 18,72
m_A (mg) 3853 .| 385 13853 | 38,53 EFEE] 3877494899 38,53 3853] ~ .3853| '~ 3853 38,53
Pur 0,99277705 0,99277705 0,99277705 0,99277705 0,99277705 0,99277705 XL : 0,99277705 0,99277705 0,99277705 0,99277705
VA_PI (mL) 1 1 1 1 1 1 1 011580226 1 1 1]
VA_Solv (mL) 4 4 4 4 4 4 4 il 40578129 4 4
VPad_PI (mL) 1 1 Al 9 7y 1] 1 1 1 011590226 1]
VPad_Solv (n] 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Pl 4,0578129
w_Cat 0,323930196]  0,324770143]  0,322326502| 0,321698031| 0,328168784] 0,321883865{  0,324052595| 0,324681081| 0,327675666| 0,323181047|  0,320227538
(ow_Cat)/(d(xi)) 002583315 -0,017264013] -0,008603867]  0,017303963]  -0,00835411 0,32628695|  0,064786038]  0,064786039| -0,064636208] -0,064045508|
(ow_Cat)/(d(xi))*u(xi)]  0,000839947] -0,001583694] -0,002232165] 0004238588 -0,002046331] 0,000122399]  0,000750885 0,00374547]  -0,000749148]  -0,003702658|
u= 0,007695941 I
U(95 %)= 0,015391882 |
U' (95 %)= 4,75160% :
|
I
|
[contagem percentual de componentes| 1,101%]E] 4235%[IE ] 8413%|NS0353%|l | 7,070% 0,025%[1 0,952% I 23,686%]| 0,948% = 23.1h7%

100%
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Anexo 6.100 - Folha de Calculo desenvolvida com o intuito de facilitar o trabalho do analista, nomeadamente no que respeita ao calculo das incertezas associadas a cada fonte, bem
como da incerteza combinada e expandida. Exemplo de aplicacdo para determinagdo da fracdo massica de MDPV na amostra Blow Rosa 3, resultante de material apreendido numa

“SmartsShop”. |
| Preencher células | |
1
Réplical Réplica2 Réplical Réplica2 :
Selecionar: mg/mL A_Pad A_PI A_Pad A_PI RA_Pad/PI RA_Pad/Pl [RA_Pad/PI (med) :
Pad4 3,744 31,64297 1,69737 31,26328 1,67176 18,64235258 | 187008183 18,67158544 |
A_Cat A_PI A_Cat A_PI RA_Cat/PI RA_Cat/Pl |RA_Cat/PI (med) 1
Amostra 3,87321 0,31375 3,89143 0,3144 12,34489243 | 1237732188 | 12,36110716 :
I
!
u(RA_Cat/Pl) | u(RA_Pad/Pl) | u(lal_max) | u(m_Pad(mg)) | u(m_A (mg)) u(Pur) u(VA_PI (mL)) |u(vA_Solv (mL))| u(vPad_Pi (mL))}s(vPad_Solv (mL)
alo 0,032514323]  0,091733815]  0,259437403]  0,244948975]  0,244948975| 0,000375128] 0,0115%0226] 0,057812917]  0,011590226]  0,057812917
RA Cat/Pl | 12,36110716 :RIPRULY  12,36110716)  12,36110716]  12,36110716|  12,36110716| 12,36110716| 12,36110716| 12,36110716| 12,36110716]  12,36110716
RA Pad/Pl | 18,67158544] 1867158544 WLEESUYI 1867158544 1867158544  18,67158544| 1867158544 1867158544 1867158544| 18,67158544] 1867158544
1al_max 0 0 [l  0,25943740 0 0 0 0 0 0 0
m_Pad (mg) 18,72 18,72 18,72 18,72 8,9649489 18,72 18,72 18,72 18,72 18,72 18,72
m_A (mg) 25,17, 517 L 5 25,17 25,17 4149485 25,17 25,17 25,17 25,17 25,17
Pur 0,89277705 0,89277705 L@h W ,892777C 0,99277705 [RX: T : 0,89277705 0,89277705 0,89277705 0,99277705|
VA_PI (mL) 1 i 9 U0 1 a8 B | B 1 011590226 1 1 Fagiye <
VA_Solv (mL) 4 7| ot Wy G/ E & i} [ 7 i A 40 : 4
VPad_PI (mL) 1 1 1] ¥ 1 1 1 1 1 1 011590226 1
VPad_Solv (n] 4 4 4 4 4 4 4 4 4 il 4,0578129
w_Cat 0,488821763]  0,490107546|  0,486431915] 0,485305482| 0,495217937| 0,484110505] 0,489006468] 0,489954874|  0,494473805| 0,487691272{ 0483234326
(ow_Cat)/(a(xi))]  0,039545144] -0,026051988] -0,013553485]  0,026112274] -0,019233631]  0,492378186]  0,097764353]  0,097764353] -0,097538254] -0,096646865
(ow_Cat)/(a(xi))*u(xi)]  0,001285784] -0,002389848] -0,003516281] 0,006396175] -0,004711258]  0,000184705] 0,001133111] 0,005652042]  -0,00113049] -0,005587437
u= 0,012190035 |
U(95 %)= 0,02438007 |
U' (95 %)= 4,98752% :
|
1
l
[contagem percentual de componentes:] 11%]E]  3sesn]lE ] 8320 B 0T 5s B 14,9575 0,023%]] 0,864% I 21.298%| 0,860% [ 21.0D9%

100%
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ANEXOS

Anexo 6.101 — Célculos para obtencgéo dos valores da fragdo méssica de cada catinona sintética em estudo, na solucéo
de Padrao de Calibragdo 3, utilizada como amostra problema, para verificar a compatibilidade metroldgica.

Meae

Wcat(calculada) my "
mostra

Padréo de Calibracédo 3:

Mpmostra = mMefedrona + Mpyetilona + Myppy
Mymostra = 12,93 (mg) + 12,92(mg) + 12,68(mmg)

Mamostra = 38,53 mg

Mefedrona (1):

w, _ 1293 (mg) = 0,336
Cat(calculado) ~— 38,53 (mg) < Cat(calculado) ~— ~’
Metilona (2):
w _ 12,92 (mg) - 0335
Cat(calculado) ~— 38,53 (mg) < Cat(calculado) ~— ~’
MDPV (3):
_ 12,68 (mg) _ 0329

Wcat(calculado) - 3853 (mg) A Cat(calculado)

Anexo 6.102 - Involucro dos quatro produtos resultantes de material apreendido de uma "'SmartShop", com suspeita
de conterem pelo menos uma das catinonas sintéticas em estudo.

" Blow plant feeder 0.5g¢

Blow plant feeder 0.5 : J
g =1
TIUE T E
sl = 270002
2700128986 9 SARLE

20,50€ na oy

"SR eR’ 7 - l ‘ 1'] ‘m’

PLANT FOOD

NOT FOR HUMAN CONSUMTIG

Blow Azul 1 Blow Azul 1B Bliss Rosa 2 Blow Rosa 3

142



ANEXOS

Anexo 6.103 - Compilacdo das 57 amostras analisadas no a&mbito deste trabalho e andlises efetuadas com vista &
identificacdo das substancias psicoativas eventualmente presentes.

Amostra Tipo, Massa Anélise Efetuadas

1 P6, 217 mg GC-MS (‘anfet’) e RMN H (DMSO-ds, D,O e CDCl5)

2 Matriz herbal, 535 mg | GC-MS (‘bup’), Extracdo MeOH e TLC
GC-MS (‘bup’), Extracao MeOH, TLC, Purificagdo em CC, RMN

3 Matriz herbal, 1235 mg | *H Fragd020-22 (CDCls), RMN *H e Caracterizagdo RMN (CDCls,
MeOD e DMSO-ds) Fracdo40-43

4 P6, 14 mg GC-MS (‘anfet’), RMN H, 1¥C APT, COSY, HSQC, HSQC-
TOCSY e HMBC (DMSO-dg)

5 Pé, 25 mg GC-MS (‘MS_M’), RMN *H e HSQC-TOCSY (DMSO-dc)

6 Pé, 26 mg GC-MS (‘anfet’) e RMN *H (DMSO-ds)

7 Solugéo Liquida TLC, RMN H (DMSO-ds) antes e ap6s evaporagdo do liquido

8 Solugéo Liquida TLC, RMN 'H (DMSO-ds) antes e ap6s evaporagdo do liquido

9 Solugdo Liquida TLC, RMN H (DMSO-ds)

10 Solucdo Liquida TLC, RMN 'H (DMSO-ds)

11 P& Colorimétricos Marquis e Scott, GC-MS (‘anfet’)

12 P& Colorimétricos Marquis e Scott, GC-MS (‘anfet’)

13 Pé, 62 mg GC-MS (‘anfet’) e RMN *H (DMSO-ds)

14 P, 23 mg GC-MS (‘anfet’), RMN *H, HSQC-TOCSY e COSY (DMSO-ds)

15 Pé, 27 mg GC-MS (‘anfet’) e RMN H (DMSO-ds)

16 Pé, 28 mg GC-MS (‘anfet’), RMN 'H, HSQC-TOCSY e COSY (DMSO-ds)

17 Autocolantes Extracdo (NaHCOs e H,0O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet”)

18 Autocolantes Extracdo (NaHCO; e H;0O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

19 Microselos Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

20 Autocolantes Extracdo (NaHCOs3; e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

21 Microselos Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

22 Microselos Extracdo (NaHCOs3 e H,0 destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

23 Microselos Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

24 Microselos Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

25 Microselos Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

26 Autocolantes Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

27 Autocolantes Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

28 Autocolantes Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘anfet’)

30 Pé, 58 mg GC-MS(‘anfet’), RMN H (DMSO-ds)

31 P4, 47,7 mg GC-MS (‘anfet’), RMN H (DMSO-ds)

32 P4, 50,2 mg GC-MS(‘anfet’), RMN *H (DMSO-ds)

33 Matriz herbal, 61,4 mg g/cltég/lg)f‘_ia_rifgt’), Extragcdo MeOD, RMN *H, HSQC e HMBC

34 Pé, 26 mg GC-MS (‘anfet_L’), RMN H, COSY, HSQC e HMBC (DMSO-dg)

35 P6, 70 mg EBDCI\-Al\éI(S)_(C;?)nfet’), RMN *H, 3C APT, COSY, HSQC e HMBC

36 Pé, 34 mg GC-MS (‘anfet_L’) e RMN H

37 P6, 45 mg GC-MS (‘anfet’), RMN H, $3C APT, COSY, HSQC e HMBC

(DMSO-ds), e RMN H, ¥*C APT, COSY, HSQC e HMBC (CDCl5)
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ANEXOS

Anexo 6.103 (Continuacéo) - Compilacdo das 57 amostras analisadas no &mbito deste trabalho e anélises efetuadas com
vista a identificacdo das substancias psicoativas eventualmente presentes.

Amostra Tipo, Massa Anédlise Efetuadas

38 Residuos (matriz herbal) | GC-MS (‘MS_M’), Extragdo MeOD, HR-RMN e ESI-MS/MS
GC-MS (‘anfet’), RMN H, $¥C APT, COSY, HSQC, HMBC e

39 Pé, 25 mg NOESY (DMSO-dgs), e RMN *H, **C APT, COSY, HSQC e HMBC
(MeQOD)

40 Pé Colorimétricos Marquis e Scott, GC-MS (‘anfet’)
Extracdo (NaHCOs3 e H,0 destilada), TLC, GC-MS (‘anfet’), RMN

a1 Microselos !H (CDCls), RMN *H (MeOD), Extragdo MeOD e RMN H, 13C
APT, COSY, HSQC e HMBC (MeOD), MS e ESI-MS, RMN *H,
13C APT, COSY, HSQC, HMBC e NOESY (DMSO-ds)

42 Vinho Basificacdo (NaOH), Extracdo (CHCIs) e GC-MS (‘MS_25min”)

43 Alimento pa‘r.a animais Lavagem com MeOH e GC-MS (‘MS_L")

(carne ‘isco)

44 Animal Lavagem com MeOH

45 Alimento para animais | Filtragdo, Extracdo (éter de petréleo)

46 Torrdes de aglcar Extracdo (NaHCOs3 e H,O destilada), TLC e GC-MS (‘MS_M’)
Extracdo (NaHCOs3; e H,O destilada), TLC, GC-MS (‘anfet’),

47 Microselos Extracdo CDCl; e RMN *H (CDCls), Extragdo D,O e RMN H
(D20), Evaporagdo e Liofilizago extrato DO, RMN *H (MeOD),
Extracdo MeOD e RMN *H, COSY e HSQC (MeOD)
GC-MS (‘anfet’), Extragdo MeOD, Filtragdo e RMN 'H (MeOD),

48 Comprimido Evaporagéo extrato e RMN 'H, COSY, HSQC-TOCSY e HMBC
(D20)
GC-MS (‘anfet’), RMN 'H, COSY e HSQC (DMSO-ds), e RMN

49 P& 'H, 3C APT, COSY, HSQC, HMBC e NOESY (DMSO-dg) com
janela alargada

50 P64, 50 mg GC-MS (‘anfet’), RMN *H e COSY (DMSO-ds)

51 Pé, 30 mg GC-MS (‘anfet’), RMN *H e COSY (DMSO-ds)

52 Pé, 50 mg GC-MS (‘anfet’), RMN H e COSY (DMSO-ds)

53 P6. 120 m GC-MS (‘anfet’), RMN H, **C APT, COSY, HSQC e HMBC

' g (DMSO-ds), FTIR (pastilha KBr), MS (ESI+)

GC-MS (‘anfet’), RMN H, $3C APT, COSY, HSQC, HMBC e

54 P4, 199 mg HSQC-TOCSY (DMSO-dg), e RMN *H, 13C APT, COSY, HSQC e
HMBC (CDCly)

55 P6, 587 mg GC-MS (‘anfet’), RMN 'H, COSY, HSQC e HMBC (DMSO-dg)

56 P6 GC-MS (‘anfet’), FTIR (pastilha KBr) e RMN *H (DMSO-ds)

57 P, 145 mg GC-MS (‘anfet’), RMN *H e COSY (DMSO-dg)
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Anexo 6.104 - Cromatograma do exame correspondente a amostra que revelou conter dois canabinoides sintéticos,
5F-PB22 e 5F-AKB48, com tempos de retencdo de 6.5 e 29.8 minutos, respetivamente, por GC-MS.

Arche

Tne=—

Anexo 6.105 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencdo 6.5 minutos, resultante da anélise por GC-MS.

O padrao de fragmentacéo é compativel com o composto 5F-PB22.
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Anexo 6.106 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengéo 29.8 minutos, resultante da analise por GC-MS.

O padrao de fragmentacéo é compativel com o composto 5F-AKB48.
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ANEXOS

Anexo 6.107 - Espetro de RMN 'H do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.108 - Espetro de RMN 3C do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.109 - Espetro de COSY do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.110 - Espetro de HSQC do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.111 - Espetro de HMBC do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.112 - Espetro de RMN 'H do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.113 - Espetro de RMN 3C do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeQOD.

L =
CIIAPT MeQOD {CABruken TORPSFING mjc 14 e
&
w OO U= OHONOMNBDE ko F
e CFDNOOVOOODIONR=N @O 9« ) DM@ — oMo w@mee o |
5 STOOOOF—DONGO—0NO O O 1= QNS00 k- ®WH Ne [
- AL N=ONO~RGOD=00G O [y G- om0 FIIO M
10 OO O OnnN — W | @S innn Now@ e
w BHFTGEHGOEHNEENNNN — O 1 03 a5 @ g3 0% 00 €9 00 - =g mn [
- LI R KA A QL S 4 0 o of f o of o o o o mHo N |
| VNS W | e Y Y L,
=
w el i o
v 1 = [F ! ” " L
[ o
=
L&
[ o
]
F
[ o
&
L

I I I I
160 140 120 100 80 €0 40 [ppm]

Anexo 6.114 - Espetro de COSY do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.115 - Espetro de HSQC do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.116 - Espetro de HMBC do composto 5F-PB22, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.117 - Espetro de RMN *H do composto 5F-AKBA48, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.118 - Espetro de RMN 3C do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.119 - Espetro de COSY do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.120 - Espetro de HSQC do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.
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Anexo 6.121 - Espetro de HMBC do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em CDCls.

' | TN A

!

fhmbegpafgnp COCIS {OABruken TORPSPING mic 37

L

-l

‘,,H,.

T

-

-"

ama

PR

.

F1 [ppm]

120 100 B8O 60 40

140

F2 [ppm]

Anexo 6.122 - Espetro de RMN *H do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material

apreendido em Portugal, obtido a partir da anélise em MeOD.
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Anexo 6.123 - Espetro de RMN 3C do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.

) =

CI3ARPT MeOD {CABrukenTOPSFING mjc 33 L@
o m m W oo I F
L + ® TN NS - oo k- W= C Oy — 00— ) O — O KD = O O =F M Ly =3 |
o @ SemO o W0 =0 O L0 -0 O T — O 03 P W) O T Lo — L e 60 gy -
& - O P o & @ T = O RONT O — OO NaND G|

] o m P 05 05 0% - e CoQUUITRN— OO OnmITOwn o

W o+ @ eIl el - 1 € BODHOHOHOHOHOHONE e SOom| ™
= - = e - o WML T TGO GOHGNN

i m

T T 1 H <

w

o

[ o

=

T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T

160 140 120 100 80 1] 40 [ppm]

Anexo 6.124 - Espetro de COSY do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.125 - Espetro de HSQC do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.126 - Espetro de HMBC do composto 5F-AKB48, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.127 - Espetro de RMN 'H da amostra resultante de material apreendido em Portugal contendo LSD em mistura
com outras substancias nao identificadas, obtido a partir da analise em DMSO-ds. Encontram-se identificados os sinais
gue permitiram chegar a concluséo da presenca de LSD.
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Anexo 6.128 - Espetro de COSY da amostra resultante de material apreendido em Portugal contendo LSD em mistura
com outras substancias nao identificadas, obtido a partir da analise em DMSO-ds. Encontra-se identificada a correlacdo
de sinais que permitiu chegar a conclusdo da preseng¢a de LSD, e ndo de um derivado na amina referida.
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Anexo 6.129 - Espetro de HSQC da amostra resultante de material apreendido em Portugal contendo LSD em mistura
com outras substancias ndo identificadas, obtido a partir da analise em DMSO-ds. Encontram-se identificados os sinais
gue permitiram chegar a concluséo da presenca de LSD.
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Anexo 6.130 - Cromatograma do exame de microselos, correspondente a amostra que revelou conter um composto
maioritario, 251-NBOH, por GC-MS.
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Anexo 6.131 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retenc¢do 11.0 minutos, resultante da anéalise & extragéo de
microselos por GC-MS. O padrao de fragmentacao é compativel com o composto 2C-H.
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Anexo 6.132 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retenc¢do 12.9 minutos, resultante da anélise & extracéo de

microselos por GC-MS. O padrao de fragmentacdo é compativel com o composto 2C-C.
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Anexo 6.133 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retenc¢do 14.8 minutos, resultante da analise & extracéo de
microselos por GC-MS. O padrao de fragmentacdo é compativel com o composto 2C-I.
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Anexo 6.134 - Espetro de RMN *H do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeQOD.

Extracao direfaments com MeOD, de 3 microselos de amostra i ?
profac.gnp MeQD {CABrukenTOPSPING mjc 10 L=
O O LG — [l e oW =gk COCQCoCOoONTOHMOD— -O
0 O WD = - 0 o oW O°oO0NWORO0— =
= NO 0 oF 0oy = MmO oo OGN o
QNN @00 = Mh Aooeo-ooaaa -
Ll d 0 W0 W W = 00 OOOOGROHHHNNN L
S R e R
L e
J [
_O
iw I~ - | :
=4 [1+] o — B
I LR LR
T I| | LI“’I T T T T | T T T Ilﬁ\lﬂ| LI‘ID T T T | Pt
7 6 5 4 [ppm]

Anexo 6.135 - Espetro de RMN 3C do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.136 - Espetro de COSY do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeQOD.
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Anexo 6.137 - Espetro de HSQC do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeOD.
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Anexo 6.138 - Espetro de HMBC do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em MeQOD.

Joo

Exiracan direfamenie com Me 0D de 3 microsslos de amosira ~ E
hmbegpgfang MeQD {CABrken TOPSPING mijc 10 i =
[ . . | &
T - - __ o
| i (7]
8

. . _ L
| o
- = . ey _— ‘Ie

D T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T i

7 6 5 4 3 F2[ppm]

Anexo 6.139 - Espetro de RMN *H do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.140 - Espetro de RMN 13C do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.141 - Espetro de COSY do composto 25I-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.142 - Espetro de HSQC do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.143 - Espetro de HMBC do composto 251-NBOH, identificado numa das amostras resultantes de material
apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.144 - Cromatograma do exame com suspeita de Bloom, correspondente a amostra que revelou conter um

composto maioritario, a-PHP, por GC-MS.
Anaadwae=

e

Anexo 6.145 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 14.23 minutos, resultante da andlise a amostra
suspeita de Bloom, por GC-MS. O padréo de fragmentacao é compativel com o composto a-PHP.
AoucEeoe
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Anexo 6.146 - Cromatograma do exame que dizia conter “Sulfato de Bario”, e que ap6s analise por GC-MS, revelou
conter um composto minoritario (Rt 5.9 minutos) cujo padrao de fragmentacéo seria semelhante ao precursor BMK, e
um composto maioritario (Rt 9.5 minutos), cujo padrdo de fragmentacdo seria semelhante ao composto
2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo (biblioteca de espetros Wiley - 56%0).

Annchas

164



ANEXOS

Anexo 6.147 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencdo 5.9 minutos, resultante da andalise a amostra
suspeita que dizia conter “Sulfato de Bario”, por GC-MS. O padrdo de fragmentacéo é compativel com o precursor
BMK.
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Anexo 6.148 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retencdo 9.5 minutos, resultante da andlise & amostra
suspeita que dizia conter “Sulfato de Bario”, por GC-MS. O padr&o de fragmentacéo é compativel com o composto
2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo com um grau de certeza de apenas 56% (biblioteca de espetros Wiley).
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Anexo 6.149 - Espetro de RMN *H do composto 2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo, identificado numa das amostras
resultantes de material apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.150 - Espetro de RMN *3C do composto 2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo, identificado numa das amostras
resultantes de material apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.151 - Espetro de COSY do composto 2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo, identificado numa das amostras
resultantes de material apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-d6.
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Anexo 6.152 - Espetro de HSQC do composto 2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo, identificado numa das amostras
resultantes de material apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.153 - Espetro de HMBC do composto 2-fenil-3-oxo-butanoato de metilo, identificado numa das amostras
resultantes de material apreendido em Portugal, obtido a partir da analise em DMSO-ds.
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Anexo 6.154 - Resultados da andlise de FTIR da amostra 53 (tabela 2.8), em pastilha de KBr.
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Anexo 6.155 - Resultados da anéalise MS (ESI+) realizada a amostra 53 (tabela 2.8).

F: TMS + ¢ ESIFul ms [S0.00-1000.00]
100

5
20

85

o 8 & 8 a 8

4]

B B8 &6 & &

7390 82585
1045388

150.93

5636 62.59
T

192

185.10

€9.31 7453 8085 8492 9093
T T

" ESI(+)

20095 30814

240.08
23413

315.06

43807
32598 34506 37415 39907

441.47

269.04
4 28604
oA 416.11 483397

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 280 480 s00

MS/MS 193 ESI(+)

153,28

9587 10457 11091 11871 12304 13383 14556 14898 15682 [ 15141 17285 7370 15705 12216

€0 70

80

T
90

e
100 110 120 130 140 150 180 170 180 190
mz

169



ANEXOS

Anexo 6.156 - Cromatograma do exame com suspeita de conter uma substancia depressora, que revelou conter um

composto maioritario, Lorazepam, por GC-MS.
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Anexo 6.157 - Espetro de massa correspondente ao tempo de retengdo 13.91 minutos, resultante da analise a amostra
suspeita de conter uma substancia depressora, por GC-MS. O padréo de fragmentacdo é compativel com o composto

Lorazepam.
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Anexo 6.158 - Compilacéo das amostras analisadas ao longo do trabalho desenvolvido, com identificag8o da suspeita e
do resultado efetivamente obtido no decorrer das analises.

Amostra Tipo Suspeita Resultados e Observacoes

1 Po DOET ou outra feniletilamina | Inconclusivo

2 Matriz herbal 5F-AKB48 + 5F-PB22 5F-AKB48

3 Matriz herbal 5F-AKB48 + 5F-PB22 5F-AKB48 + 5F-PB22

4 Pé Catinonas Sintéticas + Cafeina | 3-FPM

5 P Catinonas Sintéticas 4-CMC e 4CI-PVP (2:1)

6 Pé Catinonas Sintéticas 4-CEC

7 Solucgdo Liquida LSD ou derivado LSD

8 Solugdo Liquida LSD ou derivado LSD

9 Solugdo Liquida LSD ou derivado LSD

10 Solugéo Liquida LSD ou derivado LSD

11 Pé Bloom o-PHP

12 Pé Bloom o-PHP

13 P4 Substancia inorgénica Inconclusivo

14 P6 Cafeina + Flefedrona + >-MEC | o MEC + Cafeina (5:1) +
Flefedrona

. . Metilona + 4-MEC +
15 PO Pentedrona + Metilona + ?-CEC Pentedrona (2:1:1)
. . Metilona + 4-MEC +

16 PO Pentedrona + Metilona + ?-CEC Pentedrona (2:1:1)

17 Autocolantes LSD Nada detetado

18 Autocolantes LSD Nada detetado

19 Microselos LSD 5-MeO-MiPT

20 Autocolantes LSD Nada detetado

21 Microselos LSD 5-MeO-MiPT

22 Microselos LSD DOC

23 Microselos LSD DOC

24 Microselos LSD DOC

25 Microselos LSD 5-MeO-MiPT

26 Autocolantes LSD Nada detetado

27 Autocolantes LSD Nada detetado

28 Autocolantes LSD Nada detetado

29 P BMK ou Methyl-tetralona APAA + BMK

30 P4 BMK ou Methyl-tetralona APAA + BMK

31 P4 BMK ou Methyl-tetralona APAA + BMK

32 P4 BMK ou Methyl-tetralona APAA + BMK

33 Matriz herbal Canabinoides Inconclusivo

34 Pé Nicotina Inconclusivo

35 Pé BMK APAA + BMK

36 Po Desconhecido Inconclusivo

37 P4 MDP2P MDP2P glicinato

38 Residuos 5F-ADB 5F-ADB

39 P& 4-Acetoxi-DMT 4-Acetoxi-DMT

40 Pé Bloom o-PHP

41 Microselos Mistura 2C-1, 2C-C e 2C-H 251-NBOH

42 Vinho Benzodiazepinas Lorazepam

Alimento para
43 animais (carne Veneno Nada detetado
‘isco)
44 Animal Veneno Nada detetado
45 Allmgnto_para Veneno Nada detetado
animais
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Anexo 6.158 (Continuacao) - Compilagdo das amostras analisadas ao longo do trabalho desenvolvido, com identificagdo
da suspeita e do resultado efetivamente obtido no decorrer das analises.

Amostra Tipo Suspeita Resultados e Observac6es
46 Torrdes de aclcar LSD Codeina + Morfina
47 Microselos Lidocaina + Cafeina Lidocaina + Cafeina
48 Comprimido MDMA + Metilona + ? MDMA + Metilona + Di-
Metilona
49 Pé APAA + BMK APAA
50 Pé 4-CEC + TH-PVP 4-CEC
51 Pé 4-CEC + TH-PVP 4-CEC
52 Po Precursores 2,5-dimetoxibenzaldeido
53 Po ‘Sulfato de Bario’ BMK? 3-ox0-2-fenilbutirato de metilo
54 P6 BMK + 3-c:x'06:§'—ofiul—butyrate APAA + BMK
. BMK + 3-ox0-2-fenil-butyrate
55 P6 S APAR y APAA
56 P6 Sulfato de Béario Inconclusivo
57 P6 Pentedrona N-etilpentilona
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