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Resumo

O presente trabalho foi realizado no ambito de um protocolo de estagio entre a
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra (FCTUC), a Faculdade de
Ciencias da Universidade de Lisboa (FCUL) e o Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciencias Forenses (INMLCF) inserido num protocolo de colaboragao existente entre a FCUL,
o INMLCF e o Laboratério de Policia Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ) que visa a
analise de substancias, a determinagao de padroes e a investigagao cientifica no ambito das
NSP.

As NSP sao definidas como substancias psicoativas nao controladas pelas Convengoes
das Nagoes Unidas sobre os Estupefacientes e Substancias Psicotrépicas, mas que possam
constituir uma ameaca para a saude publica. O surgimento destas substancias levou a existéncia
de diversas problematicas, nomeadamente a sua dificil identificagdo devido ao nimero,
diversidade e ritmo a que surgem, o acesso a materiais de referéncia certificados e a necessidade
de validacio de métodos para a sua anilise em matrizes biologicas. Adicionalmente, ¢é
importante estender a investigacio de NSP a compostos analogos as substincias que se
encontrem a emergir atualmente, adotando-se uma atitude proativa perante este fenémeno.

A presente dissertacao teve trés objetivos principais. O primeiro objetivo consistiu na
analise, por RMN, de duas amostras de produtos apreendidos em Portugal, tendo-se
identificado o canabinoide sintético 5SF-ADB (composto adicionado a Convengao das Nag¢oes
Unidas de 1971 em 2018, passando a partir desta data a ser considerado uma droga, e
abrangido pelo Decreto-Lei n.° 15/93 desde fevereiro de 2019) e o detivado de fenciclidina
3-MeO-PCP (uma NSP abrangida pelo Decreto-Lei n.° 54/2013), ambos produtos psicoativos
controlados em Portugal e com efeitos toxicos letais.

O segundo objetivo foi a sintese de seis catinonas sintéticas (4-MDMB, 4-MNEB,
4-MDMP, 4-MNEP, 4-MDMH, 4-MDEB) com vista nao s6 a fornecer ao LPC-P] padrdes
para serem usados nas suas analises, como também para realizar a validagio de um método
analitico para a sua detecao e quantificagdo em sangue. Destas catinonas, a 4-MDMP, a
4-MDMH e a 4-MDEB sio compostos nunca reportados na literatura, a 4-MDMB e a
4-MNEB encontram-se disponiveis para venda na Cayman Chemical e a 4-MNEP foi reportada

na Europa, encontrando-se caracterizada na literatura. As catinonas foram sintetizadas na
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forma de cloridrato e caraterizadas por RMN, HRMS-ESI e GC-FID, comprovando-se a sua
obtencdo com um grau de pureza adequado (94%-97%) para a utilizacio na validagao do
método analitico proposto.

Finalmente, o ultimo objetivo deste trabalho foi a validagao de um método analitico
para a detegao e quantificacao em sangue das catinonas sintetizadas, utilizando SPE e GC-MS,
de modo a poder integra-lo na rotina laboratorial do Servico de Quimica e Toxicologia
Forenses (SQTF) do INMLCF. O método analitico escolhido apresentou linearidade para um
intervalo de 10-800 ng/ml., obtendo-se curvas de calibragio com um R superior a 0,99 para
todos os analitos, utilizando um fator de ponderacio de 1/x% o LLOQ e o LOD foram de,
respetivamente, 10 e 5 ng/mlL para todos os compostos. O método foi considerado seletivo,
preciso e exato para todas as catinonas estudadas de acordo com os critérios da Agéncia
Mundial Antidopagem, da International Conference on Harmonisation, da Food and Drug
Administration, bem como os critérios internos do SQTF. Durante a validacao do método nao
se verificaram fenémenos de arrastamento e o método demonstrou-se robusto. O processo
de extracao permitiu obter recuperacoes entre 73,3% e 88,2% e o estudo da estabilidade dos
compostos permitiu verificar que a catinona mais estavel foi a 4-MNEB, seguida da 4-MNEP,
da 4-MDMB, da 4-MDEB, da 4-MDMP e, por fim, da 4-MDMH. O método validado foi
aplicado na analise de amostras reais que tinham produzido resultados positivos para

anfetaminas, ndo se revelando, no entanto, positivas para as catinonas em estudo.

PALAVRAS-CHAYVE: NSP; Catinonas Sintéticas; Sintese; RMN; Validacao; GC-MS.
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Abstract

The present work was carried out within the framework of an internship protocol
between Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra (FCTUC),
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL) and Instituto Nacional de Medicina
Legal e Ciéncias Forenses INMLCF) inserted in a collaboration protocol between FCUL,
INMLCF and Laboratério de Policia Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ) which aims at
studying new psychoactive substances (NPS).

NSP are defined as psychoactive substances not controlled by the United Nations
Conventions on Narcotic Drugs and Psychotropic Substances, but which may pose a threat
to public health. The emergence of these substances has led to several problems, such as
difficulties in their identification, either due to the number, diversity, rate of appearance and
limited access to certified reference materials, or to the need of validated methods for their
analysis in biological matrices. Additionally, it is important to extend NPS research to
compounds that are analogous to currently emerging substances, adopting thereby a proactive
attitude towards this phenomenon.

This dissertation was focused on three main objectives. The first consisted in the
analysis of two samples of products seized in Portugal using NMR, which led to the
identification of the synthetic cannabinoid 5F-ADB (added to the 1971 United Nations
Convention in 2018 and therefore considered a drug, and included in Dectree-Law n.° 15/93
in February of 2019) and of the phencyclidine derivative 3-MeO-PCP (a NPS included in
Decree-Law n.° 54/2013), both psychoactive substances controlled in Portugal and which may
pose lethal effects.

The second objective was the synthesis of six synthetic cathinones (4-MDMB,
4-MNEB, 4-MDMP, 4-MNEP, 4-MDMH, 4-MDEB) in order to be able to supply the LPC-P]
with analytical standards, not only to be used in laboratory routine analysis but also to be used
in the validation of an analytic method for their detection and quantification in blood. Three
from these cathinones, 4-MDMP, 4-MDMH and 4-MDEB, are new compounds which have
not been reported in the literature yet; 4-MDMB and 4-MNEB are available for purchase from
Cayman Chemical and 4-MNEP was reported in Europe and it is characterized in literature.

The cathinones were synthesized as hydrochloride salts, characterized by NMR, HRMS-ESI
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and GC-FID and were obtained with a suitable degree of purity (94%-97%) for their
subsequent use in the validation of the proposed analytical method.

Finally, the last objective was the validation of an analytical method for the detection
and quantification in blood of those six cathinones, using SPE and GC-MS, with the aim of
providing the laboratory of Servico de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTT) of INMLCF
with a validated method to be used in the laboratorial routine. The developed analytical
method proved to be linear in a range of 10-800 ng/ml., yielding calibration curves with an R*
higher than 0.99 for all the analytes using the weighting factor 1/x% while the LLOQ and the
LOD were respectively 10 and 5 ng/mlL for all compounds. The method was considered
selective, precise and accurate for all studied cathinones according to the World Anti-Doping
Agency, the International Conference on Harmonisation, the Food and Drug Administration,
and the internal SQTT criteria as well. During the validation of the method no carry-over was
observed and the method proved to be robust. Recoveries between 73.3% and 88.2% were
obtained in the extraction process, and the stability study showed that the most stable
cathinone was 4-MNEB, followed by 4-MNEP, 4AMDMB, 4-MDEB, 4-MDMP and, finally,
4-MDMH. The validated method was applied in the analysis of real samples that had been

tested positive for amphetamines, but none of the studied cathinones was detected.

KEYWORDS: NPS; Synthetic Cathinones; Synthesis; NMR; Validation; GC-MS.
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1. Introducao

1.1. Novas Substancias Psicoativas
Definicao

Uma substancia psicoativa ¢ definida pela Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) como
«uma substancia que, quando ingerida, afeta processos mentais, como cogni¢ao ou afeto,
sendo que o termo ‘psicoativo’ ndo implica necessariamente producdo de dependéncia (Babor,
et al., 1994). As substancias psicoativas podem ser classificadas, segundo a sua origem, em
naturais (quando ocorrem naturalmente em plantas), em semissintéticas (quimicamente
derivadas de substancias naturais) ou em sintéticas (completamente criadas pelo ser humano),
sendo algumas delas controladas legalmente (Houck & Siegel, 2015).

Nos anos 80 do século XX, devido ao aparecimento de novos compostos sintéticos
no mercado de substancias recreativas, com o objetivo de mimetizarem os efeitos das drogas
controladas, mas serem legais, surgiu o termo ‘designer drngs’. Este termo referia-se a compostos
psicoativos que foram especificamente desenvolvidos para que tivessem uma estrutura quimica
diferente das substancias controladas e deste modo contornarem a lei. (Babor, et al., 1994;
Lavado, et al., 2018; UNODC, 2013).

Posteriormente, com o aparecimento de substancias psicoativas cada vez mais
diversificadas e em maior nimero surgiu o termo ‘novas substancias psicoativas’ (NSP). Esta
designacao resultou da Decisao 2005/387/JAI do Conselho da Uniio Europeia (UE) de 10
de maio de 2005 relativa ao intercambio de informacgoes, avaliacio de riscos e controlo de NSP
(Conselho da Uniao Europeia, 2005) sendo definida como «uma substancia pura ou numa
preparagio nao enumerada na Convengao Unica das Nacoes Unidas de 1961 sobre os
estupefacientes (alterada pelo Protocolo de 1972) ou na Convenc¢ao das Nagoes Unidas de
1971 sobre substancias psicotrépicas e que possa constituir uma ameaca para a saude publica
comparavel a das substiancias constantes das listas» dessas convengdes. O termo NSP ¢
adotado pelo Escritério das Nagbes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC) (UNODC,
2013) e pelo Observatério Europeu da Droga e da Toxicodependéncia (EMCDDA)
(EMCDDA, 20006), tendo sido oficialmente adotado em Portugal no final de 2012 para
designar as substancias que eram na altura vendidas em lojas vulgarmente conhecidas por

smartshops (Assembleia Legislativa da R. Aut. da Madeira, 2012; Lavado, et al., 2018).
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Atualmente, a definicdo do termo droga inclui também as NSP de acordo com a
Diretiva (UE) 2017/2103 do Parlamento Europeu e do Conselho (Conselho da Unido
Europeia, 2017). O termo droga passa a abranger, além de qualquer das substancias
enumeradas nas Convengoes de 1961 e de 1971, qualquer das substancias enumeradas em
anexo dessa Diretiva, sendo que esta Diretiva revoga a Decisao 2005/387/JAI do Conselho
da UE de 10 de maio de 2005, mas refor¢a a defini¢cao de ‘nova substancia psicoativa’ adotada
pelo UNODC e pelo EMCDDA e define ainda o procedimento para a inclusio de NSP na
defini¢ao de droga.

Aparecimento e Evolucao

Apesar da designagao ‘novas substancias psicoativas’ estas nado sio necessariamente
novas invencoes, algumas delas foram sintetizadas no inicio do século XX, tendo algumas sido
originalmente desenvolvidas por industrias farmacéuticas como potencials agentes
terapéuticos, mas que nunca foram comercializadas, pelo que o termo ‘novas’ refere-se a sua
recente chegada ao mercado de substancias recreativas (Lavado, et al., 2018; UNODC, 2013).
O abuso de tais substancias foi acontecendo de forma gradual, por exemplo, o abuso de
cetamina foi notado nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa nos anos 80 e 90;
nos anos 90 e no inicio da década seguinte comegaram a surgir substancias da familia das
feniletilaminas e das piperazinas; desde 2004 foi notado o aparecimento de canabinoides e
catinonas sintéticas, bem como de outros grupos de NSP (UNODC, 2013).

Atualmente sdo considerados pelo UNODC nove grupos distintos de NSP
(triptaminas, canabinoides sintéticos, catinonas sintéticas, substancias a base de plantas,
piperazinas, feniletilaminas, arilciclohexilaminas, aminoindanos e outras substancias), que se
apresentam na Figura 1.1 (UNODC, 2018a). Entre 2009 e 2017 foi reportado um total de 803
NSP diferentes por 111 paises e territorios, sendo que de entre estas, os canabinoides sintéticos
constituem a categoria com um maior numero de diferentes substincias reportadas (251),
seguidos pela categoria de outras substancias (155), catinonas sintéticas (148) e feniletilaminas
(136). Apenas um numero comparativamente reduzido de triptaminas, piperazinas,
aminoindanos e substancias a base de plantas sio reportadas anualmente (Figura 1.1)
(UNODC, 2018d).

E de salientar que desde o inicio da monitorizagio de NSP pelo UNODC em 2009,
novas substancias tém surgido todos os anos a um ritmo médio de cerca de uma substancia
por semana, sendo que o aparecimento de NSP ja foi reportado em todas as regides do mundo

(UNODC, 2018c).
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Figura 1.1. Nimero de NSP reportadas ao UNODC anualmente entre 2009 e 2016.
Adaptado de (UNODC, 2018d).

Efeitos para a saude humana

As NSP interagem com o sistema nervoso central de forma semelhante as drogas
classicas, procurando produzir efeitos psicoativos analogos aos destas drogas, pelo que podem
ser distribuidas de acordo com os seis grupos, apresentados na Tabela 1.1 e na Figura 1.2,
usados para classificar as substancias controladas pelas Convengdes de 1961 e 1971
relativamente ao principal efeito psicoativo que produzem (UNODC, 2017a; UNODC,
2018¢).

Tabela 1.1. Exemplos de drogas classicas e NSP, por grupo de efeito psicoativo

(UNODC, 2017a; UNODC, 2018c).

Grupo de efeito Exemplos de
upo ¢ plos de Exemplos de NSP
psicoativo drogas classicas
) Cocaina, Aminoindanos, Catinonas sintéticas,
Estimulantes . . . S
Metanfetamina Piperazinas e Feniletilaminas
Canabinoides Cannabis, A%-THC Canabinoides sintéticos
Alucinogénios Classicos LSD, 2C-B Feniletilaminas, Triptaminas
. Morfina, Heroina, Anialogos de Fentanil
Opioides . . . .
Fentanil (Furanil fentanil, ocfentanil)
Sedativos/Hipndticos Diazepam Etizolam, clonazolam
Dissociativos Fenciclidina 3-metoxifenciclidina, Desclorocetamina
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Fonte: UNODC, early warning advisory on new psychoactive substances.
Nota: A analise dos efeitos farmacologicos compreende NSP registadas até
dezembro de 2017, sendo que substancias a base de plantas foram excluidas da analise.

Figura 1.2. Propor¢ao de NSP por grupo de efeito psicoativo. Adaptado de (UNODC, 2018d).

Os efeitos da maioria das NSP no corpo humano nao siao ainda completamente
compreendidos, assim, é frequente que informagoes de seguranca relativas a sua toxicidade
nao estejam disponiveis e que seja desconhecida a melhor forma de as neutralizar ou os seus
efeitos adversos a longo prazo (UNODC, 2017a; UNODC, 2018d). Um dos aspetos mais
preocupantes das NSP é que os seus utilizadores desconhecem o conteudo e a dose da
substancia psicoativa presente nos produtos consumidos. Algumas destas substancias também
téem sido encontradas como adulterantes de drogas controladas. Estes dois fatores expdem os
consumidores de NSP e de drogas controladas a riscos de saude graves acrescidos (Giné, et
al., 2014; UNODC, 2017a).

Apesar de nao se conhecerem completamente os efeitos das NSP, o seu consumo tem
sido associado a efeitos adversos severos incluindo intoxica¢ées agudas e mortes (UNODC,
2017a). A gravidade destas substancias é refletida pelos diversos casos de mortes associadas
ao consumo de NSP pertencentes a diferentes grupos: mortes por overdose de opioides
sintéticos nos EUA, Canada e FEuropa; mortes associadas a NSP derivadas de
benzodiazepinas; mortes associadas a catinonas sintéticas como a mefedrona, metedrona,
butilona ou a 3’,4-metilenodioxipirovalerona (MDPV); e ainda casos de intoxica¢oes agudas
e mortes relacionadas com canabinoides sintéticos (EMCDDA, 2018b; UNODC, 2017a;
UNODC, 2018b; UNODC, 2018d).

1.2.  Evolucao do mercado de NSP

O surgimento de NSP provocou uma transformacio no mercado de drogas
recreativas. Inicialmente, este mercado que era caracterizado por um numero limitado de

substancias pertencentes a um numero limitado de grupos quimicos transformou-se num que
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contém centenas de substancias de diversos grupos quimicos. Contudo, o surgimento destas
substancias nao foi o primeiro fenémeno de inovagao quimica alguma vez ocorrido, o mercado
das drogas sintéticas tinha ja soffido um periodo de inovagio quimica que levou
principalmente a diversificacao de substancias da classe das anfetaminas, mas este foi limitado
relativamente ao numero e diversidade quimica das substancias que surgiram. Durante este
periodo, apesar da possibilidade de os consumidores notarem diferencas, os produtos
disponiveis no mercado continham pelo menos alguma quantidade da substancia psicoativa
esperada. Esta expectativa mudou drasticamente com o aparecimento das NSP ja que estas
eram, por vezes, usadas para substituir a substancia psicoativa esperada sem mudar a marca
do produto. Um exemplo claro desta realidade é o caso dos comprimidos de ‘ecstasy’ que em
2005 continham maioritariamente 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), mas em 2014
alguns comegaram a conter maioritariamente misturas de substancias nao controladas (como
catinonas sintéticas e piperazinas) em substituicio do MDMA (UNODC, 2018c).

A proliferagao das NSP pode dever-se a varios fatores nomeadamente a ideia de
legalidade que rodeia os seus produtos, comercializados como ‘legal highs, a percecio de
menores riscos associados ao uso de NSP, a possibilidade de compra através da Internet e a
alteragoes na qualidade e disponibilidade de drogas classicas. No entanto, a dinamica das NSP
pode ser bastante instavel uma vez que algumas destas substancias surgem para depois
desaparecerem e outras estabelecem os seus proprios mercados. Se por um lado cerca de 60
NSP desapareceram do mercado desde 2013 (fendémeno que pode ser devido a dificuldade em
identificar, nos laboratérios, substancias menos conhecidas ou ao facto de algumas serem
introduzidas exclusivamente para substituicio temporaria de drogas controladas e/ou de
substancias com efeitos desagradaveis vivenciados pelos consumidores (Lavado, et al., 2018;
UNODC, 2017a)), por outro lado, foram registadas pelo UNODC, em 2016, 70 NSP nunca
antes reportadas (UNODC, 2017a; UNODC, 2018c). Paralelamente, existe ainda um grupo
de mais de 80 NSP que foram reportadas todos os anos de 2009 a 2015, sendo que algumas
das substancias recorrentes foram colocadas sob controlo internacional em 2015 e 2016,
deixando por definicao de ser NSP (UNODC, 2017a).

As NSP sao vendidas em diversas plataformas, nomeadamente em lojas fisicas
especializadas, nos mercados privados, no mercado ilicito, na Internet ‘de superficie’ e na
Internet ‘obscura’ (Darknet) (EMCDDA, 2018b; Lavado, et al., 2018). Na tentativa de evitar
controlos, os produtos que contém NSP sio rotulados ‘ndo para consumo humano’ e sio
vendidos como misturas de ervas ‘naturais’ como as ‘spyce drugs’ (que contém canabinoides
sintéticos), ‘sais de banho’ (que contém catinonas sintéticas), ‘research chemicals para fins
cientificos’ ou ‘suplementos alimentares’ (Zanda & Fattore, 2017). Estas substancias podem
ser apresentadas de diversos modos, nomeadamente em embalagens brilhantes, coloridas e

apelativas com o objetivo de parecerem alternativas legais as drogas classicas; no entanto, com
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a implementacao de legislagao relativa as NSP esta abordagem podera ser progressivamente
abandonada, situacdo notada no Reino Unido desde 2016, onde as NSP tém vindo a ser cada
vez mais apresentadas em invélucros ou sacos de plastico sem informagao sobre o seu
conteudo (Crew, 2017).

Em Portugal, segundo Lavado et al. e com base em inquéritos populacionais, a
principal forma de aquisicio de NSP parece ser através de amigos/conhecidos, nao parecendo
a Internet ser uma forma de aquisicio predominante. Além destas, foi ainda referida de uma
forma mais residual a aquisicio no mercado de rua e/ou nos mesmos circuitos das substancias
controladas, sendo ainda mencionado o acesso a NSP em lojas, o que aponta para a existéncia

de lojas que, de forma clandestina, ainda vendem NSP em Portugal (Lavado, et al., 2018).

1.3.  Controlo de NSP (Europa e Portugal)

No contexto mundial, o continente europeu apresenta elevada importancia para o
mercado das drogas, tanto para as produzidas internamente, como para as traficadas a partir
de outras zonas do mundo. As drogas ilicitas que tém entrada na Europa sio produzidas
principalmente na América do Sul, na Asia Ocidental e no norte de Aftica, enquanto as NSP
sao produzidas na China, sendo que existem ainda algumas drogas e substancias percursoras
que transitam para outros continentes através do continente europeu. Na Europa existe
também produgao de canabis, direcionada principalmente para consumo local, e de drogas
sintéticas, destinadas a exportagao para outras regioes do mundo (EMCDDA, 2018b).

A proliferaciao das NSP levou a existéncia de um mercado de drogas mais diversificado
originando um conjunto de desafios para a monitorizac¢ao, detecao e identificacao de drogas,
medidas legislativas e controlo de percursores (UNODC, 2018¢).

Ao nivel da UE, a estratégia legal adotada para dar resposta as ameacas a nivel social e
para a saude publica causadas pelas NSP data de 2005 (Conselho da Uniao Europeia, 2005) e
assenta numa abordagem de trés passos: um mecanismo de alerta rapido, uma avaliacao de
riscos e medidas de controlo. Esta estratégia esta a ser revista a fim de criar um sistema mais
rapido e mais eficaz, mas a nova legislagdo mantera a abordagem de trés passos (EMCDDA,
2018b). O EMCDDA ¢ responsavel pelos primeiros dois passos, operar o Mecanismo de
Alerta Rapido da UE juntamente com a Europol (a agéncia da UE para a cooperagao em
matéria de aplicacao da lei) e realizar avaliacGes de risco, enquanto a Comissio Europeia, o
Concelho da UE e o Parlamento Europeu sio responsaveis pelo terceiro passo, a
implementacio de medidas de controlo (EMCDDA, 2018a).

Através da abordagem estratégica referida, até ao final de dezembro de 2017, o

EMCDDA monitorizava mais de 670 NSP que surgiram no mercado europeu de droga nos
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ultimos 20 anos, sendo que as catinonas e os canabinoides sintéticos sao 0s grupos com um
maior numero de substincias diferentes (Figura 1.3) e que, em 20106, representaram em
conjunto quase 80% do nimero de apreensées de NSP e 80% da quantidade de NSP
apreendidas (Figura 1.4) (EMCDDA, 2018a; EMCDDA, 2018b).

Qutras Substincias
Aminoindanos

[ Plantas e extratos

W Piperazinas

" Piperidinas e pirrolidinas
Arilciclohexilaminas

M Benzodiazepinas

[ Triptaminas

Arilalquilaminas
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 O Opioides
L9 [l Feniletilaminas

[l Catinonas Sintéticas
[ Canabinoides Sintéticos

Figura 1.3. Numero de NSP notificadas ao Mecanismo de Alerta Rapido da UE pela primeira vez entre 2005 e
2017 e respetivo nimero de NSP reportadas por semana em cada ano. Adaptado de (EMCDDA, 2018a).

Numero de Apreensdes Quantidade Apreendida (Kg)

" Canabinoides M Eeniletilaminas M Plantas e extratos
[ Catinonas M Opioides M Piperazinas
Outros [ Triptaminas [l Aminoindanos

M Benzodiazepinas [l Piperidinas e pirrolidinas
Arilciclohexilaminas Arilalquilaminas

Figura 1.4. Numero de apreensoes e quantidade apreendida de NSP, por grupo, reportadas ao Mecanismo de

Alerta Rapido da UE em 2016. Adaptado de (EMCDDA, 2018a).
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Em Portugal, a principal lei referente a matéria de droga é o Decteto-Lei n.° 15/93, de
22 de janeiro (Ministério da Justiga Portugués, 1993) que define o «regime juridico aplicavel ao
trafico e consumo de estupefacientes e substancias psicotropicas» em Portugal. Mais tarde foi
criada a Lei n.° 30/2000, de 29 de novembro (Assembleia da Republica Portuguesa, 2000) que
entrou em vigor em julho de 2001 e que define o «regime juridico aplicavel ao consumo de
estupefacientes e substincias psicotropicas, bem como a prote¢ao sanitaria e social das pessoas
que consomem tais substancias sem prescricao médica», com esta lei foi descriminalizado o
«consumo, aquisicdo e posse para consumo pessoal de plantas, substancias ou preparagoes
enunciadas nas tabelas» do Decteto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro, passando tais atos a
constituir contraordenacio, desde que tais substancias nio excedam «a quantidade necessaria
para o consumo médio individual durante o periodo de 10 dias», sendo revogado parte do
artigo 40° do Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro.

Com 2 ocorréncia do fenémeno das NSP foi criado o Decreto-Lei n.° 54/2013, de 17
de abril (Ministério da Saude Portugués, 2013a) que define «o regime juridico da prevengio e
protecao contra a publicidade e o comércio das novas substancias psicoativas». Este
Decreto-Lei define NSP como «as substancias nao especificamente enquadradas e controladas
ao abrigo de legislacio propria que, em estado puro ou numa preparagao, podem constituir
uma ameaga para a saide publica comparavel a das substancias previstas naquela legislagao,
com perigo para a vida ou para a saude e integridade fisica, devido aos efeitos no sistema
nervoso central, podendo induzir alteracdes significativas a nivel da fun¢ao motora, bem como
das func¢oes mentais, designadamente do raciocinio, juizo critico e comportamento, muitas
vezes com estados de delirio, alucinagdes ou extrema euforia, podendo causar dependéncia e,
em certos casos, produzir danos duradouros ou mesmo permanentes sobre a saide dos
consumidores» sendo consideradas NSP nao so6 as substancias constantes da lista presente na
Portaria n.° 154/2013, de 17 de abril (Ministério da Sadde Portugués, 2013b), bem como, «os
derivados, os isdbmeros e os sais daquelas substancias, sempre que a sua existéncia seja possivel,
compreendendo todos os preparados em que as mesmas estejam associadas a outros
compostos». Este Decreto-Lei procede a proibicao da producido, importagiao, exportacao,
publicidade, distribuicdo, venda, detencio e disponibilizacgio de NSP e configura um
mecanismo de controlo para as mesmas, nomeadamente, estendendo as fungoes de prevengao,
reducao de riscos e danos, reinser¢ao social e tratamento a cargo do Servigo de Intervencio
nos Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias (SICAD) as NSP (Ministério da Satude
Portugués, 2013a). A Portaria mencionada divide as NSP em feniletilaminas e derivados,
piperazinas e derivados, derivados da catinona, canabinoides sintéticos, derivados analogos da
cocaina, plantas e respetivos constituintes ativos e outros, podendo ser atualizada para incluir
novas substancias que vao surgindo e assim acompanhar a evolu¢ao constante do fenémeno

das NSP (Ministério da Saude Portugués, 2013b).
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A implementacido de legislagao em Portugal que abranja as NSP teve como primeira
consequéncia o encerramento das lojas que vendiam estes produtos, vulgarmente

denominadas smartshops, ou a sua reconversao noutro tipo de negocio (Lavado, et al., 2018).

1.4. Canabinoides Sintéticos

Diversidade e Nomenclatura

Os canabinoides sintéticos sio um grupo diversificado de compostos psicoativos
potentes que pretendem mimetizar os efeitos do A’-tetrahidrocanabinol (THC) (a substancia
que ¢ a principal responsavel pela maioria dos efeitos psicoativos da planta Cannabis) através
da sua ligacdo aos mesmos recetores de canabinoides no cérebro e nos 6rgaos periféricos a
que se liga o THC (EMCDDA, 2017; Fattore & Fratta, 2011; Zanda & Fattore, 2017). Deste
modo, os canabinoides sintéticos nao sao simplesmente versoes sintéticas das substancias
naturalmente presentes na planta da canabis, como os seus nomes de rua ‘candbis sintética’ ou
‘marijuana sintética’ poderiam sugerir (UNODC, 2017a).

Os diferentes canabinoides sintéticos existentes podem ser classificados, como
sugerido por Howlett e# a/. (Howlett, et al., 2002) e Thakur e a/. (Thakur, et al., 2005), em
canabinoides classicos (analogos sintéticos do THC), canabinoides nao classicos
(ciclo-hexilfenois ou 3-arilciclo-hexilfenois), canabinoides hibridos (com caracteristicas
estruturais de canabinoides classicos e ndo classicos), aminoalquilindoles (divididos em
naftoilindoles, naftilmetilindoles, benzoilindoles e fenilacetilindoles), eicosanoides
(endocanabinoides e seus derivados sintéticos) e outros (diarilpirazoles, naftoilpirroles,
naftilmetilindenos, entre outros). Exemplos de canabinoides pertencentes a estas diferentes

classes sao apresentados na Figura 1.5.
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Figura 1.5. Exemplos de canabinoides sintéticos e respetiva classificacdo

(Solimini, et al., 2017; Thakur, et al., 2005; UNODC, 2011).

Os compostos que constituem este grupo de substancias apresentam nomes de cédigo
variados, alguns estao relacionados com o cientista ou a institui¢do que os sintetizou pela
primeira vez, por exemplo, a série ‘HU’ provém da Universidade Hebraica de Jerusalém, a
série ‘CP’ corresponde a Carl Ptizer, a ‘“AM’ a Alexandros Makriyannis e a série JWH’ a John
W. Huffman, enquanto outros foram provavelmente escolhidos pelos fabricantes destes
produtos para ajudar na sua comercializagao, por exemplo os nomes ‘AKB-48 ¢ 2NE1’, que
sao denominacdes de bandas femininas asiaticas muito famosas, usados em vez de APINACA

e APICA, respetivamente (EMCDDA, 2017).
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Além dos anteriores, existem ainda nomes de cédigo baseados num método de
nomenclatura sistematizado pelo EMCDDA que assenta no facto de muitas das estruturas
destes compostos serem constituidas pela combinagdo de quatro elementos: cauda, nucleo,
ligagao e grupo secundario (Figura 1.6). Neste método, ¢é atribuido um nome de cédigo a cada
componente, por exemplo, ‘A’ corresponde a uma amina no grupo secundario e ‘CA’ a uma
carboxamida, sendo depois alcancado o nome final respeitando o padrao:
GrupoSecundario-CaudaNucleoligacao (na presenca de substituintes estes devem ser
dispostos de acordo com o elemento a que estao ligados, a frente do nome se forem da cauda,
antes do grupo secundario se forem deste elemento ou no fim do cédigo se forem do nuicleo).
Aplicando este método aos canabinoides sintéticos que respeitem este tipo estrutura sera
possivel identificar a respetiva estrutura quimica sem a sua longa denominagao, tendo cada

composto um nome unico (Figura 1.6) (EMCDDA, 2017).

GrupoSecundario| | Cauda Ntcleo Ligacio

N-(1-adamantil) |- [I-pentil|-|1H-indazole|-|3-carboxamida

APINACA
Grupo
3 Secundario
& o
4> 1gacao o
N Grupo Secundario
Nucleo { ¥
N /
N
Cauda
Cauda

Figura 1.6. Estrutura geral de muitos canabinoides e exemplo de aplicagdo do método de nomenclatura num

canabinoide sintético. Adaptado de (EMCDDA, 2017).

Assim sendo, na Europa sdo conhecidas, no total, 14 diferentes familias quimicas de

canabinoides sintéticos (EMCDDA, 2017).

Aparecimento e Evolugio

A sintese de muitos dos canabinoides remonta ao século XX, por exemplo, a série
‘HU’ foi sintetizada nos anos 60, a série ‘CP’ nos anos 70 e a série JWH’ nos anos 80, sendo
que muitos deles foram inicialmente desenhados para fins de investigacao farmacéutica

(Fattore & Fratta, 2011; UNODC, 2017a).
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Os canabinoides sintéticos foram reportados como NSP pela primeira vez em 2004,
sendo que o primeiro canabinoide sintético a ser reportado na Europa foi o JWH-018, em
2008. Estas substancias foram reportadas pela primeira vez por diversos paises, a nivel
mundial, entre 2008 e 2011 (surgindo na Europa em maior escala em 2008 e 2009) (UNODC,
2013; UNODC, 2017b). Apos 2008, os canabinoides sintéticos foram evoluindo, sofrendo
alteragoes estruturais sucessivas (relativamente a estrutura do JWH-018), de forma a manté-los
num estado legal ambiguo, nomeadamente, a primeira onda de naftoilindoles evoluiu para os
naftoilindazoles, que posteriormente evoluiram para os indazol carboxamidas e depois para os

indol carboxamidas (Figura 1.7) (UNODC, 2017a).

3 1) @ o

JWH-018 TH]J-018 AKB-48 (ou APINACA) MDMB-CHMICA

Naftoilindole Naftoilindazole Indazole Carboxamida Indole Carboxamuda
Figura 1.7. Alteragdes quimicas (destacadas a negrito) que levaram a novos canabinoides sintéticos.

Adaptado de (UNODC, 2017a).

Estes compostos sao vendidos como ‘misturas de ervas’ e ‘lega/ highs' rotulados ‘nao
para consumo humano’ sob uma variedade de marcas tais como ‘Spice’, ‘Spice Gold, “Artic SPice,

Yucatan Fire, ‘Aroma’, ‘K2, ‘Dreant, ‘Smoke (UNODC, 2017a; Zanda & Fattore, 2017).

Estatisticas

Os canabinoides sintéticos pertencem a um grupo de compostos cuja variedade tem
vindo a aumentar significativamente, enquanto em 2009 apenas eram conhecidas 32
substancias diferentes, em 2017 eram ja conhecidas mundialmente mais de 250 (UNODC,
2013). A nivel europeu, os canabinoides sintéticos sao o maior grupo de NSP monitorizadas
pelo EMCDDA, contando com 179 notificagdes de 2008 a 2017, incluindo 10 reportados pela
primeira vez em 2017 (EMCDDA, 2018b).

Na Europa, em 2016, este grupo de compostos foram as NSP mais frequentemente
apreendidas, tendo mais de 32.000 apreensdes, o que representa quase metade do total de
apreensoes de NSP desse ano, alcancando quase 1,5 toneladas de material apreendido. Em

2016, os canabinoides sintéticos mais frequentemente apreendidos foram o
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MDMB-CHMICA, AB-CHMINACA, UR-144, 5F-AKB48 ¢ AMB-FUBINACA
(EMCDDA, 2018a).

Em Portugal, tendo em conta os dados reportados pelo Laboratério de Policia
Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ), foram identificados 15 canabinoides sintéticos
distintos em 2016 e 16 em 2017, tendo os compostos predominantes sido o AB-CHMINACA
e o JWH-018, respetivamente. Em 2017, a principal forma de apresentacdo destas substancias
foi a mistura herbacea, sendo a apresentacio em pé quase igualmente frequente e
identificando-se também a presenga em micro-selos (AMB-FUBINACA) (Lavado, et al.,
2018).

1.5. Catinonas Sintéticas

Origem e Diversidade

O arbusto de Khat (Catha Edulis) da familia celastraceae ¢ uma planta nativa do Corno
de Africa e da Peninsula Ardbica. Nestas regioes a mastigacao desta planta é um costume social,
sendo as folhas frescas de Khat consumidas diariamente pelos seus efeitos estimulantes e
euféricos. Este arbusto passou a ser conhecido pelos europeus no fim do século XVIII e no
século XIX, tendo os componentes ativos desta planta sido isolados no século XIX e XX,
nomeadamente um alcaloide ‘katin’ foi identificado pela primeira vez em 1887, a ‘catina’ em
1930 e a ‘catinona’ em 1975. A S(—)-catinona ¢ considerada o principal componente ativo
responsavel pelos efeitos farmacologicos da planta Khat (Arunotayanun & Gibbons, 2012;
UNODC, 2013).

A catinona e os seus derivados embora estruturalmente relacionados com a familia das
feniletilaminas (que inclui a anfetamina e a metanfetamina) apresentam uma menor poténcia,
sendo caracterizados pela presenca de um grupo B-ceto na cadeia lateral das feniletilaminas

(Figura 1.8) (UNODC, 2013).

NH, D H ? H

Anfetamina S-Catinona Metanfetamina Metcatinona

Figura 1.8. Comparagio entre a anfetamina e a metanfetamina e respetivas catinonas.

A estrutura da catinona pode ainda ser considerada como um protétipo de onde foram

desenvolvidas uma série de catinonas sintéticas cuja estrutura geral se encontra na Tabela 1.2
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(UNODC, 2013), apresentando-se exemplos dos diferentes substituintes presentes nas
catinonas reportadas ao EMCDDA entre 2005 e 2017.

Tabela 1.2. Estrutura geral das catinonas sintéticas e exemplos de substituintes presentes nas mesmas.

- Rs

Estrutura Genérica

Rie/ouR; R;3 Ry
H
Cadeias alifaticas Cadeias alifaticas Halogénios (F, Cl, Br)
Grupo metoxilo (OCH3)
Grupo ciclo-hexilo Grupo metoxilo Grupo naftilo
o H TN 2R LR
N S - N. N.
Ry = “CHa Rs Rs
) Grupo fenilo ) o
Grupo benzilo o R Grupo 3-4#metilenodioxi
i . \/© N M R 1 31
' 2 N.
e o N R4+ P <O]©)J\‘r Ro
M Rs 0 Rs

Pirrolidina o .
Substituintes ciclicos

O
D o 5
R N. N\R
470 P R3 RZ 2

Rs o Rs

Piperidina
O
N.
IO Rz
Ryt A Rs
47 - R3

Aparecimento e Evolucao

A sintese das primeiras catinonas remonta a década de 1920. A metcatinona foi a
primeira a ser sintetizada em 1928, no entanto, esta s6 comegou a ser uma substancia de abuso
nos anos 90. Seguidamente, foi sintetizada a mefedrona (ou 4-metilmetcatinona), em 1929. A
pirovalerona foi sintetizada pela primeira vez em 1964, tendo sido inicialmente comercializada
para o tratamento de fadiga crénica e como um inibidor de apetite, no entanto, foi retirada do
mercado por causar dependéncia. A MDPV foi sintetizada em 1967 e a metilona em 1996
(UNODC, 2013; Zanda & Fattore, 2017).

As catinonas sintéticas comegaram a aparecer no mercado das drogas em meados dos

anos 2000; em 2005, a metilona foi a primeira catinona sintética a ser reportada ao EMCDDA,
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surgindo em 2007 relatos do uso de mefedrona. Estas substancias foram reportadas pela
primeira vez por diversos paises, a nivel mundial, entre 2008 e 2011, excetuando-se os dez
paises africanos em relagdo aos quais existem dados e onde estas nao foram reportadas, tendo
surgido na Europa em maior escala em 2009 (UNODC, 2013).

Estes compostos sao vendidos como ‘sais de banho’, ‘cristais de banho’, ‘plant food,
‘herbal incense’ ou ‘fertilizantes’ e sao vulgarmente conhecidos por ‘Blue Silk’, ‘Purple Wave', ‘W hite
RKnight, “White Lightnening, ‘Ocean Burs?, ‘Ivory Snow’, ‘Ivory Wave’, ‘Pure Ivory’, ‘Snow Leopard,
‘Stardust, ‘V anilla Sky (Zanda & Fattore, 2017)

Estatisticas

As catinonas sintéticas constituem um grupo de compostos de elevada diversidade, até
ao fim de 2017 foram reportadas ao UNODC 148 catinonas diferentes (UNODC, 2018d). A
nivel europeu, este grupo de substancias é o segundo maior grupo de NSP monitorizadas pelo
EMCDDA, contando com 130 notificagdes no total, incluindo 12 reportadas pela primeira
vez em 2017 (EMCDDA, 2018b).

Na Europa, em 2016, este grupo de compostos foram as NSP apreendidas em maior
quantidade, tendo mais de 23.000 apreensoes e alcancando quase 1,9 toneladas de material
apreendido. Nesse ano, as catinonas sintéticas mais frequentemente apreendidas foram a
a-pirrolidinovalerofenona  (x-PVP), a 4-clorometcatinona, a 3-clorometcatinona, a
4-metil-IN,N-dimetilcatinona e a 3-metilmetcatinona. Nos ultimos anos, tém existindo indicios
do aumento de interesse pela producdo de catinonas sintéticas na Europa, nomeadamente
apreensao de percursores, equipamento e laboratérios ilicitos usados para fabricar mefedrona,
4-clorometcatinona e 3-clorometcatinona (EMCDDA, 2018a).

Em Portugal, no ambito do Mecanismo de Alerta Rapido, foram identificadas 11
catinonas sintéticas diferentes em 2016 e 26 em 2017, tendo os compostos predominantes sido
a o-PVP e variantes (4-cloro-a-PVP), bem como a metilona. As amostras analisadas
apresentavam-se exclusivamente em pod, excetuando-se a butilona apresentada em

comprimidos (Lavado, et al., 2018).

Revisao Bibliografica — Métodos de Detecao

Por forma a realizar uma revisdo bibliografica dos métodos de detecio e/ou
quantificacdo de catinonas em matrizes bioldgicas foi realizada uma pesquisa utilizando a
terramenta ‘Web of Science’. Para tal, selecionaram-se todas as bases de dados e introduziu-se o
termo ‘cathinone’, obtendo um total de 1409 resultados (pesquisa realizada no dia 16 de abril de

2019) e tendo-se posteriormente refinado esta pesquisa para diversas matrizes bioldgicas: blood
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(sangue, 285 resultados), #rine (urina, 229), brain (cérebro, 163), plasma (122), liver (figado, 72),
serum (soro, 53), kidney (rim, 47), striatum (corpo estriado — cérebro, 46), hair (cabelo, 35), oral
fluid (saliva, 25), lung (pulmao, 13), dried blood spots (manchas de sangue seco, 4), vitreous humor
(humor vitreo, 3) e pericardial liguid (liquido pericardico, 2). De entre os artigos assim
encontrados, alguns tratavam-se de artigos de revisio (Couto, et al., 2018; Ellefsen, et al., 2016;
Ferreira, et al., 2019; Mercolini & Protti, 2016; Namera, et al., 2015) tendo-se consultado
algumas das suas referéncias; para além disso também se completou a pesquisa com alguns
artigos obtidos de outras fontes.

A leitura dos attigos encontrados permitiu constatar que a dete¢io e/ou quantificagio
de catinonas se encontra documentada em diversas matrizes bioldgicas, tais como as utilizadas
para refinar a pesquisa bibliografica e ainda bilis, contetdo gastrico e liquido cefalorraquidiano.
No entanto essa detegao ¢, por vezes, realizada recorrendo a métodos que foram validados
para uma matriz biolégica diferente da utilizada. Adicionalmente, foi possivel comprovar a
utilizagdo de diversas técnicas de analise (cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida
(LC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC), cromatogratfia de fluido supercritico de ultra eficiéncia (UHPSFC), ionizagao e
dessor¢ao a laser assistida por matriz (MALDI) e cromatografia micelar eletrocinética
(MECK)) acopladas a espetrometria de massa (MS), espetrometria de massa em tandem
(MS/MS), espetrometria de massa de alta resolucao (HRMS), espetrometria de massa de alta
resolucio em tandem (HRMS/MS), espetrometria de massa por tempo de voo (TOF MS),
espetrometria de massa de alta resolucao por tempo de voo (HR-TOF MS), ultravioleta-visivel
(UV-Vis) e detetor de diode array (DAD), diversos métodos de extragdo (extragao em fase solida
(SPE), SPE MonoSpin®, SPE com polimero impresso molecularmente (MIP-SPE),
microextracao em fase sélida (SPME), extracio liquido-liquido (LLE), extracio liquida
pressurizada (PLE), microextracao dispersiva liquido-liquido (DLLME), extra¢ao rapida, facil,
barata, eficaz, robusta e segura (QuEChERS), incubagdo e sonicagao), diversos padroes
internos (analogos deuterados de catinonas, anfetaminas, fenciclidinas, entre outros) e a
dete¢ao/quantificacio de diversas catinonas. A informacao obtida encontra-se esquematizada
da Tabela 1.3 a 1.10, sendo que se optou por reunir apenas os métodos de
detecio/quantificacio que foram validados. Desta forma, encontram-se na Tabela 1.3 os
diferentes métodos de extragao, catinonas estudadas e respetivo padrao interno e reagente de
detivatizacao utilizados para a sua detecdo/quantificacio em sangue por GC-MS (mattiz
biolégica e técnica de analise utilizadas neste trabalho), apresentando-se posteriormente e de
forma resumida as restantes técnicas de analise ¢ métodos de extracao para a dete¢ao de

catinonas em sangue e restantes matrizes biologicas.
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Tabela 1.3. Dete¢io/quantificagio de catinonas em sangue por GC-MS.

Método de . Padrao Interno A
Extracao Catinona (Derivatizante) Referéncia
4’-Metiletcatinona
Bufedrona MDA-ds (TFAA) (deRoux & Dunn, 2017)
Etcatinona
Edilona Etilona-ds (PFPA) (Lee, et al., 2015)
MDA-ds (TFAA) (deRoux & Dunn, 2017)
MDA-ds (TFAA) (deRoux & Dunn, 2017)
MDPV Metapirileno (Wyman, et al., 2013)
SPE Metaqualona (Liveri, et al., 2016)
MDA-ds (TFAA) (deRoux & Dunn, 2017)
Mefedrona Mefedrona-d4; (MBTFA) (Margalho, et al., 2016)
Mefedrona-d; (PFPA) (Lee, et al., 2015)
ﬁ:zztrl;?:a Mefedrona-4; (MBTFA) (Margalho, et al., 2016)
Metilona MD.A—ds (TFAA) (deRoux & Dunn, 2017)
Metilona-d; (PFPA) (Lee, et al., 2015)
Pentedrona Metaqualona (Liveri, et al., 2016)
4-Clorometcatinona  Metanfetamina-ds (PFPA)  (Tomczak, et al., 2018)
Catinona Metilmexiletina (HFBA) (Kankaanpai, et al., 2004)
N-Etilpentilona Mepivacaina (Atherton, et al., 2019)
2:11351; a-PVP-dg (Namera, et al., 2013b)
LLE MDPBP o-PVP-ds . (N ?mera, et.al., 2013b)
Metanfetamina-ds (TFAA)  (Wiergowski, et al., 2016)
MDPV o-PVP-ds (Namera, et al., 2013b)
Anfetamina-ds (TFAA) (Gerace, et al., 2014)
Mefedrona Metanfetamina-di4 (PFPA)  (Dickson, et al., 2010)
MDMA-ds (TFAA) (Wikstrom, et al., 2010)
Metilona Metilona-4; (HFBA) (Pearson, et al., 2012)
o-PVP
SPME MDPV o-PVP-dg (Saito, et al., 2013)
Pirovalerona
3’-Metilmetcatinona
#4-Fluorometcatinona
4-Metiletcatinona
o-PVP
Butilona
Catinona Mefed P
DLLME Etilona : c(foiog?r;so dehexilyy | (Mercieca, etal, 2018)
MDPV
Mefedrona
Metedrona
Metilona
Pentedrona
Pentilona
Nio definido Mefedrona MDA-ds (PFPA) (Torrance & Cooper, 2010)
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Tabela 1.4. Outros métodos de detecio/quantificacio de catinonas em sangue.

Técnica de Método de Referéncia
Analise Extracao
LCMS ILE (Adamowicz, et al., 2014; Cosbey, et al., 2013; Pieprzyca, et
al.,, 2018)
SPE (Johnson & Botch-Jones, 2013; Rojek, et al., 2012; Rojek, et
al., 2016; Vignali, et al., 2019)
SPME (Montesano, et al., 2017b)
(Adamowicz & Hydzik, 2019; Adamowicz & Tokarczyk,
2016; Adamowicz, et al., 2013a; Adamowicz, et al., 2013b;
LC-MS/MS Adamowicz, et al., 2016a; Adamowicz, et al., 2016b;
LLE Aknouche, et al., 2017; Ammann, et al., 2012; Barrios, et al.,
2016; Costa, et al., 2019) (Gil, et al., 2013; Griffiths, et al.,
2016; Marinetti & Antonides, 2013; Sorensen, 2011; Vaiano,
et al., 2016; Yamagishi, et al., 2018; Zuba, et al., 2013)
QuEChERS  (Kudo, et al., 2015; Usui, et al., 2014; Yonemitsu, et al., 2010)
LCTOE MS SPE (Glicksberg, et al., 2016; Guale, et al., 2013)
LLE (Nash, et al., 2019)
HPLC-MS/MS LLE (Lusthof, et al., 2011)
SPE (Zhang, et al., 2014)
UHPLC-MS/MS LLE (Jamey, et al., 2010)
DLLME (Odoatdi, et al., 2015)
UHPLC.TOE MS SPE (Ped.ersen, et al.,, 2013)
LLE (Pasin, et al., 2015)
MALDI-TOF MS LLE (Minakata, et al., 2015)

Tabela 1.5. Dete¢do/ quantificagio de catinonas em plasma.

Técnica de Método de Referéncia
Analise Extracao
SPE (Alremeithi, et al., 2016; Alremeithi, et al., 2018; Derungs, et
GC-MS al., 2011)
LLE (Olesti, et al., 2010)
SPE (Beyer, et al., 2007, Wohlfarth & Weinmann, 2010)
LC-MS/MS (Diestelmang, §t al., 2018; Ellefsen, et al., 2015; Li, et al.,.
LLE 2014; Mercolini, et al., 2016; Novellas, et al., 2015; Olesti, et
al,, 2017; Wang, et al., 2012)
LCTOE MS 1IE (Sh%ntan%—lsh%da, et al., 2010)
(Shintani-Ishida, et al., 2015)
LC-HRMS LLE (Anizan, et al., 2014)
HPLC-UV-Vis SPE (Meetani, et al., 2019)
HPLC-DAD LLE (Maskell, et al., 2011)
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Tabela 1.6. Dete¢io/quantificagio de catinonas em soro.

Técnica de Método de Referéncia
Analise Extracio
GCMS SPE (Grapp, et al, 2017)
LLE (Kankaanpii, et al., 2004; Maas, et al., 2015)
SPE (Kriikku, et al., 2011; Lehmann, et al., 2017; Smith, et al.,
2016; Swortwood, et al., 2013)
LC-MS/MS ILE (Beck, ct al,, 2015; Maas, ct al., 2015)
_— (Bickberg, et al., 2015)
LC-MS LLE (Hambuchen, et al., 2017)
HLPC-MS SPE (Bogusz, et al., 2000)

Tabela 1.7. Detecio/quantificagio de catinonas em urina.

Técnica de Método de Referéncia
Analise Extracao
(Alremeithi, et al., 2016; Alremeithi, et al., 2018; Alsenedi
& Motrison, 2018; Gerace, et al., 2014; Hong, et al., 2015;
SPE Liveri, et al., 2016; Springer, et al., 2002; Springer, et al.,
2003a; Springer, et al., 2003b; Springer, et al., 2003c)
(Springer, et al., 2003d; Wyman, et al., 2013)
GC-MS SPE MonoSpin® (Namera, et al., 2014)
(Hagan & Reidy, 2015; Kankaanpii, et al., 2004; Marais
LLE & Laurens, 2009; Meyer, et al., 2010; Ojanperi, et al.,
2011; Paul & Cole, 2001; Strano-Rosst, et al., 2010)
DLLME (Metcieca, et al., 2018)
(Molnar, et al., 2016)
LC-MS LLE (Zaitsu, et al., 2009)
SPE (Fernandez, et al., 2007; Vignali, et al., 2019)
(Adamowicz & Hydzik, 2019; Beck, et al., 2015; Gil, et
LLE al., 2013; Matsuta, et al., 2015; Mercolini, et al., 2016;
LC-MS/MS Shima, et al., 2013; Shima, et al., 2014; Shima, et al., 2015)
QuEChERS (Kudo, et al., 2015; Usui, et al., 2014)
(Al-Saffar, et al., 2013; Bickberg, et al., 2015; O'Byrne, et
al., 2013; Olesti, et al., 2017)
LC-HRMS SPE (Concheiro, et al., 2013; Concheiro, et al., 2015)

LC-HRMS/MS LLE (Bertol, et al., 2014)

(Glicksberg, et al., 2016; Guale, et al., 2013; Shintani-

LC-TOF MS SPE Ishida, et al., 2015; Shintani-Ishida, et al., 2016)

LC-HR-TOFMS LLE (Paul, et al., 2014)

HPLC-DAD SPE (Mayer, et al., 2013)
HPLC-UV-Vis SPE (Meetani, et al., 2019)
UHPLC-MS _ (Borovcova, et al., 2018)

SPE » ctal, 2014
UHPLC-MS/MS (Tang, et al., )

(Bell, et al., 2011; Rosano, et al., 2017; Zhang, et al., 2014)

UHPLC-TOF MS SPE (Sundstrém, et al., 2013)

UHPSFC-MS (Borovcovs, et al., 2018)

MECK-MS/MS  SPE (Svidrnoch, et al., 2014)
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Tabela 1.8. Detecio/ quantificagio de catinonas em cabelo.

Técnica de . ~ A s
Método de Extragio  Referéncia

Analise
Incubacio (Kim, et al., 2007)
GC-MS Incubacio e LLE (Kintz, 2017; Martin, et al., 2012)
Sonicacio e SPE (Kikura-Hanajiri, et al., 2007)
LC-MS LLE (Namera, et al., 2013b)
Incubacio (Boumba, et al., 2017; Wikstrom, et al., 2010)
Incubacio e SPE (Lendoiro, et al., 2017)
LC-MS/MS Incubagio e LLE (Shaha, et al., 2012)
Sonicacio (Rust, et al., 2012)
Sonicacao e SPE (Freni, et al., 2019)
LLE (Frison, et al., 2016)
LC-HRMS . S :
Incubagio e Sonicagio  (Odoardi, et al.,, 2017)
HPLC-MS SPE MonoSpin® (Namera, et al., 2013a)
HPLC-MS/MS SPE (Wyman, et al., 2013)
HPLC-HRMS/MS PLE e SPE (Montesano, et al., 2017a)
Incubacio (Salomone, et al., 20106)
UHPLC-MS/MS  Incubacio e Sonicagio  (Strano-Rossi, et al., 2014)
Incubacgio e LLE (Jamey, et al., 2010)
Tabela 1.9. Dete¢io/quantificacio de catinonas em saliva.
Técnica de Método de Referéncia
Analise Extracio
Kankaanpia, et al., 2004; Mohamed, 2017; Mohamed &
GC-MS LLE %akdash, 501’7; Mo’hamed, et al., 2016)
LC-MS/MS SPE (Castro,.eF al., 2014) .
LLE (Mercolini, et al., 2016; Williams, et al., 2017)
SPE (Amaratunga, et al., 2013; Miller, et al., 2017)

UHPLC-MS/MS MIP-SPE (Sorribes-Soriano, et al., 2019)

_— (Strano-Rossi, et al., 2012)

Tabela 1.10. Dete¢io/quantificagio de catinonas noutras matrizes biolégicas.

Técnica de Método de

Matriz Biologica Analise Extragio Referéncia
SPE (Novellas, et al., 2015; Peters, et al.,
Cérebro LC-MS/MS 2010)
LLE (Olesti, et al., 2017)
Figado e Sangue LC-MS/MS SPE (Rojek, et al., 2012)
Humor Vitreo, Liquido 5 yrg SPE (Matgalho, et al., 2016)
Pericardico e Sangue
Manchas de Sangue Seco LC-MS/MS  —— (Ambach, et al., 2014)
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Apds concluir a pesquisa mencionada realizou-se ainda a procura de artigos
diretamente relacionados com a dete¢io/quantificacio, em matrizes bioldgicas, das catinonas
que irdo ser utilizadas no presente trabalho: 4-metil-IN,N-dimetilnorbufedrona (4-MDMB) (1),
4 -metil-N-etilnorbufedrona (4-MNEB) (2), 4’-metil-IN,N-dimetilnorpentedrona (4-MDMP)
(3), 4-metil-N-etilnorpentedrona (4-MNEP) (4), catinona ja reportada ao EMCDDA, em
janeiro de 2014 (EMCDDA, 2014), 4-metil-N,N-dimetilnorhexedrona (4-MDMH) (5),
#4-metil-IN,N-dietilnorbufedrona (4-MDEB) (6) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Estrutura das catinonas estudadas no presente trabalho.

Os dois primeiros casos de detecio de 4-MNEP em amostras clinicas foram
reportados em 2017, incindindo na andlise de utina por UHPLC-MS/MS e tendo sido
realizada uma curva de calibracio para 0-1000 ng/ml., obtendo-se concentracdes de
7676 ng/mlL e 4554 ng/mL (Varma, et al., 2017). Em 2019, foram reportados outros 10 casos
positivos para 4-MNEP, com concentra¢des de 1,1 a 2296,4 ng/mL (LOQ 0,4 ng/mL) ap6s
a analise, por LC-MS/MS, de 758 amostras de urina de um servico de urgéncias (167 das quais
foram positivas para pelo menos uma substancia ilicita) (Weng, et al., 2019). Em 2016 e em
2018 foi reportada a separagao e detecao de diastereoisémeros de diversas catinonas em urina
e plasma por GC-MS e por GC-MS com ioniza¢gao quimica em modo de ido negativo,
respetivamemte, recorrendo a SPE e derivatizagdo quiral com cloreto de
(8)-(—)-N-(trifluoroacetil)pirrolidina-2-carbonil, tendo sido incluida nestes estudos a
4-MNEDB, no entanto, nao foi efetuada a validagao do método para esta catinona (Alremeithi,

et al., 2016; Alremeithi, et al., 2018).
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1.6. Enquadramento do Trabalho

O presente trabalho foi realizado no ambito de um protocolo de estagio entre a
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra (FCTUC), a Faculdade de
Ciencias da Universidade de Lisboa (FCUL) e o Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses (INMLCF) inserido num protocolo de colaboragio existente entre a FCUL,
o INMLCF e o Laboratério de Policia Cientifica da Policia Judiciaria (LPC-PJ) que visa a
analise de substancias, a determinagao de padroes e a investigacao cientifica no ambito das
NSP.

O projeto incidiu em trés das problematicas das NSP: o facto de a identificagao destas
substancias ser particularmente dificil devido ao nimero, diversidade e ritmo a que surgem
(EMCDDA, 2017); o facto de o acesso a materiais de referéncia certificados para a
identificagao de NSP acarretar dificuldades praticas tais como preco elevado, prazos de entrega
longos e cumprimento de questoes legais, sendo estas idealmente ultrapassadas recorrendo a
sintese organica direcionada (Brandt, et al.,, 2014); e o facto de os laboratérios forenses
necessitarem de criar métodos para a analise de NSP em matrizes bioldgicas, como sangue,
urina e cabelo, cuja validagdo necessita de investigacdo, tempo e recursos humanos que podem
por em causa a capacidade de resposta das analises de rotina do laboratério (Katz, et al., 2014);
adicionalmente torna-se ainda importante estender a sintese e estudo de NSP a compostos
analogos e derivados de substancias que se encontrem a emergir atualmente de modo a
distribuir informagao analitica adicional e de forma proativa a comunidade forense, policial e
clinica (Brandt, et al., 2014; Gaspar, et al., 2018).

Deste modo, o trabalho desenvolvido teve como objetivos, em primeiro lugar,
proceder a identificagao de NSP em duas amostras de produtos apreendidos em Portugal e
fornecidos pelo LPC-PJ, recorrendo a espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Em segundo lugar, proceder a sintese de padrdes de catinonas para fornecer ao
LPC-PJ de modo a facilitar a identificacao de substancias por GC-MS nas analises de rotina
do laboratério (realizado na FCUL, tal como o primeiro objetivo) tendo-se decidido sintetizar
as seis catinonas apresentadas na Tabela 1.11 (4-MDMB (1), 4-MNEB (2), 4-MDMP (3),
4-MNEP) (4), 4-MDMH (5) e 4-MDEB (6)). A escolha destas catinonas teve por base uma
analise cuidada da estrutura de todas as catinonas reportadas ao EMCDDA entre 2005 e 2017
por forma a sintetizar catinonas que ainda nao tivessem sido reportadas na Europa, optando
por se sintetizar os compostos 1, 2, 3, 5 ¢ 6 de modo a se obter uma série de catinonas na qual
se mantinha o grupo amino, aumentando o tamanho da cadeia alquilica (catinonas 1,3 e¢ 5) e
outra série na qual se alterava o grupo amino, mantendo o tamanho da cadeia (catinonas 1, 2

e 6), produzindo-se assim dois pares de catinonas isoméricas (1 e 2; 5 ¢ 6). Adicionalmente

Identificacio, Sintese e Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas 22



decidiu-se sintetizar a catinona 4 por ser isomérica da 3 tendo-se assim trés pares de isbmeros
para estudar.

Por ultimo, efetuar a validacio de um método de detecao e quantificacio dessas
catinonas em matrizes biolégicas por GC-MS no Servico de Quimica e Toxicologia Forenses

(SQTF) do INMLCF — Delegacao do Sul.

Tabela 1.11. Estrutura e dados relativos as catinonas sintetizadas no presente trabalho.

Composto
Estrutura Nome IUPAC;
Férmula Molecular; Massa Molar; Numero CAS
4-MDMB (1)
(R,5)-2-(dimetilamino)-1-(4-metilfenil)butan-1-ona;
Ci:H19NO; 206 g/mol; (novo composto)
4-MNEB (2)

m (R,$)-2-(etilamino)-1-(4-metilfenil)butan-1-ona
Ci3H1oNO; 206 g/mol; 18268-19-4

4-MDMP (3)
(R,5)-2-(dimetilamino)-1-(4-metilfenil)pentan-1-ona
Ci14sH21NO; 220 g/mol; (novo composto)

T
o
Q@ N
N.__~
7
o
Q H 4-MNEP (4)
N.__~
(R,5)-2-(etilamino)-1-(4-metilfenil)pentan-1-ona
Ci14sHxNO; 220 g/mol; 18297-05-7
2 |
N 4-MDMH (5)
(R,8)-2-(dimetilamino)-1-(4-metilfenil)hexan-1-ona
0]
o

CisH2NO; 234 g/mol; (novo composto)

4-MDEB (6)
N (R,8)-2-(dictilamino)-1-(d-metilfeni butan-1-ona
CisH2:NO; 234 g/mol; (novo composto)
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2. Materiais e Métodos

2.1. Equipamento e Materiais

Analise de Produtos Apreendidos e Sintese de Catinonas

Os espetros de RMN foram obtidos num espetrofotémetro Bruker Avance 400, a uma
frequéncia de 400,13 MHz (‘"H RMN) e 100,61 MHz ("C RMN), e foi utilizado o software
Topspin (versao 4.0.5) para processamento de dados. Os desvios quimicos (8) foram expressos
em partes por milhdo (ppm), sendo utilizados como referéncia os valores dos sinais residuais
dos solventes: cloroférmio deuterado (CDCl;) - 6H=7,26 ¢ 8C=77,16; dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-d) - 6H=2,50 e 6C=39,52; metanol deuterado-d; (MeOD) - 6H=331 ¢
06C=49,00) (Gottlieb, et al., 1997; Fulmer, et al., 2010), e as constantes de acoplamento ()
foram expressas em Hertz. A identificagao e caracterizagao dos compostos presentes em
material apreendido e dos compostos sintetizados foi feita através da analise de espetros de
RMN unidimensionais (‘H e "C APT) e bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC e em alguns
casos HSQC-TOCSY).

Todas as pesagens foram efetuadas numa balanca OHAUS® PIONEERTM (modelo
PA224, max 220 g, d=0,0001 g) ou numa Precisa (modelo 205 A SCS, max 205 g, d=0,0001 g).

A técnica de cromatografia em camada fina (TLC) foi realizada em placas de silica gel
00 Fas4 em aluminio da Merck (referéncia 1.05554.0001) e a técnica de TLC preparativa foi
realizada em placas de 20x20 cm e 0,25 mm (809123) ou 0,5 mm (809053) de silica gel 25
UVzs4 em vidro da Macherey-Nagel. As placas foram visualizadas com recurso a luz ultravioleta
de 254 nm.

A evaporagao de solvente sob vacuo foi realizada num evaporador rotativo Biichi
R-200, equipado com uma bomba de pressdo Biichi Vac® V-500, um controlador de pressio
Biichi B-721 ¢ um banho térmico Biichi B-490 ou num evaporador rotativo Buchi R-200,

equipado com um sistema de vacuo Biichi B-169 e um banho térmico Biichi B-490.
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Para a analise de produtos apreendidos utilizou-se um equipamento de ultrassons da

®

Transsonic (modelo 460) e filtros de membrana inorganicos da Whatman® com 0,2 um de

espessura e 25 mm de diametro.

Na sintese de catinonas utilizou-se uma placa de agitagao/aquecimento da Heidolph
(modelo MR 3001 K) e papel de filtro da Filter-Lab de 90 mm de diametro e poro de 10-13 um

(referéncia 1250) ou 43-48 um (1300/80). A técnica de cromatografia em coluna foi realizada
com silica gel 60, de poro 0,04-0,06 mm, da Scharlau (referéncia GE00481000) e a amostra foi
aplicada na coluna depois de adsorvida em silica gel 60, de poro 0,063-0,200 mm, da Merck
(referéncia 1.07734.1000). A adi¢ao de Br, aquando da sintese de bromocetonas foi efetuada
recorrendo a micropipetas de volume fixo da VWR de 50 pL e de 5 pL.

A analise por HRMS-ESI das catinonas sintetizadas foi realizada num espetrémetro de
massa QqTOF Impact II'TM (Bruker Daltonics) operando em modo de alta resolucao. As
amostras foram analisadas por analise de injecao de fluxo usando um gradiente isocratico
30/70 A/B de 0,1% acido férmico em agua (A) e 0,1% acido férmico em acetonitrilo (B), com
um fluxo de 10 pL./min por 15 min. O analisador de TOF encontrava-se calibrado numa gama
de razdes massa/carga (7/3) de 100-1500 recorrendo a um padrio de calibragio interno
(Tunemix solution) fornecido pela Agilent. Os espetros de massa em f// scan foram adquiridos
num intervalo de 100-1350 /%, a uma taxa espetral de 1 Hz. Os dados obtidos foram
processados usando o programa Data Analysis 4.2.

A analise por GC-FID das catinonas sintetizadas foi realizada num cromatografo de
gases da Agilent (modelo 7890B) com detetor por ionizacao de chama, injetor automatico e
coluna (modelo 19091]-413, HP-5, 30 m x 320 um e 0,25 pm de espessura de filme) da Agilent.
O programa de temperaturas utilizado consistia numa temperatura inicial de 80 °C mantida
por 1 min, seguida por um gradiente térmico de 12 °C/min até 270 °C, mantidos por 7 min.
As amostras foram injetadas em modo de sp/if, com uma razao de 1:40, e o volume de injegao
foi de 1 pL. O processamento de dados foi realizado com o software Open L.AB CDS
ChemStation. As solugdes analisadas foram preparadas dissolvendo cerca de 5 mg de cada
composto em 1 mL de uma soluc¢ao 1:1 CHCl;/metanol (MeOH): 4-MDMB (1) - 5,0 mg/mlL,
4-MNEB (2) - 5,2 mg/mL, 4-MDMP (3) - 5,1 mg/mL, 4-MNEP (4) - 5,4 mg/mL, 4-MDMH
(5) - 5,2 mg/mL e 4-MDEB (6) - 5,2 mg/ml.. A determinacdo do grau de pureza foi realizada
efetuando a analise de 5 repeticOes de cada solugao de catinona, intercaladas com brancos,
calculando-se a média da percentagem das areas dos sinais obtidos nas 5 inje¢des (bem como
o respetivo desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV) dado pelo quociente entre o

DP e a média).

[\
a1
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Validacio de um Método de Detecao e Quantificacao de
Catinonas por GC-MS

A preparagao das solugoes padrao de cada catinona foi efetuada utilizando uma balanga
Kern (modelo ABT 120-4NM, max 120 g, d=0,0001 g) e um equipamento de ultrassons da
Transsonic (modelo 570/H). A preparacio da solu¢io tampao de fosfato foi efetuada
utilizando uma balanca Denver Instrument (modelo XS-410, max 410 g, d=0,01 g).

A 4gua desionizada foi obtida com uma resistividade de 18,2 MQcm™ utilizando um
sistema de purificaciao de agua da Millipore (modelo Simplicity).

As amostras de sangue branco utilizadas durante a otimizagao e validagao do método
analitico (com excegao do estudo de seletividade) foram fornecidas pelo Instituto Portugués
de Sangue (sangue com prazo de validade expirado para transfusdes). As amostras de sangue
utilizadas para o estudo de seletividade do método, bem como as amostras de sangue as quais
foi aplicado o método validado, foram colhidas quer no ambito do Cédigo da Estrada quer
post mortem em autdpsias médico-legais efetuadas no Servico de Patologia Forense do INMLCF
— Delegacao do Sul ou nos Gabinetes Médico-Legais que atuam na sua dependéncia (sangue
cardiaco ou periférico). Todas as amostras biologicas referidas foram conservadas a -10 °C e
protegidas da luz.

Para a preparacgao de solugoes e das amostras bioldgicas utilizaram-se micropipetas de
2-20 pL, 10-100 pL e 100-1000 pL (modelo Reference) e um dispensador (modelo Multipette
M4) da Eppendorf, tendo sido usadas pontas da mesma marca ou da Thermo Scientific
(modelo ART) para as amostras de sangue.

Durante a preparagao de amostras utilizou-se um homogeneizador de rolos da Stuart
Scientific (modelo SRT 9), uma centrifuga da Thermo Scientific (modelo Heraeus Megafuge
16), e um equipamento de vortex da Retsch. Adicionalmente, utilizaram-se tubos de 10 mL
(79x16mm) da Sarstedt (referéncia 62.551.201) e wials de 300 pl. da Thermo Scientific
Chromacol (referéncia 03-FIV).

No processo de SPE utilizaram-se colunas Oasis® MCX (60 mg de enchimento e 3 mL
de volume) da Waters Corporation em camaras de extracao (capacidade para 20 colunas) da
Varian ou da Agilent Technologies ligadas a uma bomba de vacuo da Gast Manufacturing
(modelo DOA-P504-BN).

A evaporagao das amostras sob corrente de azoto foi realizada num evaporador da

Caliper LifeSciences (modelo TurboVap® LV).
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Nas analises de GC-MS foi utilizado um aparelho da Agilent Technologies composto
por um cromatégrafo de gases (modelo 6890), acoplado a um espectrometro de massa (modelo
5973 Inert), equipado com um injetor automatico (modelo 7683) e uma coluna capilar
HP-5MS (Agilent Technologies; 30 m x 250 um e 0,25 pum de espessura de filme). Foi usado
o seguinte programa de temperaturas otimizado: temperatura inicial de 90 °C (2 min), subida
de 10 °C/min até 170 °C, novo gradiente de 2 °C/min até 180 °C, seguido de gradiente de
20 °C/min até 300 °C (1 min); temperatura do injetor de 220 °C e do detetor 280 °C. O gas
de arraste utilizado como fase moével foi hélio da Gasin (pureza >99,9998%) com um fluxo de
1,5 mL/min. O volume de inje¢io foi de 2 pL. com uma razio de sp/it de 1:3. Os espetros de
massa foram adquiridos por impacto eletronico (EI), com uma energia de 70 eV, iniciando-se
a sua aquisi¢ao 10 min apos a injecao da amostra. Os espetros de massa em modo de fu// scan
foram obtidos para um intervalo de 7/z de 50 a 550. No modo de monitotizagio seletiva de
ides (SIM) foram definidos trés valores de /% correspondentes aos fragmentos i6nicos
caracteristicos de cada catinona estudada e um valor de 72/ g para os padroes internos utilizados
(185 para a cocaina-d; e 243 benzoilecgonina-ds). A substituicio do /Zner (4 mm de diametro),
o-ring e septo (11 mm de diametro) foi efetuada a cada 100 inje¢des de modo a prevenir a
diminui¢io da sensibilidade e eventuais contaminacgdes de analises de diferente natureza. Estes
consumiveis do GC-MS, bem como a 12 de vidro usada eram da Agilent Technologies.

A aquisi¢ao e processamento de dados foi realizada recorrendo ao soffware Enhanced

Data Analysis, MSD ChemStation versao E.02.00.493, da Agilent Technologies.

2.2.  Reagentes e Solventes

Analise de Produtos Apreendidos e Sintese de Catinonas

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos comercialmente e utilizados sem
purificagdo prévia, com exce¢ao do tetra-hidrofurano (THF) seco utilizado na sintese das
cetonas e das catinonas que foi previamente seco por destilagio e mantido em peneiras
moleculares e a solucdo etérea de 4cido cloridrico que foi obtida como indicado no ponto
“Obtencio da Solucio Etérea de Acido Cloridrico (3M)”. Todos os reagentes e solventes

utilizados, bem como as suas caracteristicas, apresentam-se na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Reagentes e solventes utilizados na analise de produtos apreendidos e sintese de catinonas.

Reagente/Solvente Caracteristica Marca Referéncia
Acetato de etilo 299,9% Carlo Erba 448254
Acetona 299,8% Carlo Erba 400962

Acido bromidrico 48% Carlo Erba 402925

Acido cloridrico 37% Sigma-Aldrich 30721-2.5L
Acido sulfarico 95-97% Sigma-Aldrich 30743-2.5L
Br> 299,5% Merck 1.01948.0050
CsHiiMgBr 2M em éter dietilico  Aldrich 290998-100ML
CsHoMgCl 2M em THF Aldrich 291005-100ML
C;H-MgCl 2M em éter dietilico  Aldrich 224391-100ML
CDCl; 99,8% de deutério  Aldrich 151823-100G
Cloreto de sédio 299,0% Honeywell Fluka S9888-1KG
Diclorometano (DCM) 299,9% Honeywell Riedel-de Haén ~ 32222-2.5L
Dietilamina 299,5% Sigma-Aldrich 31730-250ML
Dimetilamina 2M em THF Aldrich 391956-100ML
DMSO-ds 99,8% de deutério  Aldrich 151874-25G
Eter dietilico 299,8% Honeywell Riedel-de Haén  32203-5L
Etilamina 2M em THF Aldrich 395072-100ML
n-Hexano 298,5% Carlo Erba 446903

MeOD 99,8% de deutétio Aldrich 151947-25G
MeOH 299,9% Catlo Erba 524102
Peneiras moleculares Didmetro 4A Sigma-Aldrich 208590-500G
P-tolunitrilo 98% Aldrich 132330-100G
Sulfato de magnésio anidro  62,0-70,0% BDH 29118-500G
Sulfato de sédio anidro 299,0% Calro Erba 483007

THF 99,9% Riedel-de Haén 33709

A solucao aquosa de HCl 6M foi preparada utilizando o HCI 37%, (246 mL de acido

num total de 500 mL de solugao) e a solu¢ao aquosa de hidréxido de s6dio 5M encontrava-se

previamente preparada.

Validacao de um Método de Detecao e Quantificacao de
Catinonas por GC-MS

Todos os reagentes e solventes adquiridos comercialmente foram utilizados nos

diferentes procedimentos da validagio da metodologia sem purificagdio prévia, sendo

apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Reagentes e solventes utilizados na valida¢ao do método analitico.

Reagente /Solvente Caracteristica Marca Referéncia
Acetato de etilo para GC  >99,8% Merck 1.10972.1000
Acetonitrilo para LC 299,9% Fluka Analytical 34967-2.5L
Acido Cloridrico 37% 36,1% VWR Chemicals 20252.290
Amoénia 25% >25,0% Merck 1.05432.1000
Benzoilecgonina-d; 1,000£0,005 mg/ml.  Cerilliant B-008
Cocaina-ds 1,000£0,005 mg/mlL. Cerilliant C-014

DCM >99,8% Merck 1.06050.1000
Ecgonina metil éster-ds 0,1002£0,0006 mg/mlL. LoGiCal LGCAMP1345.85-12
n-Hexano 296,0% Merck 1.04374.1000
Isopropanol 299,8% Merck 1.09634.1000
MBTFA Macherey-Nagel 701410.201
MeOH para GC >99,8% Merck 1.06011.2500
MeOH >99.9% ;IZ:EYWCH Riedel-de 54005 551,
MSTFA Macherey-Nagel 701270.510
KH>PO4 99,9% VWR Chemicals 26936.293
TMCS _ Macherey-Nagel 701280.201

As solugbes padrio de cada uma das catinonas estudadas foram preparadas em
acetonitrilo com a concentragao de 1 mg/ml.. Para tal, foram pesados aproximadamente 5 mg
de cada composto que foram transferidos para baldes volumétricos de 5 mL e dissolvidos com
auxilio de ultrassons.

A solugao de trabalho utilizada durante a fase de testes para otimiza¢ao do método foi
preparada em acetonitrilo com a concentragio de 10 pg/mlL, pipetando-se 100 pL de cada
solu¢ao padrio para um balao volumétrico de 10 mL e perfazendo-se o volume com
acetonitrilo.

As solugoes de trabalho utilizadas aquando da validacio do método foram preparadas
de igual forma, em acetonitrilo, com a concentracao de 10 pg/mL e de 1 pg/mL. Para a mais
concentrada pipetaram-se 100 pL de cada solugao padrao para um balao volumétrico de 10 mL
e para a menos concentrada pipetou-se 1 mL da solucio a 10 pg/mL para um balio
volumétrico de 10 mL, perfazendo-se o volume em ambos os casos com acetonitrilo.
Repetiu-se o processo de forma independente, obtendo-se dois conjuntos de solugoes
(solugoes de calibradores e solugbes de controlos). Adicionalmente, foi preparada uma solugao
pata o estudo do limite de dete¢ao (LOD) com concentra¢iao de 0,1 pg/mlL, em acetonitrilo,
pipetando-se 200 pL da solu¢ao de calibradores com 1 pg/mlL para um balio volumétrico de

2 mL e perfazendo-se o volume com acetonitrilo.
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A solugao de padrio interno utlizada durante a fase de testes para otimiza¢do do
método foi preparada em acetonitrilo com a concentragio de 10 pg/mL, pipetando-se 100 pL
de cada solucio de padrio deuterado a 1 mg/mL (benzoilecgonina-d; e cocaina-ds) e 1 mL de
solu¢io padrio de ecgonina metil éster-45 para um baldo volumétrico de 10 ml,
completando-se o volume com acetonitrilo.

A solucio de padrio interno utlizada aquando da valida¢ao do método foi preparada
em acetonitrilo com a concentragiao de 5 pg/ml, pipetando-se 50 pL da solugdo padrio de
cocaina-ds a 1 mg/mlL para um balio volumétrico de 10 mL e completando-se o volume com
acetonitrilo.

A solugao tampao de fosfato (KH,PO, 0,1 M) foi preparada pesando 13,6 g de
KH2PO,, dissolvendo-se em agua desionizada e transferindo-se aos poucos para um baldo
volumétrico de 1 L.

A solugao de HCI 5N foi preparada pipetando-se 6 mL de acido cloridrico 37% para
um balao volumétrico de 100 mL e perfazendo-se o volume com 4gua desionizada.

A solu¢ao de HCI 0,1N foi preparada pipetando-se 5 mL da solu¢ao anterior para um
baldo volumétrico de 250 mL e perfazendo-se o volume com agua desionizada.

A solucio de DCM/isopropanol/amoénia (78/20/2, v/v/v; 200 mL) foi preparada
medindo-se 156 mL. de DCM e 40 mL de isopropanol e pipetando-se 4 mL. de amoénia 25%
para um frasco de 250 mL.

A solugio de DCM/MeOH (70/30, v/v; 200 mL) foi preparada medindo-se 140 mL.
de DCM e 60 mL de MeOH para um frasco de 250 mL.

A solucio de MSTFA /TMCS (95/5, v/v; 20 mL) utilizada durante a fase de testes para
otimiza¢ao do método foi preparada adicionando-se 19 mL. de MSTFA e 1 mL de TMCS num
frasco de 50 mlL..

As solugoes padrao de cada catinona, as solu¢des de trabalho e as solu¢des de padrao
interno forma conservadas a -20 °C, protegidas da luz. A solucao tampao de fosfato foi
mantida a temperatura ambiente. As restantes solu¢des mencionadas foram conservadas a

5 °C, protegidas da luz.
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2.3. Identificacao de NSP em Produtos Apreendidos

No presente trabalho foram analisadas duas amostras resultantes de produtos

apreendidos em Portugal, por forma a identificar os seus componentes e verificar a presenca

de NSP.

Amostra 1

A primeira amostra analisada — Amostra 1 —apresentava-se na forma de matriz vegetal.
Para a preparagao desta amostra foi realizada a sua extracdo adicionando-se 15 mL de MeOH,
levando-se aos ultrassons (5s) e recolhendo-se a solu¢ao organica resultante com uma seringa
acoplada a um filtro de membrana. Efetuou-se este procedimento trés vezes, perfazendo um
total de 45 mL. de MeOH. De seguida, evaporou-se o solvente a secura, obtendo-se 144,8 mg
de extrato, ao qual foi adicionado MeOD, o que provocou a formacao de um precipitado que
foi dissolvido em CDCI; (ap6s filtracdo e recolha da solugao de MeOD). Por fim, efetuou-se a
aquisi¢ao de espetros de RMN da parte da amostra dissolvida em cada um dos solventes.

Posteriormente, procedeu-se a evapora¢io dos solventes deuterados obtendo-se
21,6 mg de Amostra 1 recuperada de MeOD e 94,3 mg de Amostra 1 recuperada de CDCl.

A andlise de ambas por TLC, com uma mistura de 50/50 de Hexano/Acetato de Etilo
(Hx/AcOEt), revelou serem constituidas por uma mistura de dois compostos (Composto A
com fator de reten¢ao (R¢) 0,86 ¢ Composto B com R¢ 0,61) que foram purificados por TLC
preparativa.

A Amostra 1 (recuperada de MeOD) foi purificada por dissolu¢io em MeOH e
algumas gotas de DCM, aplicagao numa placa de TLC preparativa de 0,25 mm de espessura e
eluicio duas vezes com uma mistura de 40/60 de Hx/AcEt. A recuperacio dos dois
compostos foi efetuada delineando e raspando a silica correspondente a cada um, seguida de
lavagem desta com DCM (Composto A) ou com DCM e uma mistura de 50/50 DCM/MeOH
(Composto B). Apos filtragdo e evaporacio do solvente, os compostos obtidos (1,0 mg de
Composto A e 2,3 mg de B) foram dissolvidos em CDCI; e analisados por RMN de 'H.

A Amostra 1 (recuperada de CDCl;) foi purificada por dissolugao em DCM, aplicagao
numa placa de TLC preparativa de 0,50 mm de espessura e eluicao duas vezes, primeiro com
uma mistura de 60/40 de Hx/AcOEt e depois com uma mistura de 40/60 de Hx/AcEt. A
recuperagao dos dois compostos foi efetuada tal como descrito para a Amostra 1 recuperada
de MeOD. Apés filtracio e evaporacao do solvente, os compostos obtidos (2,6 mg de

Composto A e 5,0 mg de B) foram dissolvidos em CDCI; e analisados por RMN.
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Amostra 2

A segunda amostra analisada — Amostra 2 — apresentava-se na forma de p6 branco. A
amostra fol analisada por RMN, pesando cerca de 15 mg de amostra e dissolvendo-a em cada

um dos solventes deuterados: DMSO-d;, CDCl; e MeOD.

2.4. Sintese de Catinonas

A sintese das catinonas desejadas foi realizada tendo por base um procedimento
composto por trés passos: formacao da cetona, devidamente purificada por cromatografia em
coluna, formagao da respetiva a-bromocetona, utilizada sem nenhum tipo de purificagao e

formacio da catinona pretendida na forma de sal, tal como apresentado na Figura 2.1.

—~N _MgClI
c R Br2 Br Amina
+ ou —_—
/O/ -MgBr work Up Work Up
R
R= C,H, CZH-
C,H, R, = C4H, .
C:H,, R (:4H9 N\

(1) 4MDMB  R,= C,Hs, R,= CH,, Ry= CH,
(2) 4MNEB  R,= C,Hs, R,= H, Ry= CH,CH,
(3) 4MDMP  R,= C;H,,R,= CH;, Ry= CH,

(4) 4MNEP  R,= C,H,, R,= H, R,= CH,CH, HC'
(5)4MDMH R,= C,H,, R,= CH,, R,= CH,
(6) 4MDEB  R,= C,H,, R,= CH,CH,, R,= CH,CH, R CI

Figura 2.1. Esquema reacional geral da formagao das catinonas na forma de cloridrato.

Sintese das Cetonas

A sintese das cetonas foi realizada tendo por base os trabalhos de Meltzer et al.
(Meltzer, et al., 2006) nos quais foram preparadas cetonas recorrendo a alquilagdo de
compostos nitrilicos disponiveis comercialmente, seguida de hidrélise acida.

A uma solu¢do do reagente de Grignard pretendido (num excesso de 20%)
adicionaram-se 10 mLL de THF seco e a quantidade desejada de p-tolunitrilo (adicionado sélido
aos poucos durante 30 min). A reagao foi realizada em atmosfera inerte de azoto, a temperatura

ambiente (tendo-se verificado que o aquecimento da mistura reacional até cerca de 30 °C-40 °C

Identificacao, Sintese ¢ Quantificacio de Novas Substancias Psicoativas 32



nao refletiu melhoria no rendimento) e foi acompanhada por TLC utilizando como eluente
uma mistura de 90/10 Hx/AcEt.

Posteriormente, procedeu-se ao work-up da reagdo, para tal verteu-se a mistura
reacional sob 12 g de gelo, observando-se a formacao de uma fase gelatinosa branca e uma
fase liquida amarela. Seguidamente, foram adicionados 3 mL de acido sulfurico, gota a gota,
com agitacao, formando-se uma fase organica de cor amarela ou verde, conforme os casos, e
uma fase aquosa turva, deixando-se a hidrolisar durante a noite.

No dia seguinte, verificou-se, nalguns casos, variagao da cor da fase organica (de
amarelo para verde ou de verde para castanho ou para azulado) e noutro caso a evaporagao do
solvente da fase organica ocorrendo a cristalizagdio da mesma, nio tendo sido observadas
alteragoes na fase aquosa. De seguida, efetuou-se a extragao da cetona sintetizada, para tal
separou-se a fase organica formada durante o work-up (Fase Organica 1), lavou-se a fase aquosa
com 3X50 mL de éter dietilico (Fase Organica 2) e com 3X50 mL de DCM (Fase Organica 3).
Secou-se cada fase organica extraida com sulfato de sédio ou sulfato de magnésio anidros,
filtrou-se e evaporou-se o solvente sob vacuo. Realizou-se TLC de cada fase organica
utilizando como eluente uma mistura de 90/10 Hx/AcEt, por forma a observar a sua pureza,
e realizou-se um espetro de RMN 'H, em CDCl;, verificando-se a formacio da cetona
pretendida e a presenca de p-tolunitrilo (entre 13% e 53%).

Seguidamente, procedeu-se a purificagao de cada cetona sintetizada por cromatografia
em coluna. Para esse fim, utilizou-se como eluente uma mistura de 97/3 Hx/AcEt, cerca de
18 cm de silica e recolheram-se fragdes de 25 ou 50 mlL.. Para efetuar a aplicagao da amostra
esta foi dissolvida em DCM, adsorvida em silica, evaporada a secura sob vacuo e aplicada de
forma uniforme na coluna. A eluicio foi acompanhada por TLC e a recolha de fracGes
terminou quando se constatava que ja nao continham o produto pretendido. Posteriormente,
procedeu-se a evaporacao sob vacuo de todas as fracOes recolhidas e a realizacio de TLC e
espetros de RMN 'H, em CDCl;, pata confirmar que fragdes continham cetona pura. Por fim,
juntaram-se essas fracdes, obtendo-se um o6leo incolor ou um sélido incolor/branco e
rendimentos compreendidos ente 34% e 49%, tendo cada cetona sintetizada sido caracterizada
realizando espetros de RMN 'H, "C APT, HSQC, COSY e HMBC, em CDCls. Na Tabela 2.3
apresenta-se um resumo das quantidades de reagentes utilizados e de produto obtido em cada

rea¢ao, bem como o tempo e rendimento da mesma.

[N
[N}
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Tabela 2.3. Resumo das quantidades de reagentes e de produto e do tempo de reagao e rendimento para a

sintese das cetonas.

CeN R’MgC| 0 (8) 4-Meulbutirofenona R= C3}:{7
+ ou — R (9) 4-Metilvalerotenona R= C,H,
R,MgBr Work Up (10) 4 Metilhexanofenona R= C;H;;
(7) P-tolunitrilo
P-tolunitrilo (7) Reagente de Cetona ap6s purificagio Tempo de
(g; mmol) Grignard (g; mmol) (g; mmol) reagio
CsH7MgCl #4-Metilbutirofenona (8)
2,4793; 20,7 6h 40%
’ (2,5507; 24,8) (1,3439; 8,3) ’
CsH7MgCl #4-Metilbutirofenona (8)
2,4793; 20,7 27h 39%
’ T (2,5918; 25,2) (1,3030; 8,0) ’
CsH7MgCl #4-Metilbutirofenona (8)
2,4811; 20,8 25,5h 36%
’ T (2,5713; 25,0) (1,2100; 7,5) ’ ’
CsHyoMgCl #4-Metilvalerofenona (9)
2,3465; 19,6 235h 34%
’ T (2,7581; 23,6) (1,1786; 6,7) ’ ’
CsHyoMgCl #4-Metilvalerofenona (9)
2,3433; 19,6 25,5h 44%
’ T (2,4273; 23,6) (1,5343; 8,7) ’ ’
CsHi1MgBr #4-Metilhexanofenona (10)
2,2229; 18,6 335h 49%
’ T (3,9278; 22.4) (1,7505; 9,2) ’ ’

Caracterizacao do p-Tolunitrilo e das Cetonas Sintetizadas

P-tolunitrilo _(4-metilbenzonitrilo) (7): Sélido branco amotrfo. RMN 'H (CDCls,
, 1 _ 5 »

5 2 0/4N 400 MHz), 6 (ppm): 7,54 (2H, d, J= 7,3 Hz, H-2’/H-6)); 7,27 (2H, d,
/©/ J= 7,2 Hz, H-3’/H-5%; 2,42 (3H, s, H-7"); RMN “C (CDCl;, 100 MHz),
E &

4 5 0 (ppm): 143,83 (C-4’); 132,19 (C-2°/C-6"); 129,96 (C-3’/C-5%); 119,32
(C-1); 109,42 (C-1°); 21,99 (C-7’).

4-Metilbutirofenona 1 (1-(4-Metilfenil)butan-1-ona) (8): Oleo incolor. RMN 'H (CDCl;,

400 MHz), & (ppm): 7,86 (2H, d, J= 8,2 Hz, H-2’/H-6"); 7,25 (2H, d,

J= 8,2 Hz, H-3"/H-5"; 2,91 (2H, t, J= 7,3 Hz, H-2); 2,40 (3H, s, H-7");
4 1,76 (2H, sext, J= 7,4 Hz, H-3); 0,99 (3H, t, J= 7,4 Hz, H-4); RMN "C
(CDCl, 100 MHz), § (ppm): 200,29 (C-1); 143,72 (C-4); 134,73 (C-1%); 129,33 (C-3’/C-5");
128,29 (C-2’/C-6); 40,54 (C-2); 21,74 (C-7’); 18,00 (C-3); 14,04 (C-4).
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4-Metilvalerofenona (1-(4-Metilfenil)pentan-1-ona) (9): Oleo incolor. RMN 'H (CDCls,

400 MHz), 6 (ppm): 7,86 (2H, d, J= 8,1 Hz, H-2’/H-6°); 7,25 (2H, d,

J= 17,6 Hz, H-3’/H-5"); 2,94 2H, t, J= 7,5 Hz, H-2); 2,41 (3H, s, H-7");

4 1,71 (2H, quint, J= 7,5 Hz, H-3); 1,40 (2H, sext, J= 7,5 Hz, H-4); 0,95

5 (3H,t, J= 7,4 Hz, H-5); RMN "C (CDCl;, 100 MHz), 8 (ppm): 200,49

(C-1); 143,73 (C-4’); 134,73 (C-17); 129,36 (C-3’/C-5%); 128,33 (C-2’/C-6’); 38,38 (C-2); 26,74
(C-3); 22,65 (C-4); 21,76 (C-7); 14,10 (C-5).

4-Metilhexanofenona (1-(4-Metilfenil)hexan-1-ona) (10): Solido branco amorfo. RMN
'H (CDCls, 400 MHz), § (ppm): 7,86 (2H, d, J= 8,2 Hz, H-2’/H-6");
7,25 (2H, d, J= 7,6 Hz, H-3’/H-5"); 2,93 (2H, t, J= 7,5 Hz, H-2); 2,41
(GH, s, H-7); 1,73 2H, m, H-3); 1,40-131 (4H, m, H-4/H-5);
s 091 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-6); RMN "C (CDCls, 100 MHz), § (ppm):
200,51 (C-1); 143,73 (C-4%); 134,73 (C-1°); 129,36 (C-3’/C-5%); 128,32 (C-2’/C-6"); 38,63 (C-2);
31,72 (C-4); 24,33 (C-3); 22,69 (C-5); 21,76 (C-7); 14,12 (C-6).

Sintese das a-Bromocetonas

A sintese das bromocetonas foi realizada tendo por base os trabalhos de Santali et al.
(Santali, et al., 2011) nos quais foram preparadas bromocetonas recorrendo a halogenacao das
respetivas cetonas em meio acido.

A uma solugdo da cetona sintetizada em DCM, na proporc¢ao de cerca de 0,6 mL de
DCM por cada 0,001 mol de cetona, adicionou-se, sob agitacio, uma gota de acido bromidrico
e uma gota de Br, e aguardou-se até que a cor alaranjada desaparecesse. De seguida,
adicionou-se aproximadamente um equivalente de Bra, gota a gota, deixando-se reagir por
alguma horas e acompanhando-se por TLC utilizando como eluente uma mistura de
95/5 Hx/AcEt. A mistura reacional foi seca em corrente de ar obtendo-se um 6leo
amarelado/alaranjado e rendimentos compreendidos ente 74% e 90%, tendo-se
posteriormente realizado espetro de RMN 'H, em CDCI;, verificando-se a formagio da
bromocetona pretendida e a presenga de dibromocetona (entre 12% e 33%). Adicionalmente,
caracterizou-se cada bromocetona sintetizada realizando espetros de RMN 'H, "C APT,
HSQC, COSY e HMBC, em CDCls. Na Tabela 2.4 apresenta-se um resumo das quantidades
de reagentes utilizados e de produto obtido em cada reagao, bem como o tempo e rendimento

da mesma.

(O8]
[Oa1
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Tabela 2.4. Resumo das quantidades de reagentes e de produto e do tempo de reagio e rendimento para a

sintese das bromocetonas.

@ ]
Brz Br
—
R1 R1
Rlz C?JH." (8) 4' 1\-_‘[(_:[_ﬂbu]_i_(()]_-(_311()11{41 (11) 4‘*3161}]*2*13{011]0})11&1‘0feﬂollﬂ
R,= C;H, (9) A" _Metilvalerofenona (12) 4'"Metil-2-bromovalerofenona
RIZ C:)Hll (10) 4' I\I(?l,iHlCXH11()[’(‘11()[’13 (13) 4'—l\Ietﬂ—Z—brOIIlohexanofenoua
Cetona apos purificagdo Br Bromocetona Tempo
(g; mmol) (g; mmol) (g; mmol) de reagio
4-Metilbutirofenona (8) #4-Metil-2-bromobutirofenona (11)
1,4040; 8,8 4h 90Y%
(1,3439; 8,3) ’ (1,8060; 7,5) ’
4-Metilbutirofenona (8) #4-Metil-2-bromobutirofenona (11)
1,2792; 8,0 3h 86%
(1,3030; 8,0) ’ (1,6703; 6,9) ’
4-Metilbutirofenona (8) #4-Metil-2-bromobutirofenona (11)
1,2480; 7,8 2h 84%
(1,2100; 7,5) ’ (1,5024; 6,2) ’
#4-Metilvalerofenona (9) #4-Metil-2-bromovalerofenona (12)
1,0920; 6,8 6,5h 7Y%
(1,1786; 6,7) ’ (1,3068; 5,1) ’
#4-Metilvalerofenona (9) #4-Metil-2-bromovalerofenona (12)
1,4040; 8,8 3h 849
(1,5343; 8,7) ’ (1,8758; 7,4) a
4-Metilhexanofenona (10) 4-Metil-2-bromohexanofenona (13)
1,5600; 9,8 3h 749
(1,7505; 9,2) ’ (1,8402; 6,8) &

Caracterizacao das a-Bromocetonas Sintetizadas

4-Metil-2-bromobutirofenona 1 (2-bromo-1-(4-Metilfenil)butan-1-ona) (11): Oleo
amarelo-alaranjado. RMN 'H (CDCls, 400 MHz), § (ppm): 7,92 (2H, d,
J= 8,2 Hz, H-2’/H-6"); 7,29 (2H, d, J= 8,0 Hz, H-3’/H-5"); 5,06 (1H,
4+ dd, J=7,6/6,5Hz, H-2); 243 (3H, s, H-7"); 2,30-2,07 (2H, m, H-3); 1,08
(3H, t, J= 7,3 Hz, H-4); RMN “C (CDCls, 100 MHz), 8 (ppm): 193,07 (C-1); 144,83 (C-4);
132,09 (C-1%); 129,61 (C-3°/C-5%); 129,10 (C-2’/C-6"); 49,25 (C-2); 27,08 (C-3); 21,87 (C-7");
12,37 (C-4).

#-Metil-2-bromovalerofenona  (2-bromo-1-(4-Metilfenil)pentan-1-ona)  (12):  Oleo

amarelo-alaranjado. RMN 'H (CDCls, 400 MHz), § (ppm): 7,92 (2H, d,
' J= 8,2 Hz, H-2’/H-6"); 7,29 (2H, d, J= 8,0 Hz, H-3’/H-5%); 5,14 (1H;
4 dd; 7,6/6,7); 2,43 (3H, s, H-7)); 2,23-2,04 (2H, m, H-3); 1,64-1,36 (2H,
5 m, H-4); 0,97 3H, t, J= 7,4 Hz, H-5); RMN "C (CDCls, 100 MHz),
O (ppm): 193,14 (C-1); 144,84 (C-4’); 132,06 (C-17); 129,63 (C-3’/C-5%); 129,11 (C-2’/C-6);
47,23 (C-2); 35,62 (C-3); 21,88 (C-7°); 20,94 (C-4); 13,74 (C-5).
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#-Metil-2-bromohexanofenona  (2-bromo-1-(4-Metilfenil)hexan-1-ona)  (13):  Oleo
amarelo-alaranjado. RMN '"H (CDCl;, 400 MHz), § (ppm): 7,92 (2H,
d, J= 8,2 Hz, H-2’/H-6"); 7,29 (2H, d, J= 8,0 Hz, H-3’/H-5’); 5,12
(1H, t, J= 7,2 Hz, H-2); 2,43 (3H, s, H-7); 2,28-2,04 (2H, m, H-3);
s 1,53-1,30 (2H, m, H-4); 1,41-1,34 (2H, m, H-5); 0,91 (3H, t, /= 6,9
Hz, H-6); RMN "C (CDCl;, 100 MHz), 8 (ppm): 193,14 (C-1); 144,84 (C-4%); 132,08 (C-17);
129,63 (C-3’/C-5%); 129,11 (C-2’/C-6"); 47,47 (C-2); 33,42 (C-3); 29,82 (C-4); 22,43 (C-5); 21,88
(C-7°); 14,04 (C-6).

Sintese das Catinonas

A sintese das catinonas foi realizada tendo por base trés métodos diferentes de acordo
com o tipo de amina utilizada, recorrendo, no entanto, ao mesmo procedimento de work-up.

A sintese das catinonas contendo um grupo dimetilamino, 4-MDMB (1),
4-MDMP (3), 4-MDMH (5), teve por base os trabalhos de McDermott et al. (McDermott, et
al., 2011), nos quais uma solugao da amina desejada 2M em THF foi adicionada a bromocetona
adequada  (4-metil-2-bromobutirofenona  (11),  4-metil-2-bromovalerofenona  (12)  ou
#-metil-2-bromohexanofenona (13)) numa propor¢ao de 14 mmol de amina para 3,4 mmol de
bromocetona, a temperatura ambiente. Desta forma, a uma solu¢io da bromocetona
sintetizada dissolvida em 4 mI. de THF seco foram adicionados, com agita¢ao, 4 equivalentes
de uma solucio de dimetilamina 2M em THF, gota a gota, observando-se a forma¢ao de um
precipitado. A reacio foi acompanhada por TLC utilizando como eluente uma mistura de 95/5
Hx/AcOEt e a mistura reacional foi seca em corrente de ar. De seguida, procedeu-se ao
work-np da reacdo tendo por base os trabalhos de Santali et al. (Santali, et al., 2011); para tal,
adicionou-se HCl 6M, gota a gota, até ser atingido pH = 1, separou-se uma primeira fase
organica (Fase Organica 1), lavou-se a fase aquosa com 3X50 mL de DCM (Fase Organica 2),
recolheu-se a fase aquosa e adicionou-se NaOH 5M, gota a gota, até ser atingido pH = 10 e
lavou-se com 3X50 mL de DCM (Fase Organica 3). Secou-se cada fase organica extraida com
sulfato de sédio ou sulfato de magnésio anidros, filtrou-se e evaporou-se o solvente sob vacuo.
Posteriormente, procedeu-se a obtencao das catinonas na forma de cloridrato tendo por base
os trabalhos de Meltzer et al. (Meltzer, et al., 2000); para tal, adicionou-se HCl em solucio
etérea (3M) a cada fase organica extraida anteriormente, obtendo-se, apenas nalgumas das
fases, solidos beges. De seguida, procedeu-se a sua filtragao e lavagem com éter dietilico e

acetona fria até se obter um solido branco, que foi posteriormente seco sob vacuo.
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A sintese da catinona 4-MDEB (6) contendo um grupo dietilamino teve por base os
trabalhos de Hyde et al. (Hyde, et al., 1928) nos quais a bromocetona arrefecida ¢ adicionada
lentamente a uma solu¢iao aquosa de 50% de amina previamente arrefecida, na proporcio de
1 mmol de bromocetona para 2 mmoles de amina, a mistura reacional ¢ mantida a baixa
temperatura durante a adi¢ao, sendo depois deixada a temperatura ambiente. Desta forma, a
uma soluc¢ao de 50% (V/V) de amina em DCM, atrefecida num banho de gelo, foi adicionada
bromocetona previamente arrefecida, gota a gota, com agitagao, na propor¢ao referida. Apos
a adi¢ao o banho de gelo foi retirado e a reacdo decorreu a temperatura ambiente, nao se
observando a formacio de precipitado. A reacdo foi acompanhada por TLC utilizando como
eluente uma mistura de 95/5 Hx/AcOEt e a mistura reacional foi seca em corrente de ar. Por
fim, procedeu-se ao work-up da reacao e posterior obtenc¢ao da catinona na forma de cloridrato
como descrito anteriormente, obtendo-se um pé bege claro.

A sintese das catinonas contendo um grupo etilamino, 4-MNEB (2) ¢ 4-MNEP (4),
consistiu numa adaptagao dos métodos anteriormente descritos para a sintese das catinonas 1,
3,5 ¢ 6: a uma solucao de etilamina 2M em THF, arrefecida num banho de gelo, foi adicionada
bromocetona previamente arrefecida, gota a gota, com agitacao, na propor¢ao de 1 mmol de
bromocetona para 4 mmoles de etilamina. Apos a adicio o banho de gelo foi retirado e a
reacao decorreu a temperatura ambiente, observando-se a formagao de um precipitado. A
rea¢do foi acompanhada por TLC utilizando como eluente uma mistura de 95/5 Hx/AcOEt
e a mistura reacional foi seca sob vacuo. Por fim, procedeu-se ao work-up da reagao e posterior
obtencao das catinonas na forma de cloridrato como descrito anteriormente, obtendo-se pos
brancos.

A sintese de todas as catinonas foi conseguida a partir da bromocetona adequada com
rendimentos compreendidos ente 19% e 73%, tendo-se realizado espetros de RMN "H, em
CDCl;, para verificar a formagao da catinona pretendida e caracterizado cada catinona
sintetizada realizando espetros de RMN "H, "C APT, HSQC, COSY e HMBC, em CDCl; e
DMSO-ds. Na Tabela 2.5 apresenta-se um resumo das quantidades de reagentes utilizados e

de produto obtido em cada reagao, bem como o tempo e rendimento da mesma.
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Tabela 2.5. Resumo das quantidades de reagentes e de produto e do tempo de reagao e rendimento para a

sintese das catinonas.

Rz

Amina N HCI + |
= "Ry —

0 0 Rz 0
Br 1
Work Up Rs
Ri Ri Ricl”

(1) 4-MDMB R,= C,Hs, R,= CH;, Ry= CH,
(2) 4 MNEB R;= G,Hs, R,= H, Ry= CH,CH;
(3) 4 MDMP R,= C3H,, R,= CHj, Ry= CH,

(11) 4 Metil-2-bromobutirof enona
(12) 4'-Metl-2-bromovalerofenona
(

13) 4'-Meul-2-bromohexanofenona

R,= C,H; (4) 4MNEP R,= C;H,, R,~ H, Ry;= CH,CH,

R,= C;H; (5) 4 MDMH R,= C,Hy, R,= CH;. Ry= CH,

R,=C,Hy (6) 4-MDEB R,;= C,H;, R,= CH,CHj;, Ry= CH,CH;
Bromocetona Amina Catinona Tempo de
(g; mmol) (g; mmol) (g; mmol) reagiao
#4-Metil-2-bromobutirofenona (11) Dimetilamina 4-MDMB (1) o4k 19%
(1,8060; 7,5) (1,3524; 30,0) (0,3490; 1,4) ’
#4-Metil-2-bromobutirofenona (11) Etilamina 4-MNEB (2) 9% 55
(1,6703; 6,9) (1,2532; 27,8) (0,9276; 3,8) ’
4-Metil-2-bromobutirofenona (11) Dietilamina 4-MDEB (6) 275h 47%
(1,5024; 6,2) (0,9191; 12,6) (0,7939; 2,9)
#4-Metil-2-bromovalerofenona (12) Dimetilamina 4-MDMP (3) 925 h 50%
(1,3068; 5,1) (0,9286; 20,6) (0,6544; 2,0) ’ ’
#4-Metil-2-bromovalerofenona (12) Etilamina 4-MNEP (4) 19h 56%
(1,8758; 7,4) (1,3254; 29,4) (1,0476; 4,1) ’
#4-Metil-2-bromohexanofenona (13) Dimetilamina 4-MDMH (5) 4751 73%

(1,8402; 6,8) (1,2352; 27,4) (1,3450; 5,0)

Caracterizacao das Catinonas Sintetizadas

Cloridrato de
1-(4-Metilfenil)butan-1-ona) (1): P6 branco amorfo (349,0 mg;
(;11 n=7%). HRMS-ESI(+): m/% 206,1544 (IM+H]*, CiHxNO",
4 calculada 206,1539). Pureza (GC-FID): 96,28% (DP 0,83; CV
0,86%). RMN 'H (CDCl;, 400 MHz), 8 (ppm): 12,30 (1H, brs, NH); 7,91 (2H, d, J= 7,3 Hz,
H-2’/H-6); 7,33 (2H, d, J= 7,3 Hz, H-3’/H-5"; 5,11 (1H, m, H-2); 2,94 (GH, brs, H-17/H-27);
243 (3H, s, H-7); 2,32-2,18 (1H, m, H-3); 2,13-1,99 (1H, m, H-3); 1,00 GH, t, J= 6,8 Hz,
H-4); RMN “C (CDCl;, 100 MHz), § (ppm): 195,77 (C-1); 146,94 (C-4%); 133,49 (C-17); 130,27
(C-3°/C-5%); 128,94 (C-2’/C-6"); 65,43 (C-2); 42,92 (C-17); 38,17 (C-2”); 23,62 (C-3); 21,96 (C-
7); 10,73 (C-4). RMN 'H (DMSO-d,, 400 MHz), § (ppm): 10,43 (1H, brs, NH); 7,99 (2H, d,
J= 7,7 Hz, H-2"/H-6); 7,44 QH, d, J= 7,8 Hz, H-3/H-5; 5,42 (1H, m, H-2); 2,86 3H, s,
H-27); 2,79 (3H, s, H-17); 2,42 (3H, s, H-7); 2,10-1,89 (2H, m, H-3); 0,74 (3H, t, J= 7,4 Hz,
H-4); RMN “C (DMSO-ds, 100 MHz), § (ppm): 195,70 (C-1); 146,01 (C-4%); 132,21 (C-1’);

-2-(dimetilamino)-

4-Metil-N.N-dimetilnorbufedrona
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129,88 (C-3/C-5); 128,99 (C-2°/C-6"); 67,94 (C-2); 42,48 (C-17); 40,69 (C-2”); 21,55 (C-3);
21,35 (C-7°); 8,46 (C-4).

4-Metil-N-etilnorbufedrona  (Cloridrato _de  (R,$)-2-(etilamino)-1-(4-Metilfenil)-
butan-1-ona) (2): P6 branco amorfo (927,6 mg; n= 18 %),.
HRMS-ESI(+): »/z 206,1545 (M+H]", Ci3H2NO", calculada
Cl 2006,1539). Pureza (GC-FID): 96,14% (DP 1,47; CV 1,53%).
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz), § (ppm): 7,91 (2H, d, J= 7,1 Hz, H-2’/H-6%); 7,33 (2H, d,
J=7,2Hz, H-3’/H-5"); 5,06 (1H, m, H-2); 3,34-3,23 (1H, m, H-1”); 3,14-3,02 (1H, m, H-17);
2,53-2,37 (1H, m, H-3); 2,44 (3H, s, H-7"); 2,31-2,18 (1H, m, H-3); 1,54 3H, t, ]= 7,2 Hz,

H-27); 0,97 (3H, t, J= 6,7 Hz, H-4); RMN “C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 194,41 (C-1);
146,54 (C-47); 131,56 (C-1°); 130,14 (C-3°/C-5); 129,11 (C-2°/C-6"); 62,42 (C-2); 43,04 (C-17);
24,37 (C-3); 21,99 (C-7°); 11,94 (C-27); 9,27 (C-4). RMN '"H (DMSO-ds, 400 MHz), & (ppm):
9,33 (1H, brs, NH); 9,03 (1H, brs, NH); 7,99 (2H, d, J= 7,9 Hz, H-2’/H-6’); 7,42 (2H, d,
J= 7,9 Hz, H-3/H-5"; 524 (1H, m, H-2); 3,07-2,96 (1H, m, H-17); 2,96-2,85 (1H, m, H-17);
2,41 (3H, s, H-7"); 2,10-1,97 (1H, m, H-3); 1,97-1,85 (1H, m, H-3); 1,26 (3H, t, J= 7,2 Hz,
H-27); 0,76 (3H, t, J= 7,5 Hz, H-4); RMN C (DMSO-d;, 100 MHz), 8 (ppm): 195,64 (C-1);
145,64 (C-4%); 131,44 (C-17); 129,75 (C-3’/C-5"); 128,87 (C-2’/C-6); 61,13 (C-2); 41,11 (C-17);
23,01 (C-3); 21,28 (C-7°); 11,13 (C-2); 8,31 (C-4).

4-Metil-IN_N-dimetilnorpentedrona Cloridrato  de 5)-2-(dimetilamino)-1-

-(4-Metilfenil)pentan-1-ona) (3): P6 branco amorfo (654,4 mg;
n=13 %). HRMS-ESI(+): »/z 220,1700 (M+H]", Ci4H:NO",
calculada 220,1696). Pureza (GC-FID): 97,09% (DP 1,08;
CV 1,11%). RMN 'H (CDCls, 400 MHz), § (ppm): 12,56 (1H, brs,
NH); 7,88 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-2’/H06); 7,35 (2H, d, J= 7.5 Hz, H-3’/H-5’); 5,04 (1H, t,
J= 6,3 Hz, H-2); 3,03 (3H, brs, H-27); 2,81 (3H, brs, H-17); 2,45 (3H, s, H-7’); 2,24-2,11 (1H,
m, H-3); 2,02-1,89 (1H, m, H-3); 1,58-1,42 (1H, m, H-4); 1,37-1,20 (1H, m, H-4); 0,92 (3H, t,
J= 6,8 Hz, H-5); RMN "C (CDCls, 100 MHz), § (ppm): 195,84 (C-1); 147,03 (C-4%); 133,49
(C-17); 130,33 (C-3’/C-5); 128,87 (C-2’/C-6); 63,83 (C-2); 43,04 (C-17); 37,80 (C-27); 32,30
(C-3); 21,99 (C-7°); 19,69 (C-4); 14,07 (C5). RMN 'H (DMSO-d,, 400 MHz), § (ppm): 10,46
(1H, brs, NH); 8,00 (2H, d, J= 7,9 Hz, H-2’/H-6°); 7,44 (2H, d, J= 7,7 Hz, H-3’/H-5"); 5,38
(1H, m, H-2); 2,86 (3H, s, H-27); 2,79 (3H, s, H-17); 2,42 (3H, s, H-7’); 1,96-1,83 (2H, m, H-3);
1,22-0,99 (2H, m, H-4) 0,79 (3H, t, J= 7,2 Hz, H-5); RMN “C (DMSO-d, 100 MHz), § (ppm):
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196,04 (C-1); 146,04 (C-4); 132,39 (C-1); 129,88 (C-3’/C-5"); 129,00 (C-2°/C-6"); 66,78 (C-2);
42,29 (C-17); 40,76 (C-2); 30,26 (C-3); 21,34 (C-7"); 17,51 (C-4); 13,68 (C5).

4-Metil-N-etilnorpentedrona (Cloridrato de (R.f)-2-(etilamino)- 1-(4-Metilfenil)-

pentan-1-ona) (4): P6 branco amotfo (1,0476 g n=21 %).
HRMS-ESI(+): »/z 220,1704 (M+H]", CisHNO", calculada
220,1696). Puteza (GC-FID): 96,12% (DP 1,58; CV 1,64%).
RMN 'H (CDCls, 400 MHz), § (ppm): 10,55 (1H, brs, NH); 8,40
(1H, brs, NH); 7,90 (2H, d, /= 7,3 Hz, H-2’/H-6"); 7,33 (2H, d, J= 7,3 Hz, H-3’/H-5"); 5,05
(1H, m, H-2); 3,33-3,20 (1H, m, H-17); 3,12-3,00 (1H, m, H-17); 2,44 3H, s, H-7"); 2,36-2,23
(1H, m, H-3); 2,23-2,11 (1H, m, H-3); 1,54 (3H, ¢, /= 6,3 Hz, H-2"); 1,54-1,39 (1H, m, H-4);
1,39-1,22 (1H, m, H-4); 0,85 (3H, t, J= 6,4 Hz, H-5); RMN "C (CDCl;, 100 MHz), § (ppm):
194,61 (C-1); 146,47 (C-4); 131,62 (C-17); 130,11 (C-3’/C-5"); 129,10 (C-2’/C-6’); 61,58 (C-2);
42,97 (C-17); 33,07 (C-3); 21,99 (C-77); 18,41 (C-4); 13,98 (C-5); 11,89 (C-2”). RMN 'H
(DMSO-ds, 400 MHz), § (ppm): 9,39 (1H, brs, NH); 9,05 (1H, brs, NH); 7,98 (2H, d,
J= 7,9 Hz, H-2’/H-6"); 7,42 (2H, d, ]= 7,9 Hz, H-3’/H-5"); 5,24 (1H, m, H-2); 3,07-2,95 (1H,
m, H-17); 2,95-2,83 (1H, m, H-17); 241 3H, s, H-7"); 1,96-1,78 2H, m, H-3); 1,36-1,21 (1H,
m, H-4); 1,25 3H, t, J= 7,0 Hz, H-2"); 1,14-0,98 (1H, m, H-4); 0,77 (3H, t, J= 7,2 Hz, H-5);
RMN C (DMSO-d;, 100 MHz), § (ppm): 195,88 (C-1); 145,73 (C-4"); 131,52 (C-1); 129,82
(C-3/C-5); 128,93 (C-2/C-6"); 60,37 (C-2); 41,19 (C-17); 31,98 (C-3); 21,34 (C-7); 17,21
(C-4); 13,71 (C-5); 11,22 (C-2).

4’-Metil-N.N-dimetilnorhexedrona Cloridrato de -2-(dimetilamino)-1-

-(4-Metilfenil)hexan-1-ona) (5): P6 branco amorfo (1,3450 g;
1= 27 %). HRMS-ESI(+): /3 234,1858 (M+H]', CisH.NO",
calculada  234,1852). Pureza (GC-FID): 9446% (DP 0,96;
CV 1,02%). RMN 'H (CDCL, 400 MHz), 8 (ppm): 12,53 (1H, brs,
NH); 7,89 (2H, d, J= 7,3 Hz, H-2"/H-6"); 7,35 2H, d, J= 7,4 Hz, H-3’/H-5; 5,03 (1H, m,
H-2); 3,03 BH, brs, H-27); 2,80 (3H, brs, H-17); 2,45 3H, s, H-7); 2,27-2,13 (1H, m, H-3);
2,05-1,92 (1H, m, H-3); 1,52-1,38 (1H, m, H-4); 1,38-1,27 (2H, m, H-5); 1,27-1,13 (1H, m,
H-4); 0,82 (3H, t, J= 6,5 Hz, H-6); RMN “C (CDCL, 100 MHz), § (ppm): 195,83 (C-1);
147,03 (C-4%); 133,53 (C-1%); 130,34 (C-3’/C-5); 128,89 (C-2’/C-6); 63,84 (C-2); 43,04 (C-17);
37,82 (C-27); 30,00 (C-3); 28,04 (C-4); 22,63 (C5); 21,99 (C-7); 13,66 (C6). RMN 'H
(DMSO-ds, 400 MHz), 8 (ppm): 10,37 (1H, brs, NH); 8,00 2H, d, J= 7,6 Hz, H-2’/H-6"); 7,44
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(2H, d, J= 7,9 Hz, H-3’/H-5"); 537 (1H, m, H-2); 2,86 (3H, brs, H-2); 2,78 (3H, brs, H-1);
2,42 (3H, s, H-7"); 1,98-1,85 (2H, m, H-3); 1,29-1,14 (2H, m, H-5); 1,14-0,95 (2H, m, H-4);
0,74 3H, t, J= 7,0 Hz, H-6); RMN "*C (DMSO-d,, 100 MHz), 8 (ppm): 195,99 (C-1); 146,09
(C-4%); 132,30 (C-1°); 129,91 (C-3’/C-5’); 129,00 (C-2°/C-6’); 66,93 (C-2); 42,43 (C-17); 40,75
(C-27); 27,93 (C-3); 25,89 (C-4); 21,85 (C5); 21,35 (C-7°); 13,52 (C6).

&-Metil-N,N-dietilnorbufedrona (Cloridrato de (R,5)-2-(dietilamino)-1-
-(4-Metilfenil)butan-1-ona) (6): P6 bege amorfo (793,9 mg;
n= 14 %). HRMS-ESI(+): m/% 234,1848 ((M+H]", CisHuNO",
calculada 234,1852). Pureza (GC-FID): 96,14% (DP 1,04,
CV 1,08%). RMN 'H (CDCls, 400 MHz), 6 (ppm): 11,39 (1H, brs,
NH); 7,89 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-2’/H-6’); 7,35 (2H, d, J]= 7,2 Hz, H-3’/H-5%); 5,10 (1H, m,
H-2); 3,84-3,71 (1H, m, H-3”); 3,57-3,43 (1H, m, H-37); 3,43-3,29 (1H, m, H-17); 3,14-3,01
(1H, m, H-17); 2,57-2,47 (1H, m, H-3); 2,45 (3H, s, H-7); 2,14-1,99 (1H, m, H-3); 1,57 (3H, ¢,
J= 6,6 Hz, H-47); 1,44 (3H, t, J= 6,4 Hz, H-2”); 1,01 (3H, t, J]= 6,7 Hz, H-4); RMN "C (CDCl;,
100 MHz), 6 (ppm): 195,72 (C-1); 146,95 (C-4); 133,38 (C-1°); 130,31 (C-3°/5); 128,92
(C-2’/6); 63,57 (C-2); 48,21 (C-17); 45,90 (C-37); 23,80 (C-3); 21,98 (C-7"); 11,86 (C-47); 11,35
(C-4); 10,37 (C-2”). RMN 'H (DMSO-d, 400 MHz), § (ppm): 9,68 (1H, brs, NH); 8,08 (2H, d,
J= 7,8 Hz, H-2’/H-6); 7,44 (2H, d, J]= 7,8 Hz, H-3’/H-5); 5,36 (1H, m, H-2); 3,40-3,28 (1H,
m, H-3"); 3,23-3,09 (2H, m, H-1”/H-3"); 3,09-2,95 (1H, m, H-17); 2,42 (3H, s, H-7’); 2,06-1,89
(2H, m, H-3); 1,28 (3H, t, J= 7,1 Hz, H-4”); 1,21 (3H, t, J= 7,1 Hz, H-2”); 0,73 (3H, t,
J= 7,4 Hz, H-4); RMN "C (DMSO-d,, 100 MHz), § (ppm): 195,73 (C-1); 146,22 (C-4’); 132,02
(C-17); 129,88 (C-3°/C-5%; 129,17 (C-2’/C-6%); 65,13 (C-2); 46,54 (C-17); 43,19 (C-37); 21,62
(C-3); 21,36 (C-7°); 9,58 (C-27); 8,57 (C-4); 7,64 (C-47).

Obtencio da Solucdo Etérea de Acido Cloridrico (3M)

A solucio etérea de acido cloridrico, utilizada na obten¢ido das catinonas na forma de
cloridrato, foi produzida recorrendo a montagem apresentada na Figura 2.2. Para tal foi
adicionado gota-a-gota acido sulftrico a 96 % (38,3 mL; 0,375 mol) sobre cloreto de sédio
(43,83 g; 0,75 mol), previamente seco na estufa a 100 °C durante a noite, levando a formagao
de acido cloridrico que borbulhou em éter etilico (250 mL; 0,75 mol) durante algumas horas,

até a sua estabilizacio.
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Figura 2.2. Montagem utilizada para a obtencio da solucio etérea de acido cloridrico.

2.5.  Validacao de um Método de Detecao e Quantificacao
de Catinonas em Sangue por GC-MS

No presente trabalho efetuou-se a validagao de um método de detegao e quantificacio
das seis catinonas sintetizadas, em sangue, por GC-MS e recorrendo a SPE, tendo sido
avaliados diferentes parametros tais como seletividade, eficiéncia do processo de extragdo
(recuperacdo), LOD, limite inferior de quantificagao (LLOQ)), arrastamento (carry-over),
linearidade, limite superior de quantificagio (ULOQ)), precisio, exatidao e estabilidade,

tendo-se, por fim, aplicado o método validado a analise de amostras reais.

Identificacao e Quantificagao dos Compostos em estudo

A identificagao dos compostos em estudo foi efetuada em modo SIM analisando o
tempo de retencdo (tr) de cada composto, bem como o tempo de retengao relativo (tr.), a
presenca de trés i0es caracteristicos e as intensidades relativas desses iGes, em comparagdo com
os resultados obtidos para uma amostra controlo, tendo por base os critérios de avaliagao da
Agéncia Mundial Antidopagem (WADA) (WADA, 2010).

Relativamente ao tempo de reten¢io, o seu valor absoluto deve encontrar-se num
intervalo de £2% ou *0,1 min do tr do mesmo composto numa amostra de controlo e o seu

valor relativo (dado pelo quociente entre o trg do composto e o tr de um padrao interno) deve
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encontrar-se num intervalo de £1% do tr, numa amostra de controlo ou £0,1% se o padrio
interno utilizado se tratar de um analogo deuterado do composto em estudo.

Relativamente as intensidades relativas dos i6es monitorizados, estas sao dadas pela
percentagem da area do pico de cada ido relativamente a area do pico do ido mais abundante
que ¢é tida como 100%, devendo as intensidades relativas encontrar-se nos intervalos de
aceitagdo apresentados na Tabela 2.6, comparativamente as intensidades relativas observadas
para uma amostra de controlo.

Finalmente, para a identificacio de um composto ¢ ainda necessario verificar-se uma
razdo sinal/ruido (S§/N) superior a 3 para todos os iGes monitorizados, sendo esta avaliada
recorrendo a uma fungao do software que compara a intensidade de um pico com a intensidade

do ruido da linha de base adjacente a esse pico.

Tabela 2.6. Intervalos de aceitagdo para as intensidades relativas dos i6es monitorizados em modo SIM.

Intensidade Relativa (%)  Intervalo de aceitacdo (%o)

>50 T 10 (intervalo absoluto)
25-50 T 20 (intervalo relativo)
5-<25 * 5 (intervalo absoluto)
<5 T 50 (intervalo relativo)

A quantificagio dos compostos em estudo foi efetuada por aplicagio do método de
padrao interno, no qual este ¢ adicionado a cada amostra numa determinada concentragao
constante (250 ng/mlL). A escolha do padrio interno teve por base os compostos utilizados
no método aplicado pelo SQTF para a analise de cocaina e metabolitos, tendo-se usado nos

estudos de otimizacao do método uma mistura de benzoilecgonina-ds, cocaina-d; e ecgonina

metil éster-ds e na validacio do método uma solu¢io contendo apenas cocaina-ds; (5 pg/mlL).

Preparacio das Amostras Biologicas

A preparagao das amostras bioldgicas consistiu primeiramente no descongelamento
das mesmas até a temperatura ambiente por movimentos de rotagao e inversao. De seguida,
preparou-se uma mistura de 8 mL de solu¢do tampao de fosfato (KH.PO4 0,1 M), 25 pL. de
solucao de mistura de padroes internos (ficando a concentracio de 500 ng/ml em sangue) ou
de solu¢ao de padrio interno de cocaina-d; (250 ng/mL) e a quantidade necessaria da solucio
de catinonas adequada, dependendo da etapa do processo de otimizac¢ao ou validagao. Por fim,

foram adicionados 500 pL de sangue a essa mistura, procedendo-se posteriormente a sua
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homogeneiza¢do por movimentos de rota¢do e inversio durante 15 min, seguida de
centrifugacao a 3500 rpm durante 15 min.

Ap6s a centrifugacdo, procedeu-se a extragao das amostras por SPE, utilizando colunas
Oasis® MCX, comegando por se acondicionar as colunas com 2 mI. de MeOH e 2 ml. de 4gua
desionizada. De seguida, adicionou-se o sobrenadante das amostras centrifugadas e efetuou-se
a lavagem das colunas com 2 ml. de agua desionizada, 2 ml. de HCI 0,IN e 2 mI. de MeOH
(ou outro solvente de lavagem testado durante a otimiza¢ao do método). Apods a lavagem das
colunas, adicionaram-se 2 ml. de hexano e efetuou-se a secagem das colunas sob vacuo por
10 min. Finalmente, eluftam-se os analitos com 2 ml da solucio de
DCM/isopropanol/amoénia (78/20/2, v/v/v).

Ap6s o processo de SPE, os extratos foram evaporados a secura a 45 °C sob corrente

de azoto durante 20 min. Por fim, reconstituiram-se os extratos secos adicionando 65 pL de

MeOH, homogeneizando-se no equipamento de vortex, (ou 65 pL. de solu¢ao de derivatizante,
incubando-se a 80 °C por 30 min, na fase de otimizagao do método) e transferiu-se para vials

posteriormente encapsulados.

Otimizacao do Método

O método analitico validado foi previamente otimizado em diversos aspetos,
nomeadamente o uso ou nao de agentes de derivatizagao, o programa de temperaturas usado,
o fluxo de hélio, o tipo de sangue a utilizar, a razao de sp/it e ainda o solvente de lavagem das
colunas de SPE.

O wuso de agentes de derivatizacio foi avaliado recorrendo aos métodos de
derivatizagao mais frequentemente utilizados no SQTF: derivatizagao por sililagao, utilizando
uma mistura de MSTFA/TMCS, ou por acilagio, utilizando MBTFA, tendo-se também
testado nao recorrer a derivatizagao e acabando por se optar nao derivatizar os analitos.

O programa de temperaturas foi otimizado de modo a separar o melhor possivel os
picos das catinonas, colmatando assim eventuais problemas a baixas concentragdes, uma vez
que se pretendia identificar as catinonas, nao s6 pelo seu espetro de massa, mas também pelo
seu tg, tendo-se ainda testado dois valores de fluxo de hélio de modo a diminuir o tr das
catinonas, sem afetar a sua separagao, encontrando-se as condi¢des finais apresentadas na
seccdao de Equipamento e Materiais.

A escolha do tipo de sangue a utilizar foi efetuada apds serem analisadas amostras

fortificadas de sangue cardiaco post mortem ou de sangue de vivo de modo a avaliar a existéncia

ol
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de eventuais interferentes que impedissem a sua utilizagdo, acabando por se optar pelo sangue
de vivo em toda a validagdo ja que este nao apresentava interferentes aos tempos de retencao
e i6es monitorizados de cada um dos analitos; no estudo de seletividade procurou-se estudar
varias origens diferentes de sangue, pelo que foi também utilizado sangue cardiaco.

As condicOes de sp/it foram otimizadas com o objetivo de aumentar a sensibilidade do
método, tendo sido testadas duas razoes de spliz (1:3 e 1:5) e ainda o modo splitless, decidindo
usar-se uma razao de gp/it de 1:3.

Por fim, foram testados trés solventes de lavagem das colunas de SPE (uma mistura
de DCM/MeOH, isopropanol ou MeOH) de forma a escolher o solvente que proporcionasse

uma melhor eficiéncia de extragao, tendo-se optado por usar MeOH.

Validacio do Método

Apbs concluida a otimizagao de diversos aspetos do método analitico procedeu-se a
sua validagao de modo a garantir que o método desenhado cumpre os objetivos desejados e

que produz resultados de confianca, podendo assim ser inserido na rotina laboratorial.

Estudo de Seletividade

Para o estudo da seletividade do método analitico, foram selecionadas aleatotriamente
40 amostras de sangue (20 colhidas no ambito do Cédigo da Estrada e 20 de sangue cardiaco
post mortem). Cada conjunto de 20 amostras foi divido em cinco grupos contendo quatro
amostras diferentes (500 pL de cada uma), obtendo-se assim 10 pools de sangue com a
composicao apresentada na Tabela 2.7. Apos a homogeneizagao das pools de sangue por
movimentos de inversdo e rotacao, procedeu-se a preparagao de 20 tubos contendo 8 mL de
solucio tampao de fosfato e 250 ng/mL de solu¢io de padrio interno, adicionando-se depois

em 10 dos tubos 500 pL de sangue de cada poo/ (conjunto A — brancos) e nos outros 10 tubos

500 pL de sangue de cada poo/ e 50 pL da solugio de controlos de catinonas a 1 pg/mL
(ficando a 100 ng/mL) (conjunto B — fortificados).

As 20 amostras assim preparadas foram analisadas recorrendo ao método otimizado
com o objetivo de avaliar a presenca das seis catinonas estudadas em cada uma delas, sendo
um método considerado seletivo, segundo os critérios de validagaio de métodos do SQTTF,
quando se verifica uma percentagem de falsos positivos igual a 0% e de falsos negativos <10%.
Algumas destas amostras eram positivas para algumas substancias, permitindo assim a

avaliacao da sua eventual influéncia na analise das catinonas em estudo.

Identificacdo, Sintese ¢ Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas 46



Tabela 2.7. Composi¢ao de cada poo/ utilizada no estudo de seletividade.

Pool Amostra Género Idade 1(;1;(;31 Outras substiancias presentes nas amostras
1 Feminino 29
1 2 Feminino 34 —— THC; 11-OH-THC; THC-COOH
3 Feminino 44 1,66
4 Feminino 33
5 Masculino 67
) 6 Feminino 54
7 Masculino 50 1,85
g 8 Feminino 40 1,81
5 9 Masculino 52 1,40
= , 10 Masculino 52
I 11 Masculino 70 1,91
i—%o 12 Masculino 62
O 13 Masculino 20
14 Feminino 30
4 15 Feminino 96
16 Masculino 74 0,50
17 Masculino 64 2,58
18 Masculino 28 1,86
> 19 Masculino 35 1,63
20 Masculino 34
21 Masculino 49 0,13
22 Masculino 58
6 23 Masculino 45 1,31 Alprazolam; Benzoilecgonina; Quetiapina
24 Feminino 83
25 Masculino 55
2% Masculino 42 L F?nitoifla; Fenobarbital; Levetiracetam;
- Lidocaina
27 Masculino —
S 8 Mascdlino 86 L N-desmetil-tramadol; O-desmetil-tramadol;
N Tramadol
§ 29 Masculino 88
i Carboxihemoglobina; Diazepam;
3 30 Masculino 60 0,68 meta-Clorofenilpiperazina; Nordiazepam;
%j 3 Olanzapina; Trazodona; 7-amino-clonazepam
S Fentanil; Levetitacetam; Morfina;
Y 31 Masculino 73 ——  N-desmetil-tramadol; O-desmetil-tramadol;
&0 Tramadol
& 32 Feminino 76 ~ ——  Fluoxetina
33 Masculino 47 —— THC; THC-COOH
9 34 Feminino 37 ——  Mirtazapina; THC; 11-OH-THC; THC-COOH
35 Masculino 75
36 Masculino 84
37 Masculino 48
10 38 Masculino —  ——  Carboxihemoglobina; Diazepam; Nordiazepam
39 Masculino 20
40 Masculino 50
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Eficiéncia do Processo de Extracdao (Recuperagio)

A avaliagao da eficiéncia da extragao foi realizada para trés gamas de trabalho, baixa
(25 ng/mL), média (100 ng/mL) e alta (500 ng/mL), tendo sido analisados trés replicados para
cada gama. Para tal, preparam-se dois conjuntos de 9 tubos contendo 8 mL de solugdo tampao
de fosfato e 500 pL de sangue branco, tendo-se depois fortificado apenas um dos conjuntos
com as catinonas em estudo (12,5 ou 50 pL da solu¢ao de controlos a 1 pg/ml para a gama

baixa ou média, respetivamente, ¢ 25 pl. da solugao de controlos a 10 pg/mlL para a gama
alta). Posteriormente, procedeu-se a extragdo por SPE dos dois conjuntos de amostras,
tendo-se antes da evaporacao adicionado 25 pL de solugdo de padrio interno (ficando a
250 ng/ml) aos dois conjuntos e fortificado o outro conjunto de amostras com as catinonas
em estudo, adicionando os volumes indicados anteriormente.

Por fim, analisaram-se as amostras preparadas e calculou-se a percentagem de
recupera¢ao do método de extragao utilizando a Equacio 2.1, sendo que esta deve encontrar-se

entre 40% e 120%, segundo os critérios de validagao de métodos do SQTF.

(Areaanalito/AreaPadréoInterno) PFi 5

~ Amostras fortificadas antes da extracio

Recuperagio(%) = = R fortl] £2x 100 (2.1)
( reAanalito/ TeaPadréolnterno)AmostraS fortificadas depois da extragio

Limite de Detecao e Limite Inferior de Quantificacao

Para determinar o LOD preparam-se tubos contendo 8 mL de solugao tampao de
fosfato, 250 ng/mL de padrio interno, 500 pL de sangue branco e 1, 2, 5 ou 10 ng/mL dos
compostos em estudo (utilizando para tal 5, 10, 25 ou 50 pL da solugdo de calibradores a

0,1 pg/mlL, respetivamente), tendo-se preparado cinco teplicados para cada concentracio e
analisado todas as amostras utilizando o método descrito. O limite de detegdo para cada
catinona foi definido como a menor concentracio em que se verificaram valores de S/N
superiores a 3 para todos os replicados e em que o analito foi identificado de acordo com os
critérios de avaliagio da WADA (WADA, 2010) para pelo menos 90% dos replicados
(tendo-se usado como controlo positivo um replicado de 10 ng/mlL) (ICH, 2005).

A determina¢io do LLOQ foi realizada juntamente com o estudo de linearidade,
tendo-se definido que o LLOQ de cada catinona seria o valor de concentragao do calibrador
mais baixo da curva de calibragao no qual fosse possivel identificar o analito de acordo com

os critérios de avaliagio da WADA (WADA, 2010) e quantifica-lo com precisao e exatidio
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(CV<20% e ER entre * 20% da concentragio teorica, determinados com base nos resultados

obtidos para as amostras analisadas aquando do estudo de precisio e exatiddo zntraday

(repetibilidade)) (FDA, 2018).

Avaliacao do Fendmeno de Arrastamento (Carry-over)

O estudo de eventuais fenomenos de arrastamento foi efetuado em simultaneo com o
restante processo de validagdo através da analise de amostras brancas injetadas apds o
calibrador e o controlo mais altos nos cinco dias do estudo de linearidade e avaliacio da

auséncia de picos correspondentes as catinonas estudadas.

Linearidade e Modelo de Calibracao

No presente trabalho partiu-se do pressuposto que a variancia das diferengas entre as
concentragoes tedricas e as concentragoes calculadas nao era constante ao longo da gama de
concentragoes utilizadas no estudo de linearidade, ou seja, que se verificava heterocedastcidade
dos dados, uma vez que tal se verifica frequentemente nas analises realizadas no SQTF. Assim
sendo, recorreu-se a0 método dos minimos quadrados ponderados de modo a equilibrar a
contribui¢do de cada calibrador da reta de calibragio por forma a melhorar a exatidio das
quantificagoes realizadas, tendo sido considerados diferentes fatores de ponderagao baseados
tanto na varidvel independente (1/x, 1/x% 1/v/x) como na variavel dependente (1/y, 1/y?,
1/ ﬁ) A escolha do fator de ponderagao a utilizar teve por base a avaliagio do somatorio do
erro relativo (ER) para os cinco dias de validagao obtido por comparagao entre a concentracao
teorica e a concentracao calculada por interpolagao da area cromatografica relativa (quociente
entre a area do pico cromatografico do analito e do padrio interno) na equagao de regressio
linear ponderada obtida para cada fator de ponderacao, tendo-se, desta forma, selecionado o
fator 1/x°, uma vez que, de entre os avaliados, foi o que originou um menor somatério de ER.

O estudo de linearidade foi inicialmente realizado utilizando 8 calibradores com
concentracoes de 10, 25, 50, 200, 400, 600, 800 e 1000 ng/ml., nio efetuando réplicas e
tracando-se seis curvas de calibragao, uma por cada catinona, sendo que, tendo em conta os
critérios de aceitagado das curvas de calibragdo considerados pelo SQTF, os valores dos
coeficientes de correlacio linear (r) e de determinagio (R?) deviam ser superiores a 0,99.

As amostras de calibradores utilizadas em cada dia de validagao foram preparadas com
8 mL de soluc¢do tampao de fosfato, 250 ng/ml. de padrao interno, 500 pl de sangue branco

e a quantidade necessaria de solugao de calibradores das catinonas: 5; 12,5; 25 e 100 pL da
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solucdo a 1 pg/ml para os calibradores a 10, 25, 50 e 200 ng/mlL,, respetivamente, e 20, 30,
40 e 50 pL da solugao a 10 pg/ml para os calibradores a 400, 600, 800 e 1000 ng/mlL,
respetivamente, aplicando-se o método analitico otimizado para a analise das amostras assim
preparadas e repetindo-se todo o procedimento durante cinco dias ao longo de um més. No
entanto, ap6s avaliar o ER obtido utilizando as curvas de calibragdo considerando o calibrador
de 1000 ng/mL em comparagiao com o ER obtido sem considerar o calibrador de 1000 ng/mL
optou-se por nao considerar esse calibrador por forma a obter resultados mais lineares e um
menor ER, melhorando-se a exatidio do método.

Adicionalmente, foram preparadas e analisadas amostras de controlo em trés gamas de
trabalho, baixa (25 ng/mL), média (100 ng/mL) e alta (500 ng/mL), tendo sido analisados trés
replicados para cada gama. As amostras de controlo utilizadas em cada dia de validagao foram
preparadas com 8 mL de solu¢do tampio de fosfato, 250 ng/mlL de padrio interno, 500 pL
de sangue branco e a quantidade necessaria de solugao de controlos das catinonas (solucao
esta que era independente da solugao utilizada para a preparacao dos calibradores): 12,5 pl. ou
50 pL da solu¢io a 1 pg/mlL para a gama baixa ou média, respetivamente, e 25 pL. da solucio
a 10 pg/mL para a gama alta, aplicando-se o método analitico otimizado para a anilise das
amostras assim preparadas. Estas amostras foram utilizadas para validar a curva de calibracao
em cada dia de trabalho, verificando se as concentracdes calculadas utilizando a curva de
calibracao desse dia se encontravam num intervalo de £15% da concentragio teérica (FDA,

2018), sendo também utilizadas para o estudo da precisao intermédia do método.

Precisao e Exatidao imtraday (repetibilidade) e nterday

O estudo da precisio e exatidao foi realizado em simultaineo com estudo de linearidade
do método ao longo dos cinco dias de validagdo. Desta forma, a precisio e exatidao em
condig¢oes de repetibilidade (#nfraday) foram estimadas através da analise de seis amostras (um
calibrador e cinco replicados) de igual concentragio num mesmo dia, tendo sido estudadas
para as concentracoes de 10, 50, 200, 600 e 800 ng/ml,; a precisio e exatiddo zuterday foram
estimadas através da analise de cinco amostras (cinco calibradores) de igual concentragao, uma
por cada dia de valida¢ao, tendo sido estudadas para as concentracdes dos calibradores.

As estimativas da precisao e da exatidao foram efetuadas através do calculo do CV e
do ER, expressos em percentagem, utilizando a Equagao 2.2 e a Equagio 2.3, respetivamente,
sendo que os valores de CV devem ser <15% (ou <20% para o LLOQ) e os valores de ER

devem situar-se entre + 15% (ou + 20% para o LLOQ) da concentragio tedrica (FDA, 2018).

u
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CV(%) _ Desvio Padrio % 100 (2.2)

Conc.Média

ER (%) — Conc.caiculada—CONC.Tesrica x 100 (23)

Conc.resrica

Precisao Intermédia

O estudo da precisao intermédia (SI) foi realizado em simultaneo com a avaliagiao da
linearidade do método, utilizando para tal os resultados obtidos aquando da analise das
amostras de controlo de cada dia de validagao, tendo, desta forma, sido estudadas trés gamas
de trabalho, baixa (25 ng/mlL), média (100 ng/mL) e alta (500 ng/mL), e tendo sido analisados
trés replicados para cada gama (n=15).

Os resultados obtidos foram utilizados para efetuar uma analise de variancia ANOVA
de fator tnico conforme apresentada na Tabela 2.8, tendo-se posteriormente calculado uma
estimativa da precisdao between-run (Syyy) € da repetibilidade (S;), utilizadas para calcular uma
estimativa da precisao intermédia (S;), com a qual foi, por fim, calculado o CV da Precisio
Intermédia, segundo as equagdes apresentadas na Tabela 2.9. Adicionalmente, foi também
calculado o ER para cada gama de trabalho utilizando a Equagao 2.3. Novamente, os valores

de CVg devem ser <15% e os valores de ER devem situar-se entre + 15% da concentracao

teorica (FDA, 2018).

Tabela 2.8. Tabela ANOVA (fator unico) utilizada no estudo da precisio intermédia.

Fonte de Variagio ~ Quadrados Médios (MS,,; MSy; MSt) Graus de Liberdade

_n3l, @ - D

Inter Grupos (run)  MS,,, 1 p—1
p —_—
2
Intra Grupos Poyn (x:: —x:
. MS, = i1 Zjma (i = %) p(n—1)
(residual) p(n—1)
p = 2 P _\2
Total S, = D G e D YD O k) I

pn—1

p — numero de sequéncias de analise para cada nivel de concentragao (p=>5); n — numero de replicados em
cada sequéncia (n=3); X; — média da concentracio de 7 replicados da sequéncia 7 X — média das médias

de p sequéncias; x;; — concentragdo de um replicado j da sequéncia 7.

un
—_
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Tabela 2.9. Calculo das estimativas de precisao besween-run, repetibilidade e precisio intermédia e respetivo CV
da precisio intermédia.

Variancia Expressio
Precisdo Between-run (Spun) Sy = w
Repetibilidade (S,-) S, =JMS;
Precisio Intermédia (S;) S, = |S%,, +S?
S

CV da Precisao Intermédia CVS, (%) = 100

_ X
Conc. Média

Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada aquando do estudo de precisao e exatidao
e do estudo de precisio intermédia executados em simultaneo com o estudo de linearidade
através da avaliacao do impacto das alteragdes que ocorrem naturalmente durante a validagao
de um método, nomeadamente, mudanca de /Zner, utilizagao de colunas de extracdo e de
solventes de diferentes lotes, utiliza¢ao de solugoes de reagentes diferentes (em particular para
a solucio tampao de fosfato, para a solucao de HCl 0,IN e para a solugao de

DCM/isopropanol/amoénia) e utilizacao de curvas de calibracio diferentes.

Estudo de Estabilidade

Ao longo da validagao do método analitico realizou-se um estudo de estabilidade das
seis catinonas estudadas, para trés gamas de trabalho, baixa (25 ng/mL), média (100 ng/mL)
e alta (500 ng/mL), tendo sido avaliadas cinco condi¢oes que diferiam quanto a temperatura e
tempo de armazenamento.

Com esse objetivo foram preparadas solu¢des de 5 ml, utilizando a solugao de
controlos das catinonas em estudo e contendo, para a gama baixa, 125 pL da solugdo de
catinonas a 1 pg/mlL, 500 pL de 4gua desionizada e 4,375 mL de sangue branco, para a gama
média, 50 pL da solucao de catinonas a 10 pg/mL e 4,950 mL de sangue branco e, para a gama

alta, 250 pL da solugio de catinonas a 10 pg/mlL, 500 pL de dgua desionizada e 4,250 mL de
sangue branco, tendo sido preparados trés conjuntos de solugdes.

Cada conjunto foi submetido as condi¢Oes desejadas sendo que o primeiro conjunto
foi guardado no congelador (a -10 °C) durante duas semanas tendo sido descongelado
completamente e voltando a congelar ao segundo e ao terceiro dias, o segundo conjunto foi

guardado no congelador (a -10 °C) durante um més e o terceiro conjunto foi guardado no
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frigorifico (entre 2 e 8 °C) durante um meés (tendo sido analisado ao fim de uma semana e ao
fim de um més). No dia em que se pretendia analisar as amostras de cada um dos conjuntos
referidos preparam-se tubos contendo 8 mL de solu¢iao tampao de fosfato, 250 ng/mlL de
padrao interno e 500 pL de sangue previamente fortificado, tendo sido preparados trés
replicados para cada gama de trabalho estudada.

Adicionalmente, estudou-se ainda a estabilidade dos compostos ap6s o processo de
extragdo através da reinjecao de zials preparados e deixados a temperatura ambiente durante
dois dias.

A estabilidade dos compostos para cada uma das condi¢des e concentragdes referidas
foi avaliada com base nas indicagdes do Swentific Working Group for Forensic Toxicology
SWGTOX, 2013), sendo que se considerou um composto como estavel quando a sua
concentracao média calculada para a amostra a avaliar se encontrava incluida num intervalo de
estabilidade obtido a partir da concentracio média calculada de trés amostras controlo

preparadas e analisadas no mesmo dia que as amostras a avaliar mais ou menos o erro relativo

aceite para o método (concentragao calculada média = 15%).

Analise de Amostras Reais

Uma vez finalizada a validagdo do método analitico procedeu-se a sua aplicagao para a
analise de algumas amostras reais com o objetivo de avaliar a presenca das catinonas estudadas.
Para tal, foram selecionadas 6 amostras de sangue que tinham sido previamente analisadas no
SQTF e cujo resultado se revelou positivo para anfetaminas, apresentando-se na Tabela 2.10
as caracteristicas de cada amostra. Para a analise destas amostras foram preparados tubos
contendo 8 mL de solu¢io tampio de fosfato, 250 ng/mlL de padrio interno e 500 pl de

sangue de cada amostra escolhida.

Tabela 2.10. Caracteristicas de cada amostra real analisada.

Tipo de Amostra -, Alcool .
Amostra Real Género Idade (2/L) Outras substancias
1 Masculino 22 0,17 MDMA; MDA
L1 Masculino 35 1,46 MDMA
Cédigo da . .
Estrada . MDMA; MDA; Benzoilecgonina,;
Masculino 20 — Ecgonina metil éster; THC;
11-OH-THC; THC-COOH
Sangue Cardiaco 4 Masculino 43 —_— MDMA; MDA
post morten 5 Masculino 32 —— MDMA; MDA
Sangue Periférico Masculino 24 ——  MDMA; MDA
post morten

u
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3. Resultados e Discussao

3.1. Identificacio de NSP em Produtos Apreendidos

No presente trabalho foram analisadas duas amostras resultantes de produtos
apreendidos em Portugal, por forma a verificar a presenca de NSP. As amostras foram
previamente analisadas por GC-MS no LPC-PJ, obtendo-se a indica¢do de que a Amostra 1
continha uma mistura de 5F-ADB e 3-MeO-PCP e a Amostra 2 continha uma mistura de
3-MeO-PCP e 1-(ciclohex-1-en-1-il)piperidina, tendo-se posteriormente procedido a analise
de RMN com o objetivo de confirmar esses resultados e identificando-se as NSP presentes
em cada amostra. Inicialmente, procedeu-se a analise dos espetros de °C e 'H, obtendo-se o
desvio quimico de cada sinal, bem como a integracao e multiplicidade dos sinais de protao.
Pela analise do espetro de HSQC atribuiram-se os protdes correspondentes a cada carbono e
pelas restantes técnicas bidimensionais atribuiram-se inequivocamente os sinais de 'H e de °C

de cada composto.

Amostra 1

A analise dos espetros de RMN da Amostra 1 em MeOD demonstrou que esta se
tratava de uma mistura, desta forma procedeu-se a sua purificagaio por TLC preparativa,
obtendo-se o Composto A, identificado como o 5F-ADB (Figura 3.1), nao tendo sido possivel,

no entanto, identificar o outro composto purificado.

Figura 3.1. Estrutura do 5F-ADB (Composto A da Amostra 1).

[®2]
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A analise dos espectros de RMN em CDClI; para o composto purificado (Anexo A,
Figuras 6.1-6.6) permitiu, inicialmente, atribuir os sinais correspondentes ao grupo substituinte
ligado a posicio 3 do indazole: um singuleto a 1,09 ppm e com integracio de 9H
correspondente ao sinal de protao dos metilos do grupo zer-butilo; o singuleto a 3,76 ppm que
integra para 3H caracteristico do metilo do grupo metoxilo; um dupleto a 7,55 ppm
correspondente ao protio ligado ao azoto, uma vez que no espetro de HSQC nio apresenta
nenhuma correlagao; no espectro de HMBC foi possivel verificar uma correlagao entre o sinal
de protiao do grupo metoxilo e o sinal de um carbono quaternario a 172,34 ppm, permitindo
atribuir este dltimo ao carbonilo do grupo éster; as correlagoes em HMBC entre o sinal dos
protdes do grupo Zer-butilo e os sinais de um carbono quaternario a 35,19 ppm e de um grupo
metino a 59,61 ppm permitiram atribuir estes sinais aos carbonos C-2’ e C-1’, respetivamente;
a correlagao verificada em COSY entre o sinal de protao do grupo metino em posicao 1’ e o
protao do NH confirma a posi¢ao adjacente destes dois grupos; a correlagao no espetro de
HMBC do protio do grupo metino em posi¢ao 1’ com o carbono quaternario a 162,46 ppm
permitiu verificar que este correspondia ao carbonilo da amida (Figura 3.2).

De seguida, foi possivel identificar os sinais correspondes aos grupos metilénicos da
cadeia alquilica & *H/S 3C: 4,42t/49,32; 2,06-1,97m/29,47; 1,53-1,43m/22,81d (J=5,1 Hz);
1,89-1,68m/30,04d (J=19,6 Hz); 4,44dt/83,89d (J=164,7 Hz). A atribuicio dos sinais dos
grupos metilénicos em posi¢ao 37 (22,81 ppm), 4” (30,04 ppm) e 57 (83,89 ppm) foi efetuada
com base nos valores dos desvios quimicos dos sinas de carbono e respetivas constantes de
acoplamento, uma vez que uma maior proximidade ao atomo de fluor correspondera a um
maior desvio quimico de sinal do carbono (efeito desblindante do fluor devido a sua elevada
eletronegatividade) e a uma maior constante de acoplamento; a multiplicidade do sinal a
4,42 ppm, um tripleto, permitiu atribui-lo ao grupo em posi¢ao 17; a correlagao observada no
espetro de COSY entre o sinal do grupo metilénico em posigao 1” e o sinal a 2,06-1,97 ppm
permitiu atribuir este ultimo ao grupo em posigao 2”; as correlagcdes observados no espetro de
COSY e apresentadas na Figura 3.2 permitiram confirmar estas atribuicdes.

Por dltimo, efetuou-se a atribuicao dos sinais correspondes ao grupo indazol: o sinal
dos protoes do grupo metilénico em posicao 17 correlaciona em HMBC com um carbono
quaternario a 140,95 ppm, sendo este atribuido ao carbono C-7a (uma vez que os carbonos
C-3a e C-3 se encontram a mais de trés ligagdes dos protdes em posi¢ao 17 e por isso nao seria
espectavel observar estas correlagoes); o sinal de carbono correspondente ao C-7a correlaciona
também com os sinais de protdes aromaticos a 8,34 ppm (1H) e 7,43-7,39 ppm (2H), mas nio

apresenta nenhuma correlacio com o sinal a 7,27 ppm, deste modo foi possivel atribuir este

o
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sinal ao protao H-5 e os restantes sinais aos protoes H-4, H-6 e H-7, ja que nio seria de esperar
uma correlagdo entre o carbono C-7a e o protio H-5 por este se encontrar a mais de trés
ligacbes desse carbono; a atribuicdo dos restantes protdes aromaticos (H-4, H-6 e H-7) foi
efetuada pelo facto de o protio H-5 correlacionar, em COSY, com o dupleto a 8,34 ppm que
apresenta uma constante de acoplamento caracteristica de correlagdes entre protoes
aromaticos a trés ligacdes correspondendo ao protao H-4, por consequéncia o multipleto a
7,43-7,39 ppm corresponde aos sinais dos protdes H-6 e H-7, que se encontram sobrepostos;
a atribuicao dos restantes carbonos quaternarios (C-3a e C-3) foi determinada pela correlagao
em HMBC entre o sinal dos protdes H-6/H-7 com o carbono quaternirio a 123,04 ppm
permitindo a atribuigao deste ao carbono C-3a (uma vez que o carbono C-3 se encontra a mais
de tres ligagoes desses protoes) e consequentemente o sinal a 136,88 ppm ao carbono C-3; a
atribuicdo dos carbonos ligados aos protées H-6 e H-7 foi conseguida pela correlacio
observada no espetro de HMBC entre o protao H-4 e o carbono a 126,88 ppm que permitiu
atribuir este sinal ao carbono C-6 e sinal a 140,95 ppm ao carbono C-7 (uma vez que o carbono

C-7 se encontra a mais de trés ligagdes do protao H-4) (Figura 3.2).

Figura 3.2. Correlacoes de COSY e HMBC do 5F-ADB em CDCls.

De modo semelhante foi efetuada a caracterizacao do 5F-ADB em MeOD a partir dos
espetros de RMN obtidos para a Amostra 1 antes de purificada (Anexo A, Figuras 6.7-6.12).
Na Tabela 3.1 apresentam-se as correlagdes observadas nos espetros de COSY e HMBC para
cada solvente. Os valotes de desvios quimicos de "H e "°C e as respetivas atribui¢des obtidas
para o 5F-ADB e apresentados nas Tabelas 3.2 e 3.3 estao de acordo com os dados da literatura

(Banister, et al., 2016; Langer, et al., 2016).
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O 5F-ADB ¢ um canabinoide sintético que foi reportado ao EMCDDA em janeiro de
2015, tendo sido detetado em casos fatais reportados em 2015 e 2018 (Hasegawa, et al., 2015;
Kusano, et al., 2018). Em 2018, o EMCDDA elaborou um relatério de avalia¢ao de risco sobre
este canabinoide (EMCDDA, 2018¢), incluido na série de relatérios de avaliacio de riscos
parte integrante da abordagem de trés passos delineada pelo Conselho da Uniao Europeia em
2005. Em consequéncia, este canabinoide foi recentemente incluido na Convengao das Nagoes
Unidas de 1971 sendo, por isso, uma droga controlada internacionalmente desde novembro

de 2018. Em Portugal, esta abrangida pelo Decreto-Lei n.° 15/93, pois faz parte da lista de

substancias da Tabela II-A anexa a este Decreto-Lei, desde fevereiro de 2019.

Tabela 3.1. Correlagdes de COSY e HMBC para o 5F-ADB, em CDCl3; e em MeOD.

Posigio Amostra 1, CDCI; Amostra 1, MeOD

COSY HMBCP COSY HMBCP
CO,CH3 —_— 1', OCHj; 1', OCHj;
CONH —_— 1' _ 1'
3 - - - -
3a —_— 6/7 — 57
4 5 —_— 5 6
5 4,6/7 —_— 4,6 7

6/7 4 5,7 4
7 6/7 5 6 5
7a _ 4,6/7,1" _ 4,6,1"
1 NH 3 e 3
2 _ 1, 3' _ 1, 3'
3 —_— 1, 3' — 1", 3'
1" 2" 2" 2" 2" 3"
2" 1", 3" 1" 1" 3" 1" 3", 4"
3" 2" 4" 1", 2" 5" 2" 4" 1", 2" 4" 5"
4" 3" 5" —_— 3" 5" 2" 5"
5" 4" —_— 4" 3" 4"
OCHj3 —_— —_— —_— —
NH 1' — —_— —

“Protdes com cotrelacio em COSY com os & 'H das posicoes da 1 coluna;

PProtdes com correlagio em HMBC com os & 13C das posi¢des da 1* coluna.

u
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Tabela 3.2. Dados de RMN 3C e 'H para o 5F-ADB, em CDCl3, e comparag¢io com a literatura.

J BC (multiplicidade; J (Hz))

J 'H (integragio; multiplicidade; J (Hz))

Posigao  ostra 1 (APT) Banister er al, 2016 Amostra I- Banister er al, 2016
CO,CH3 172,34 () 172,3 (CO) I I

CONH 162,46 () 162,5 (CO) N N

3 136,88 () 137,0 (C) B B

3a 123,04 () 1231 (C)

4 122,97 (+) 123,0 (CH) 8,34 (1H; d; 8,2) 8,35 (1H; d; 8,1)

5 122,78 (+) 122,8 (CH) 7,27 () c

6 126,88 (+) 126,9 (CH) 7,43-7,39 (1H; m) 7,42-7,39 (1H; m)

7 109,27 (+) 109,3 (CH) 7,43-7,39 (1H; m) 7,42-7,39 (1H; m)
7a 140,95 () 141,0 (C)

P 59,61 (+) 59,6 (CH) 4,73 (1H; d; 9,8) 4,73 (1H; d; 9,6)

2 35,19 () 352 (C)

3 26,82 (+) 26,8 (CHs) 1,09 (9OH; s) 1,09 (9H; s)

1" 49,32 () 49,3 (CH) 442 (2H; t; 7,1) 442 2H; 1 7,2)

2" 29,47 () 29,5 (CH) 2,06-1,97 (2H; m) 1,99 (2H; quint; 7,8)
3" 22,81 (;5,1) () 228 (d;4,5) (CHy)  1,53-1,43 2H; m) 1,48 (2H; quint; 8,1)
4" 30,04 (d, 19,6) () 30,3 (d; 19,5) (CHy)  1,89-1,68 (2H; m) 1,84—1,67 (2H; m)
5" 83,80 (d; 164,7) (-) 83,9 (d; 163,5) (CH,) 4,44 (2H; dt; 47,3/6,0) 122 Sg t 28
OCH; 51,97 (+) 51,9 (CH,) 3,76 (3H; s) 3,76 (3H; s)

NH 7,55 (1H; d; 9,6) 7,55 (1H; d; 9,6)

2A atribui¢do dos protdes aos carbonos cotrespondentes foi baseada no HSQC; PSinal sobreposto ao do
solvente; Valor em falta na literatura.

Tabela 3.3. Dados de RMN 3C ¢ 'H para o 5F-ADB, em MeOD, e comparac¢io com a literatura.

& BC (multiplicidade; J (Hz))

J 'H (integragio; multiplicidade; J (Hz))

Posicao
Amostra 1 (APT) Langer et al, 2016 Amostra 12 Langer et al, 2016
CO,CH3 173,03 (-) 173,06 _ _—
CONH 164,2 (- 164,23 e S
3 137,29 (-) 137,34 e S
3a 123,84 (-) 123,88
4 122,94 (+) 122,98 8,19 (1H; d; 8,2) 8,19 (dt; 8,2/1,0)
5 123,98 (+) 123,99 7,29 (1H; t; 7,6) 7,29 (ddd; 8,2/6,9/0,8)
6 128,10 (+) 128,11 7,46 (1H; t; 7,8) 7,46 (ddd; 8,6/6,9/1,1)
7 111,13 (+) 111,14 7,66 (1H; d; 8,0) 7,65 (dt; 8,6/0,9)
7a 142,42 (-) 142,46
r 61,22 (+) 61,25 4,60 (1H; s) 4,60 (s)
2 35,78 (-) 35,81
3 27,03 (+) 27,05 1,09 (9H; s) 1,09 (9H; s)
1" 50,16 (-) 50,18 4,53 (2H; t; 6,9) 4,53 (2H; t; 7,0)
2" 30,40 (-) 30,42 2,01 (2H; quint; 7,4) 2,01 (2H; quint; 7,4)
3" 23,65 (d; 5,2) () 23,69 (d; 5,2) 1,47-1,41 (2H; m) 1,44 (2H; m)
4" 30,99 (d; 19,8) (-) 31,02 (d; 19,8) 1,80-1,66 (2H; m) 1,77-1,68 (2H; m)
5" 84,64 (d; 163,9) (-) 84,65 (d; 164,0) 4,39 (2H; dt; 47,5/6,0) 4,39 (2H; dt; 47,5/6,0)
OCH; 5245 (+) 52,45 3,77 3H; s) 3,77 (3H; s)

2A atribuicdo dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC
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Amostra 2

A Amostra 2 foi analisada por RMN em trés solventes diferentes confirmando-se que
continha 3-MeO-PCP (Figura 3.3) misturado outro composto cuja estrutura nao foi possivel

identificar.

Figura 3.3. Estrutura do 3-MeO-PCP, presente na Amostra 2.

A analise dos espetros de RMN obtidos (Anexo B, da Figura 6.13 2 6.19 em DMSO-ds,
da Figura 6.20 2 6.26 em MeOD e da Figura 6.27 a 6.33 em CDCls;) permitiu realizar a
caracterizagao completa do composto, apresentando-se de seguida as atribui¢oes em
DMSO-d, a titulo de exemplo.

Inicialmente, efetuou-se a analise do espetro de HSQC-TOCSY de modo a identificar
os protdes que pertenciam ao sistema de spins de cada anel presente na estrutura do
3-MeO-PCP: as correlagdes entre o sinal de carbono do grupo metilénico com desvio quimico
de 46,94 ppm e os sinais de protao (0 3,68-3,61; 2,18-2,07; 2,07-1,94; 1,74-1,61; 1,60-1,52;
1,20-1,10 e 10,47) permitiram identificar os sinais pertencentes ao anel de piridina, em virtude
de se ter verificado uma correlagao desse carbono com um multipleto com desvio quimico de
10,47 ppm (atribuivel ao protio do NH por nao apresentar correlages no espetro de HSQC);
as correlacoes entre o carbono do grupo metilénico com desvio quimico de 29,93 ppm e os
sinais de protao (0 3,00-2,92; 2,18-2,07; 1,74-1,61; 1,06-0,93; 1,52-1,43; 1,20-1,10) permitiram
identificar o anel de ciclohexano (Figura 3.4).

De seguida, foi possivel identificar os sinais correspondentes aos restantes grupos
metilénicos do anel de piridina: a correlacio em HQSC entre o sinal de carbono a 21,84 ppm
e os sinais de protao a 1,60-1,52 ppm (1H, m) e 1,20-1,10 ppm (1H, m) permitiu atribui-los ao
carbono e protdes da posi¢ao y, uma vez que este carbono ¢é o unico deste anel que correlaciona
com sinais de protao a integrar apenas para 2H; a correlagao em COSY entre o sinal do protio
atribuido ao NH e os sinais a 3,68-3,61 ppm (2H) e 2,18-2,07 ppm (2H) possibilita a sua
atribuicdo aos protoes H-a, identificando-se consequentemente os sinais dos protdes H-{3

(2,07-1,94 ppm (2H) e 1,74-1,61 ppm (2H)) (Figura 3.4).
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Posteriormente, foi possivel identificar os sinais correspondentes ao anel de
ciclohexano: o sinal de um carbono quaternario a 70,20 ppm atribuivel ao carbono C-1, por
ser o unico carbono quaternario nao aromatico; no espetro de HQSC foi possivel observar
correlagoes entre o sinal de carbono a 24,55 ppm e os sinais de protdao a 1,52-1,43 ppm (1H,
m) e 1,20-1,10 ppm (1H, m) permitindo atribui-los ao carbono e protdes da posigao 4, uma
vez que este carbono ¢ o unico deste anel que correlaciona com sinais de protdao a integrar
apenas para 2H; a correlacio em COSY entre os sinais dos protdes H-4 e os sinais a
1,74-1,61 ppm (2H) e 1,06-0,93 ppm (2H) possibilita a sua atribui¢do aos protdes H-3/5,
identificando-se consequentemente os sinais dos protdes H-2/6 (3,00-2,92 ppm (2H) e
2,18-2,07 ppm (2H)) (Figura 3.4).

Por fim, foi possivel identificar os sinais correspondes ao anel aromatico: o singuleto
a 3,80 ppm que integra para 3H, caracteristico do metilo do grupo metoxilo; o tripleto a
7,43 ppm (1H) e o singuleto a 7,15 ppm (1H) caracteristicos de protdes aromaticos e
atribuiveis aos protoes H-5" e H-2” devido 4 sua multiplicidade, respetivamente; no espetro de
HMBC foi possivel verificar uma correlagao entre o sinal de protio do grupo metoxilo e o
sinal de um carbono quaternario a 172,34 ppm que permitiu atribuir este ultimo ao carbono
C-3’ (identificando-se por consequéncia o sinal do restante carbono quaternario C-1 a
132,34 ppm); as correlagdes em HMBC entre o sinal do carbono C-3" com um dupleto a
7,06 ppm e entre o sinal do carbono C-1 com um dupleto a 7,18 ppm possibilitaram a

identificagdo dos protdes H-4" e H-6, respetivamente (Figura 3.4).

HSQC-TOCSY HMBC

Figura 3.4. Correlagdes de HSQC-TOCSY, COSY e HMBC do 3-MeO-PCP em DMSO-ds.

De modo semelhante foi efetuada a caracterizacio do 3-MeO-PCP em MeOD e
CDCls. Na Tabela 3.4 apresentam-se as correlagdes observadas nos espetros de
HSQC-TOCSY, COSY e HMBC para cada solvente. Os valores de desvios quimicos de 'H e
PC e as respetivas atribui¢des obtidas para o 3-MeO-PCP e apresentados nas Tabelas 3.5-3.7
estao de acordo com os dados da literatura (De Paoli, et al., 2013; Response, 2015; Wallach, et

al,, 2014).
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O 3-MeO-PCP ¢é um derivado de fenciclidina que foi reportado ao EMCDDA em
marco de 2012, tendo sido detetado num caso de intoxicagio fatal reportado em 2016 (Bakota,
et al., 2016). Atualmente, este composto encontra-se incluido no Decreto-Lei n.° 54/2013, de
17 de abril, uma vez que é um isémero do 4-MeO-PCP que se encontra na lista de substancias
presente na Portaria n.° 154/2013, de 17 de abril e que segundo o Artigo 3° do Decreto-Lei

este também abrange derivados, isémeros e sais das substancias incluidas nessa lista.

Tabela 3.4. Correlagdes de HSQSC-TOCSY, COSY e HMBC para o 3-MeO-PCP em cada solvente.

Amostra 2, DMSO-d; Amostra 2, MeOD
Posigio HSQC- HSQC-
T (;IC Sys COSY®P HMBC¢ T (?C Sys COSY? HMBC¢
1 2/6,2' 6 2/6,3/5,2" 6
2/6 2/6,3/5,4 2/6,3/5 2/6,4 2/6,3/5,4 2/6,3/5 2/6,3/5,4
3/5 2/6,3/5,4 2/6,3/5,4 3/5 2/6,3/5,4 2/6,3/5,4 2/6,4
4 2/6,3/5,4 3/5,4 2/6,3/5,4 2/6,3/5,4 3/5,4 2/6,3/5
1' 2/6,2', 4", 5,6 2/6,5'
2! 2,4.5,6" — 456 2,456 4,6 46
3' 24" 5' Cc 2,5 Cc
4' 2,4.5,6" 5 5,6 2,45,6" 5 2,56
5' 2,4.5,6" 4,6 2,456 4,6
6 2,45 5' 24" 5 2,45,6" 5 2,45
NH, o, 8,y NH, o, B o,y o B,y o B o B,y
NH, o, 8,y o, B,y x, B % B,y o, y x
Y B,y By %, B,y % B,y By o, B
Cc Cc Cc
NH o e _—

Amostra 2, CDCI;

Posi¢do  HSQC- COSY>  HMBCe

-TOCSY»
1 2/6,6'
2/6 2/6,3/5, 4 2/6,3/5 2/6
3/5 2/6,3/5, 4 2/6,3/5,4 2/6,3/5
4 2/6,3/5, 4 3/5 3/5, 4
1' _ 2/6,2' 4" 5" 6
2' 2'.4' 5 6 _ 456
3 25" Cc
4 245" 6 5' 5.6
5' 245" 6 46
6 245" 6 5' 4' 5
o NH, o, 3, y NH, o, o,
§ NH, o, 8,y By By
Y % B3,y g o
Cc Cc
NH o

“Protdes com correlagio em COSY com os 8 'H das posi¢cdes da 1* coluna; PProtdes com cotrelagio em

HSQC-TOCSY com os & 13C das posi¢des da 1* coluna; Protdes com correlagio em HMBC com os & 1°C
das posi¢des da 17 coluna.
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Tabela 3.5. Dados de RMN 13C e 'H para o 3-MeO-PCP, em DMSO-dg, ¢ comparagio com a literatura.

d BC 0 'H (integragio; multiplicidade; J (Hz))
Posigio Amostra2 Response, Wallach .
(APT) 2015 et al, 2014 Amostra 2 Wallach et al, 2014
1 70,20 (-) 70,67 70,67
3,00-2,92 (2H; m); 2,95 (2H; d; 11,6);
2/6. 29930) 304 30,38 2,182,07 @H; m)  2,20-2,05 (2H; m)
1,74-1,61 (2H; m); 1,68 2H; t; 13,2);
b " 5 5 5 >
3/5 22500() 22,96 22,95 1,06-0,93 2H; m)> 1,01 (2H; quart; 13,0)
1,52-1,43 (1H; m); 1,47 (1H; d; 12,3);
4 2455() 20 24,99 1,20-1,10 (1H; m) 1,22-1,08 (1H; m)
1' 132,34 (-) 132,80 132,81
2! 116,34 (+) 116,30 116,75 7,15 (1H; s) 7,16 (1H; brs)
3 159,64 (-) 160,11 160,08
4 114,02 (+) 114,48 114,48 7,06 (1H; dd; 8,2/2,1) 7,06 (1H; dd; 8,2/1,9)
5 129,87 (+) 130,33 13030 743 (1H; t; 8,0) 7,43 (1H; t; 8,0)
6 121,91 (4) 122,36 12235 7,18 (1H; d; 8,0) 7,18 (1H; d; 8,2)
3,08-3,61 (2H; m); 3,65 (2H; d; 9,7);
x 46,94 () 474 47,39 2,18-207 2H; m)  2,20-2,08 (2H; m)
. 2,07-1,94 (2H; m); 2,03 (2H; quart; 13,0);
2 22,53() 2301 22,95 1,74-1,61 @H; m)c 1,68 2H; t; 13,2)
1,60-1,52 (1H; m); 1,57 (1H; d; 12,7);
v 21.84() 2229 22,32 1,20-1,10 1H; m)  1,22-1,08 (1H; m)
Cc 55,30 (+) 55,75 55,76 3,80 (3H; s) 3,81 (3H, s)
NH — 10,47 (1H; m)

2A atribuicdo dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC; ™ ¢As atribuicGes ao

par de sinais b e ¢ poderio estar trocadas.

Tabela 3.6. Dados de RMN !3C e 'H para o 3-MeO-PCP, em MeOD, e comparag¢io com a literatura.

0 BC

0 'H (integragio; multiplicidade; J (Hz))

Posi¢io Amostra 2 Geotgia et

(APT) al, 2013 Amostra 22 Georgia et al, 2013

1 72,78 () 72,7 (C)
3,04-2,97 (2H; m); 3,02-2,97 (2H; m);

2/6 3236 60) 325 (CHy 1,98-1,92 (2H; m) 1,94-1,59 (2H; m)
1,83-1,80 (2H; m); 1,94-1,59 (2H; m);

3/5 24040) - 241 (CHy 1,26-1,19 (2H; m) 1,42-1,15 (2H; m)
1,61-1,57 (1H; m); ]

4 26,04 (-) 26,1 (CHy) 1,37-131 (1H; m) 1,42-1,15 (2H; m)

1' 133,39 () 133,5 (C)

2! 117,42 (+) 1174 (CH) 7,17 (1H; t; 2,1) 7,16 (1H; t; 2,1)

3' 161,93 (-)  161,9 (C)

4 115,60 (+) 115,6 (CH) 7,10 (1H; dd; 8,2/2,3) 7,09 (1H; ddd; 8,3/2,4/0,8)

5' 131,48 (+) 131,5(CH) 7,49 (1H; t; 8,0) 7,48 (1H; t; 8,2)

0' 12291 (+) 1229 (CH) 7,22 (1H;d;7,9) 7,21 (1H; ddd; 8,0/1,9/0,8)

o 4897() b 3,76-3,69 (2H; m); 3,73-3,69 (2H; m);
2,45-2,37 (2H; m) 2,46-2,38 (2H; m)

g 247710 ) 248 (CHp)  1,89-1,84 (4H; m) 1,94-1,59 (4H; m)

Y 2312 () 232 (CHy  1,76-1,68 (2H; m) 1,94-1,59 (2H; m)

Cc 55,99 (+) 56,0 (OCH3) 3,86 (3H; s) 3,86 (3H; s)

*A atribui¢io dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC; PValor em falta

na literatura.
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Tabela 3.7. Dados de RMN 13C e 'H para o 3-MeO-PCP, em CDCls, e compara¢io com a literatura.

o BC J 'H (integragio; multiplicidade; J (Hz))
Posi¢io Amostra 2 Wallach et al,
(APT) 2014 Amostra 2 Wallach et al, 2014
1 71,07 (-) 70,95

2,79-272 2H;m); 2,79 (2H; d; 11,6);
258248 2H;m) 2,62 (2H; td; 13,2/2,6)
1,77-1,70 @H; m);  1,87-1,68 (2H; m);
1,18-1,08 @H; m)  1,24-1,03 (2H; m)
1,53-145 (1H; m);  1,60-1,53 (1H; m);

2/6 30,83 () 30,70

3/5 22,87 () 2281

4 24590) 2450 141-134 (1H; m) 1,44 (1H; qt; 13,0/4,0)

1 132,29 () 132,36

2 116,82 (+) 116,79 7,00 (1H; m) 7,07-7,03 (1H; m)

3 160,19 () 160,15

4 113,54 (+) 11345 6,95 (1H; dd; 8,2/1,8) 7,00 (1H; dd; 8,2/2,2)

5 130,21 (+) 130,09 7,39 (1H; t; 8,0) 7,44 (1H; t; 8,0)

¢ 121,66 (+) 121,59 7,03 (1H; d; 8,0) 7,07 (1H; d; 8,0)
3,71-3,63 2H; m); 3,70 2H; d; 11,4);

x 41310 47,20 220207 @H;m) 217 (2H; quart; 11,6)
2,48-239 (2H;m);  2,60-2,45 (2H; m);

2 2302() 22,92 1,77-1,70 @H; m)  1,87-1,68 (2H; m)

v 22,56 () 22,53 1,12-0,97 (2H; m) 1’211’82 Sg rmn§

Ce 55,58 (1) 55,50 3,83 (3H; ) 3,88 (3H; s)

NH 11,10 (1H; brs)

2A atribuigdo dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC

Em conclusio, a caracterizagao efetuada por RMN permitiu confirmar a identificagao
obtida por GC-MS, tendo-se detetado o canabinoide sintético 5F-ADB e o derivado de
fenciclidina 3-MeO-PCP, duas substancias psicoativas controladas em Portugal e com efeitos

toxicos letais.

3.2. Sintese de Catinonas

A sintese das catinonas consistiu num processo composto por trés passos: formagao
da cetona, purificada por cromatografia em coluna, formacao da respetiva a-bromocetona,
utilizada sem purificagdo prévia e formagao da catinona pretendida na forma de cloridrato,

como referido anteriormente e apresentado na Figura 2.1.

Sintese das Cetonas

A primeira etapa da sintese das catinonas consistiu na formagao de cetonas por adi¢ao

de um reagente de Grignard ao p-tolunitrilo. Esta reacdao tem por base a adi¢ao nucleofilica do
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carbono nucleofilico do reagente de Grignard ao carbono eletrofilico do grupo nitrilo
formando-se um intermediario que corresponde ao anido de uma imina (Figura 3.5) (Bruice,
2016; Clayden, et al., 2012). De seguida é adicionada agua que provoca a quebra do complexo
formado anteriormente, obtendo-se a imina (Figura 3.6) (Bruice, 2016), sendo depois
adicionado acido para ocorrer a hidrélise da mesma. O acido adicionado ira protonar o atomo
de azoto da imina o que aumenta a suscetibilidade desta a adi¢ao nucleofilica, facilitando o
ataque do nucledfilo (igua), que posteriormente ¢ desprotonado. De seguida ocorre
reprotonacao, sendo que esta, apesar de poder ocorrer de novo no atomo de oxigénio ou no
atomo de azoto, ocorre preferencialmente no atomo de azoto uma vez que o grupo -NH, é
uma base mais forte que o grupo -OH. Por fim, da-se a saida do grupo NHj, libertado na
forma gasosa, e a consequente desprotona¢ao do grupo carbonilo obtendo-se a cetona final

(Figura 3.6) (Bruice, 2016; Clayden, et al., 2012).

N N@@ng
R= C;H, X=Cl

C¢
MgX - 3,
/©/ R= CH, X=Cl
R= C;H,; X=Br
) P-tolunitrilo

Figura 3.5. Mecanismo da adi¢io de reagente de Grignard.

N@@w@(\ NH
R- Gy, X~Cl
NH—OH —P-/@)LR ¥ HOTMEX g ciny x=a
R=C;H,, X=Br
FNH
I\m\ H,0 2

R + H@—SO3H — w + HSO; ——»

R= C3Hy; C4Hy; C5Hyy

H
H~o) NH, HO NH,
H'Q/Y o *D*R +fggrsom —
NH3 - NH3 - HQSO4
_,./@)( + HSO; — /©)L + HSO; —
- H,S0,4 (8) 4"-metilbutirofenona R= C;H,
— R (9 4 metilvalerofenona R—= C,H,

(10) 4" metilhexanofenona R= C.Hy,

Figura 3.6. Mecanismo da formacio das cetonas aquando da adi¢ao de agua e HoSO4.
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Apbs o isolamento dos produtos da reacdo, foi necessario confirmar a formagao da
cetona desejada através da realizacio de um espetro de RMN 'H, em CDCls. Através da
comparagio dos espetros de RMN 'H do p-tolunitrilo e das cetonas sintetizadas (Figura 3.7)
verificou-se um aumento dos desvios quimicos correspondentes aos protdes orto
(relativamente ao grupo cetona) do anel aromatico das cetonas, relativamente aos do
p-tolunitrilo e o surgimento de sinais correspondentes aos protdes da cadeia alquilica das
cetonas obtidas. A analise dos espetros realizados permitiu ainda constatar a presenca de
p-tolunitrilo que nao reagiu completamente, o que comprovou a necessidade de proceder a

purificacdao das cetonas sintetizadas.

H-7

Aromaticos
| |
| I H,0
| |

' I | L
1 1
I I H-7
] I
! ! H-4
: : H-2
! ! H-3
il * ‘ k
. L
I | H-7
I I H-5
] |
1 |
| I H-2
| | H-3 H-4
1 * 1
k 41_U

| | H-7 Solvente
I I v
! ! H-4/
| I ’ '
I I ; Solvente H-2
: : H-3
| * I #-metilhexanofenona L

' 6 4 2 [Ppm]

* Sinal caracteristico dos protdes orto do p-tolunitrilo.

Figura 3.7. Comparagdo dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCl3) do p-tolunitrilo e das cetonas sintetizadas

antes de serem purificadas.

Por forma a obter cetonas puras recorreu-se a técnica de cromatografia em coluna,
tendo-se realizado espetros de RMN '"H de modo a confirmar a pureza das diferentes fragoes

recolhidas. Através da andlise dos espetros obtidos (Figura 3.8) constatou-se o
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desaparecimento dos sinais correspondentes aos protoes o770 do p-tolunitrilo, existindo apenas

sinais correspondentes aos diferentes protoes das cetonas sintetizadas.

H-7
H-4
Aromaticos H-2
| | H-3
| I
I [ L
| |
1 1 H-7
| 1 H-5
| |
| |
| | H-2
| | k
| |
! L
| | H-7
| 1
: : i
H-6
[ I H-2 H-5
| | H-3
: : #-metilhexanofenona L
T T ] T T T [ T T l T T
6 4 2 [Ppm]

Figura 3.8. Comparagio dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCl3) das cetonas sintetizadas apds purificacio.

Na Tabela 3.8 apresentam-se os desvios quimicos de todos os sinais de RMN 'H, em

CDCl;, para o p-tolunitrilo e para as cetonas sintetizadas. O desvio quimico correspondente

aos protoes orfo do p-tolunitrilo (H-2’/H-6%), encontra-se a 7,54 ppm, enquanto nas cetonas

encontra-se a 7,86 ppm, em contrapartida os desvios quimicos dos restantes protoes

aromaticos (H-3’/H-5’), bem como do grupo metilo (H-7’) quase ndo sofrem alteracao. O

desvio quimico correspondente aos protoes o das cetonas surge compreendido entre

2,94-2,92 ppm, o dos protoes H-3 entre 1,76-1,71 ppm, o dos protdes H-4 do composto 9 e

H-4/H-5 do composto 10 entre 1,40-1,31 ppm e por fim o dos protoes do grupo metilo

terminal entre 1,00-0,91 ppm.

Tabela 3.8. Comparacio dos dados de RMN 'H, em CDCl3, do p-tolunitrilo e das cetonas sintetizadas.

Atribuigio
H-2°/ H-3/
C H-2 H-3 H-+4 H-5 H-6 H-7
omposto 3 Hee H.5
P-tolunitrilo (7) — — — — —— 754 726 242
4-Metilbutitofenona (8) 292 1,76 1,00 — — 7,86 7,25 2,40
4-Metilvalerofenona (9) 294 1,71 140 0,95 — 7,86 7,25 2,40
#4-Metilhexanofenona (10) 293 1,73 1,40-1,31 1,40-1,31 091 7,86 7,25 241
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Os espetros de RMN e os respetivos dados correspondentes a caracterizagdo do
p-tolunitrilo e de cada cetona sintetizada apresentam-se no Anexo C (Figuras 6.34-6.57 e

Tabelas 6.1-6.4) e na seccao ‘Sintese das Cetonas’ do subcapitulo 2.4.

Sintese das a-Bromocetonas

Apbs o processo de purificagdo, as cetonas sintetizadas foram utilizadas na formacao
das bromocetonas por adicio de bromo molecular em meio acido. A «-halogenacio das
cetonas inicia-se pela formagao de um enol, catalisada pela presenga de acido, ocorrendo a
protonac¢ao do oxigénio do carbonilo seguida da perda de um hidrogénio « e consequente
obtencao do enol. De seguida, da-se o ataque do carbono nucleofilico do enol ao eletréfilo
(bromo molecular), formando-se uma mistura racémica, uma vez que este ataque pode ocorrer
em qualquer dos lados da ligacio dupla plana. Por fim, o acido catalisador é regenerado
aquando da desprotonagio do grupo carbonilo, obtendo-se a bromocetona desejada (Figura 3.9)

(Clayden, et al., 2012).

O/\ +O/H
& q, 2 N\ B
+ H_Br H’ :
- HBr
R1 R1
(8) 4" metilbutirofenona  R;= C;H;5
(9) 4'-metilvalerofenona  R;= C3H;
(10) 4'-metilhexanofenona R;= C Hy

_H Y LH
Brz (9 ‘0 - HBr
\/_-i-\‘Br—rgr — Br + Br~
R1

— —
- HBr
R
0 L - .
- HBr (11) 4" -metil-2-bromobutitofenona  R;= C,H;
— Br (12) 4'-metil-2-bromovalerofenona R;= C;H;

Ry (13) 4"-metil-2-bromohexanofenona R;= C,H,

Figura 3.9. Mecanismo da formacio das bromocetonas.

A mistura reacional obtida niao sofreu qualquer processo de purificacao, sendo apenas
necessario confirmar a formag¢ao da bromocetona desejada através da realizagao de um espetro

de RMN 'H, em CDCls. Através da comparagio dos espetros de RMN "H das cetonas puras
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e respetivas bromocetonas (Figuras 3.10-3.12) verificou-se um aumento dos desvios quimicos
correspondentes aos protdes da cadeia alquilica das bromocetonas, devido ao efeito
desblindante do atomo de bromo na posi¢ao a. A intensidade deste efeito diminui com o
aumento da distancia ao atomo de bromo, pelo que o aumento nos desvios quimicos é maior
para os protoes o e progressivamente menor para os restantes protoes da cadeia alquilica. A
analise dos espetros obtidos permitiu ainda constatar a formacao da respetiva dibromocetona
pela presenca de sinais correspondes a estes compostos (em especial o do grupo metilénico
vicinal ao carbono dibromado, a 2,70-2,60 ppm), no entanto, a presenc¢a desta nao afetou a

restante sintese.

H-7

|

* Sinais de dibromocetona.

6 4 2 [ppm]

Figura 3.10. Comparagao dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCl3) da 4-metilbutirofenona (8) e respetiva

a-bromocetona.
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* Sinais de dibromocetona.
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Figura 3.11. Comparacio dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCl3) da 4-metilvalerofenona (9) e respetiva

a-bromocetona.
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Figura 3.12. Comparagido dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCls) da 4’-metilhexanofenona (10) e respetiva

a-bromocetona.

Na Tabela 3.9 apresentam-se os desvios quimicos de todos os sinais de RMN 'H, em

CDCl;, para as cetonas e bromocetonas sintetizadas. O desvio quimico correspondente aos

protdes a das cetonas (H-2), encontra-se compreendido entre 2,94-2,92 ppm e integra para 2,

enquanto nas bromocetonas encontra-se compreendido entre 5,14-5,06 ppm e integra para 1.

O aumento de desvio quimico verificado bem como a diminui¢do da integracao dos sinais dos

protdes H-2 nas bromocetonas, confirma a substituicio de um hidrogénio a pelo bromo.

Adicionalmente, importa realcar que os protdes H-3 do composto 11 e 13 sio diastereotdpicos,

bem como os protoes H-4 do composto 12, ao contrario do sucedido para as respetivas

cetonas de partida.

Tabela 3.9. Comparacio dos dados de RMN 'H, em CDCl3, das cetonas e bromocetonas sintetizadas.

Atribuigido
H-2>/ H-3/
H-2 H- H- H- H- H-7
Composto 3 4 5 6 Hee H5 7
4-Metilbutirofenona (8) 292 1,76 1,00 — — 7,86 7,25 2,40
2,30-
#4-Metil-2-bromobutirofenona (11) 5,06 2’ 07 1,08 — — 792 7,29 2,43
4-Metilvalerofenona (9) 294 1,71 140 095 — 7,86 7,25 2,40
2,23- 1,64-
> Metil-2- 12 1 ’ ’ — 2 2 2
4-Metil-2-bromovalerofenona (12) 5,14 204 136 0,97 7,9 7,29 43
1,40- 1,40-
4-Metilhexanofenona (10) 293 1,73 ’ 091 7,86 7,25 241
1,31 1,31
2,28- 1,53- 1,53-
’-Metil-2- h f 1 12 7 ’ ’ 1 2 2 2
#4-Metil-2-bromohexanofenona (13) 5, 204 130 130 091 7,9 7,29 43
Identificacao, Sintese ¢ Quantificacio de Novas Substancias Psicoativas 69



Os espetros de RMN e os respetivos dados correspondentes a caracterizagiao de cada
bromocetona sintetizada apresentam-se no Anexo D (Figuras 6.58-6.75 e Tabelas 6.5-6.7) e na

sec¢ao ‘Sintese das a-Bromocetonas’ do subcapitulo 2.4.

Sintese das Catinonas

Apbs a sintese das bromocetonas a mistura reacional foi utilizada, sem qualquer
purificagdo, na formagao das catinonas por adi¢ao da amina desejada segundo uma reagao de
substitui¢ao nucleofilica do tipo Sx2. Este tipo de rea¢ao ocorre num unico passo dando-se o
ataque do nucleéfilo (amina) ao mesmo tempo que o grupo rejeitado (Br) sai (Figura 3.13)
(Clayden, et al., 2012). Se a reagao ocorrer num carbono quiral da-se inversao de configuragao,
uma vez que o ataque do nucledfilo ocorre do lado oposto do grupo de saida (Clayden, et al.,
2012); no caso da sintese realizada obteve-se uma mistura racémica, uma vez que a mistura
reacional proveniente da formacao das bromocetonas ja era ela propria uma mistura racémica.
Finalmente, foi adicionado acido cloridrico em solugdo etérea por forma a serem sintetizadas

catinonas na forma de cloridrato (Figura 3.13).

2 /\
H
/\ O 5‘/R2 IRZ
H-N —)- Nog. + H-N_ +Br
R 3 R
Br 3 R, 3

(11) 4'-metil-2-bromobutirofenona R;= C,Hj;
(12) 4" metil-2-bromovalerofenona  R;= C3H-
(13) 4'-metil-2-bromohexanofenona R,= C,H,

R
0] hIIZ 32
~ Ra + Bro @N\Hz
R4 Ra
0 R 0 H

| R2
N [N NZ

R, * HCl —» Ry
R\_/‘ R1|

(1) 4 MDMB R,= C,H;, R,= CH;, Ry= CH,

(2) -MNEB R,= C,Hs, R,= H, R;= CH,CH;

(3) 4MDMP R,= CsH-, R,= CH;, Ry= CH;

(4) -MNEP R,= C;H,, R,= H, R;= CH,CH;

(5) 4-MDMH R,= C,Ho, R,= CH;, R;= CHj

(6) 4-MDEB R,= C,Hs, R,= CH,CH;, R;= CH,CH,

Figura 3.13. Mecanismo de formacio das catinonas na forma de cloridrato.
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Apbs a lavagem e cristalizagao do produto obtido pela adi¢ao de acido cloridrico em
solucdo etérea foi necessario confirmar a formagao da catinona desejada através da realizacdo
de um espetro de RMN 'H, em CDCls. Através da comparagio dos espetros de RMN 'H das
bromocetonas e catinonas sintetizadas (Figuras 3.14-3.16) verificou-se o surgimento de sinais
adicionais nos espetros das catinonas, sendo que os sinais de maior desvio quimico
corresponderio aos protoes diretamente ligados ao atomo de azoto (NH) e os sinais de menor
desvio quimico corresponderdo aos protoes dos grupos ligados ao atomo de azoto (H-17, H-2”,

H-3” ¢ H-47).
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Figura 3.14. Comparagio dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCl3) da 4-metil-2-bromobutirofenona (11) e
das correspondentes catinonas sintetizadas: 4-MDMB (1), 4-MNEB (2) e 4-MDEB (6).
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Figura 3.15. Comparagao dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCls) da 4-metil-2-bromovalerofenona (12) e
das correspondentes catinonas sintetizadas: 4-MDMP (3) ¢ 4-MNEP (4).
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Figura 3.16. Comparagao dos espetros de RMN 'H (400MHz, CDCl3) da 4-metil-2-bromohexanofenona (13) e

da correspondente catinona sintetizada: 4-MDMH (5).

Na Tabela 3.10 apresenta-se um resumo da quantidade obtida de cada catinona

sintetizada, bem como o rendimento global da sintese da mesma.

Tabela 3.10. Resumo da quantidade obtida e rendimento global da sintese de cada catinona

Catinona Quantidade Rendimento Global
4-MDMB (1) 349,0 mg 7%

4-MNEB (2) 927,6 mg 18%

4-MDMP (3) 654,4 mg 13%

4-MNEP (4) 1,0476 g 21%

4-MDMH (5) 1,3450 g 27%

4-MDEB (6) 793,9 mg 14%

Ap6s a sintese de todas as catinonas procedeu-se a caracterizacao completa das
mesmas, assim como 2 atribuicdo inequivoca de todos os sinais dos espetros de 'H e °C. Para

tal, recorreu-se primeiramente a espetros de RMN 'H e de COSY por forma a efetuar a

Identificacao, Sintese ¢ Quantificacio de Novas Substancias Psicoativas 72



atribuicdo de todos os sinais de protio dos compostos de partida, tendo-se de seguida, por
comparagao, procedido a atribui¢do de todos os sinais de protao das catinonas sintetizadas.
Esta atribuicao iniciou-se pela identificacao dos sinais da zona aromatica das catinonas,
por comparagao com os sinais da mesma zona nas respetivas bromocetonas (Tabela 3.11). Os
sinais correspondentes aos protdes aromaticos das catinonas apresentam-se como dois
dubletos com desvios quimicos compreendidos entre 7,91-7,88 ppm (H-2’/H-6°) e
7,35-7,33 ppm (H-3’/H-5’), cada um a integrar para 2H, a semelhanca dos respetivos sinais
nas bromocetonas que se apresentam como dois dubletos, a 7,92 ppm (H-2’/H-6") ¢ 7,29 ppm
(H-3’/H-5), cada um a integrar para 2H. Além destes é ainda possivel identificar o sinal
correspondente ao grupo metilo do anel aromatico como um singuleto com desvios quimicos
compreendidos entre 2,45-2,43 ppm, a integrar para 3H, a semelhanga do respetivo sinal nas

bromocetonas que se apresenta como um singuleto a 2,43 ppm, a integrar para 3H.

Tabela 3.11. Comparacido dos dados de RMN 'H, em CDCl3, da zona aromatica das bromocetonas e respetivas

catinonas sintetizadas.

Atribuigido
Composto H-2’/¢ H-3/5 H-T
(2H,d) (2H,d) (3H,s)
4-Metil-2-bromobutirofenona (11) 7,92 7,29 2,43
4-MDMB (1) 7,91 7,33 2,43
4-MNEB (2) 7,91 7,33 2,44
4-MDEB (6) 7,89 7,35 2,45
#-Metil-2-bromovalerofenona (12) 7,92 7,29 2,43
4-MDMP (3) 7,88 7,35 2,45
4-MNEP (4) 7,90 7,33 2,44
#-Metil-2-bromohexanofenona (13) 7,92 7,29 2,43
4-MDMH (5) 7,89 7,35 2,45

As atribui¢oes apresentadas anteriormente foram corroboradas através da analise dos
espetros de COSY de cada catinona sintetizada nos quais se verificou a existéncia de
correlagoes entre os protdes do grupo metilo (H-7’) e os protdes em posicao zefa para o grupo
acilo (H-3’/H-5’) e entre estes protoes e os protoes orto (H-2’/H-6), como é apresentado na

Figura 3.17 para a catinona 4-MDMH (5), a titulo de exemplo.
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Figura 3.17. Correlagbes de COSY da catinona 4-MDMH (5) relativas ao anel aromatico.

Ap06s a atribuigao dos sinais da zona aromatica prosseguiu-se com a identificagao dos

da zona alquilica das catinonas, por compara¢ao com os sinais da mesma zona nas respetivas

bromocetonas (Tabela 3.12), sendo que a analise das correlagdes presentes nos espetros de

COSY das catinonas foi indispensavel para proceder a correta atribuicio de todos os sinais,

como ¢ apresentado na Figura 3.18 para as catinonas 4-MDMH (5) e 4-MDEB (6), a titulo de

exemplo.

Tabela 3.12. Comparagio dos dados de RMN 'H, em CDCl3, da zona alquilica das bromocetonas e respetivas

catinonas sintetizadas.

Composto Atribuigao
Com cadeia H-2 (1H, H-3 (H,
H-4 3H, t H-5  H-6
CHCH,CH; multiplicidade) multiplicidade) GH, 9
4-Metil-2-bromo- 2,30-2,07
5,06 (dd e 1,08 -
butirofenona (11) ™’ (dd) (2H, m) ’
2,32-2,18 (1H, m);
"MDMB (1 1 1 -
4-MDMB (1) 5,11 (bts) 213199 (1L my 0
2,53-2,37 (1H, m);
"MNEB (2 -
4-MNEB (2) 5,06 (bts) 21018 (AL my
2,57-2,47 (1H, m);
4 MDEB (6 5,10 1,01 -
© 10 (brs) 2,14-199 (1H, m)
Com cadeia H-2 (1H, H-3 (H, H-4 (H, H5
CHC:H,CH3 multiplicidade) multiplicidade) multiplicidade) (3H, t) i
#-Metil-2-bromo- 2,23-2,04 1,64-1,36
CHREDIOMO™ £ 14 (1) =S O 0,97 ——
valerofenona (12) (2H, m) (2H, m)
224211 (1H, m); 1,58-1,42 (1H, m);
4 MDMP (3 5,04 092  —
©) il 2,021,890 (1H, m) 1,37-120 1H, m)
236223 (1H; m); 1,54-1,39 (1H; m);
"MNEP (4 -
+MNEP (4) 505 (brs) 223211 (1IH;m) 139122 (1M m) 0
Com cadeia H-2 (1H, H-3 (H, H-4 (H, H-5 H-6
CHC;H(CH; multiplicidade) multiplicidade) — multiplicidade)  (2H, m) (3H, t)
#-Metil-2-bromo- 2,28-2,04 1,53-1,30
5,12 (¢ oy o 1,53-1,30 0,91
hexanofenona (13) ® (2H, m) (2H, m)
227213 (1H, m); 1,52-1,38 (1H, m);
4-MDMH (5) 5,03 (d) 27215 (1H, my; - 1,52-1,38 (AH, m); ) 50 4 57 6

2,05-1,92 (1H, m)

1,27-1,13 (1H, m)
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Figura 3.18. Correlagoes de COSY das catinonas 4-MDMH (5) e 4-MDEB (6) relativas a cadeia alquilica.

Analisando a Tabela 3.12 ¢ possivel constatar que todas as catinonas apresentam um
sinal com desvios quimicos compreendidos entre 5,11-5,03 ppm, a integrar para 1H, a
semelhanca do respetivo sinal nas bromocetonas que se apresenta com desvios quimicos
compreendidos entre 5,14-5,06 ppm, a integrar para 1H e atribuido ao H-2. A atribui¢ao do
protao H-2 pode ser confirmada em algumas das catinonas sintetizadas pela existéncia de uma
correlagao no espetro de COSY com o protao diretamente ligado ao atomo de azoto (NH), tal
como exemplificado para a 4-MDEB (6) na Figura 3.18.

A atribui¢dao dos sinais correspondentes aos restantes protoes da cadeia alquilica das
catinonas foi conseguida através das correlagdes presentes nos espetros de COSY entre os
protoes H-2 e H-3, H-3 e H-4, H-4 e H-5 e H-5 e H-6, como exemplificado na Figura 3.18.

Desta forma, para todas as catinonas sintetizadas o sinal atribuido aos protées H-3
apresenta-se como dois multipletos, com desvios quimicos compreendidos entre
2,57-2,11 ppm e 2,31-1,89 ppm, cada um a integrar para 1H, enquanto o respetivo sinal nas
bromocetonas se apresenta como um multipleto, com desvios quimicos compreendidos entre
2,30-2,04 ppm, a integrar para 2H. O mesmo sucede para o sinal atribuido aos protdes H-4
das  catinonas com cadeia alquilica constituida por -CHCH.CH,CH; e
por -CHCH,CH,CH,CHj3 (compostos 3, 4 e¢ 5) nas quais o sinal se apresenta como dois
multipletos, com desvios quimicos compreendidos entre 1,58-1,38 ppm e 1,39-1,13 ppm, cada
um a integrar para 1H, enquanto o respetivo sinal nas bromocetonas se apresenta como um
multipleto, com desvios quimicos compreendidos entre 1,64-1,30 ppm, a integrar para 2H.
Esta diferenca deve-se ao facto de os protoes destes grupos CH, passarem a ser
diastereotopicos aquando da formagao das catinonas na forma de cloridrato, uma vez que a
rotagdao da amina passa a ser restrita devido a protonagao do azoto.

Em contrapartida o sinal atribuido aos protdes H-5 da catinona com cadeia alquilica
constituida por -CHCH,CH>CH,CH3 (composto 5) apresenta-se como um unico multipleto,

com desvios quimicos compreendidos entre 1,38-1,27 ppm, a integrar para 2H, a semelhanca

ol
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do respetivo sinal na bromocetona que se apresenta como um multipleto, com desvios
quimicos compreendidos entre 1,53-1,30 ppm, a integrar para 2H.

Finalmente, para todas as catinonas sintetizadas o sinal atribuido ao grupo metilo
terminal apresenta-se como um tripleto, com desvios quimicos compreendidos entre
1,01-0,82 ppm, a integrar para 3H, a semelhanc¢a do respetivo sinal nas bromocetonas que se
apresenta como um tripleto, com desvios quimicos compreendidos entre 1,08-0,91 ppm, a
integrar para 3H.

Apbs a atribuicao dos sinais da zona alquilica das catinonas efetuou-se a identificagao
dos sinais do grupo amino das mesmas (Tabela 3.13), sendo que a correta atribuigdao destes
sinais foi auxiliada pela analise das correlagbes presentes nos espetros de COSY, como
demonstrado na Figura 3.19 para as catinonas 4-MDMH (5) e 4-MDEB (6), a titulo de

exemplo.

Tabela 3.13. Comparacio dos dados de RMN 'H, em CDCls, dos grupos amino das catinonas sintetizadas.

Composto Atribuigao
Com grupo  H-1? H-2” 3 g NH
dimetilamino (3H, brs) (3H, brs) (1H, brs)
4-MDMB (1) 2,94 2,94 - — 1230
4-MDMP (3) 281 3,03 — — 1256
4-MDMH (5) 2,80 3,03 — — 1253
Com grupo  H-1” H-2” o3 g NHNH
etilamino (1H, m); (1H, m) (3H, t) i i (1H, brs); (1H, brs)
3,34-3,23;
4-MNEB (2 DN 1,54 - -
NEB (2) 3,14-3,02 >
3,33-3,20;
4-MNEP (4 I 1,54 - — 10,55;84
NEP@) 515500 5 0,55; 8,40
Com grupo  H-1? H-2” H-3” H-4” NH
dietilamino  (1H, m); 1H, m) (3H,t) (1H, m); (1IH, m) (3H,t) (1H, brs)
3,43-3,29; 3,84-3,71;
4-MDEB (6 T 1,44 o 1,57 11,39
© 3,14-3,01 : 3,57-3,43 ’ ’
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Figura 3.19. Correlagoes de COSY das catinonas 4-MDMH (5) e 4-MDEB (6) relativas ao grupo amino.

Analisando a Tabela 3.13 ¢é possivel constatar que quase todas as catinonas apresentam
os sinais correspondentes aos protoes diretamente ligados ao atomo de azoto (NH), sendo que
as catinonas com um grupo dimetilamino ou dietilamino (compostos 1, 3, 5 e 6) apresentam
um singuleto alargado, com desvios quimicos compreendidos entre 12,56-11,39 ppm, a
integrar para 1H, enquanto a catinona com um grupo etilamino (composto 4) apresenta dois
singuletos alargados, com desvio quimicos de 10,55 ppm e 8,40 ppm, cada um a integrar para
1H, o que comprova a sintese de catinonas na sua forma protonada.

Relativamente aos protoes correspondentes aos grupos ligados ao atomo de azoto, nas
catinonas com um grupo dimetilamino os espetros de protio, no caso da 4-MDMB (1),
apresentam um singuleto alargado adicional, com desvio quimico a 2,94 ppm, a integrar para
6H, atribuido aos protdes H-1”/H-2”, enquanto as catinonas 3 e 5 apresentam dois singuletos
alargados adicionais, com desvios quimicos a 2,81/2,80 ppm e 3,03 ppm, cada um a integrar
para 3H, atribuidos aos protoes H-17 e H-27, respetivamente. Para as catinonas que
apresentam dois singuletos verifica-se a existéncia de correlagoes de COSY entre os protoes
H-17 e H-2” como exemplificado na Figura 3.19 para a catinona 4-MDMH (5).

Nas catinonas com um grupo etilamino os espetros de protao apresentam dois
multipletos adicionais, com desvios quimicos compreendidos entre 3,34-3,20 ppm e
3,14-3,00 ppm, cada um a integrar para 1H, atribuidos aos protées H-1” (sendo estes
diastereotdpicos), e ainda um tripleto adicional, com desvio quimico a 1,54 ppm, a integrar
para 3H, atribuido aos protoes H-2”. Em ambas as catinonas verifica-se a existéncia de
correlagoes de COSY entre os protdes H-17 e H-27, a semelhanc¢a do exemplificado na Figura
3.19 para os protdes H-1” e H-2” da catinona 4-MDEB (6).

Finalmente, na catinona com um grupo dietilamino o espetro de protio apresenta
quatro multipletos adicionais, com desvios quimicos compreendidos entre 3,43-3,29 ppm e
3,14-3,01 ppm (atribuidos aos protdes H-17) e 3,84-3,71 ppm e 3,57-3,43 ppm (atribuidos aos
protdes H-37), cada um a integrar para 1H (de notar que estes protdes sao novamente

diastereotopicos), e ainda dois tripletos adicionais, com desvio quimico a 1,44 ppm (atribuido
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aos protoes H-27) e a 1,57 ppm (atribuido aos protoes H-47), a integrar para 3H. Para a
atribuicdo destes sinais revelaram-se extremamente importantes as correlagbes de COSY
existentes entre o sinal do NH e os sinais dos protdes H-1”/H-3”, bem como entre os protdes
H-17 e H-2” e entre os protoes H-3” e H-4”, como exemplificado na Figura 3.19.

Apés a atribuicio completa de todos os sinais dos espetros de RMN 'H para as
catinonas sintetizadas e por forma a obter a caracteriza¢ao completa das mesmas realizaram-se
experiéncias de RMN adicionais (*C APT, HSQC e HMBC).

A analise dos espetros de HSQC permitiu fazer a atribuicdo direta entre os sinais de
carbono e os respetivos protoes a eles ligados e atribuidos de forma inequivoca anteriormente.

A analise dos espetros de HMBC (compostos por correlagdes carbono-protio a 2 e 3
ligagbes) permitiu, por um lado, confirmar as atribui¢des ja feitas e, por outro, proceder a
atribuicdo dos sinais dos carbonos quaternarios (Figura 3.20). Todas as catinonas sintetizadas
possuem os mesmos trés carbonos quaternarios, assim sendo o sinal correspondente ao
carbono do grupo carbonilo pode ser identificado uma vez que apresenta correlagdes de
HMBC com os protoes H-2 (apenas para algumas das catinonas sintetizadas), H-3 e
H-2”/H-67; o sinal correspondente ao carbono C-4’ pode ser identificado por apresentar uma
correlagaio de HMBC com os protdes H-7’ e, por fim, o tltimo sinal quaternario correspondera

o catbono C-1’, que apresenta uma cortrelagio de HMBC com os protoes H-3”/H-5".

Figura 3.20. Correlagées de HMBC para identificagdo dos carbonos quaternarios.

Para além da caracterizagao completa das catinonas em CDCl;, foi também realizada a
caracteriza¢ao completa em DMSO-d;, apresentando-se de seguida tabelas com os dados de

RMN referentes a essas caracterizagoes, para cada catinona e cada solvente.
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Na Figura 3.21 apresenta-se a estrutura da catinona 4-MDMB (1) e na Tabela 3.14 os
dados de RMN da sua caracterizagaio completa em CDCl; e em DMSO-ds. Os espetros de
RMN obtidos em CDCIs, apresentam-se no Anexo E (Figuras 6.76-6.81) e em DMSO-ds no
Anexo F (Figuras 6.112-6.117).

77 4
Figura 3.21. Estrutura da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1).

Tabela 3.14. Dados de RMN 13C, 'H, COSY ¢ HMBC para a 4-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1).

6 H (integragio;
multiplicidade; J (Hz))?

Posigio o6 BC APT COSY> HMBCe

1 19577 - — — 3,2/6
2 6543 + 511 (1H; m) 3 3,4
3 23,62 - 2,32-218 (1H; m); 2,13-1,99 (1H; m) 2,4 2,4
4 10,73  + 1,00 3H; ¢t 6,8) 3 2,3
1 133,49 - - 3/5
3 2/6 128,94 + 791 (2H;d;7,3) 3/5 2/6
8 3/ 130,27 + 7,33 (2H;d;7,3) 2/6, 7  3/3,7T
g 146,94 - — — /6,7
7 21,96 + 243 (3H;s) 3/5 3/5
174 4292+ 2,94 BH; brs) N N
27 d 38,17  + 2,94 3H; brs) N N
NH — 12,30 (1H; brs) N N
19570 - - 3,2/6
67,94 +  542(1H;m) 3,NH  3,4,17,2”
2155 - 2,10-1,89 (2H; m) 2,4 2,4
8,46  + 0,74 3H;t7,4) 3 2,3
s U 13221 - — 3/5
S 2/6 12899 + 7,99 (2H; d; 7,7) 3/5 2/6
g /5 129,88 + 744 (2H;d;7.8) 2/6,7 /3,7
Ry 146,01 - R N 2/6,7
7 2135 + 242 (3H;s) 3/5 3/5
174d 4248 + 279 BH;s) 22, NH 27
274 40,60 + 2,86 3H;s) 1”,NH 17
NH N 10,43 (1H; brs) 2,172 —

2A atribuicio dos protdes aos carbonos cortespondentes foi baseada no HSQC; PProtdes com cotrelagio em

COSY com os 0 'H da 4* coluna; Protées com cotrelagio em HMBC com os & 13C da 2* coluna; 9As

atribui¢cdes ao par de sinais d poderio estar trocadas.
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Na Figura 3.22 apresenta-se a estrutura da catinona 4-MNEB (2) e na Tabela 3.15 os

dados de RMN da sua caracterizagao completa em CDCl; e em DMSO-d;s. Os espetros de
RMN obtidos em CDCI;, apresentam-se no Anexo E (Figuras 6.82-6.87) e em DMSO-ds no

Anexo F (Figuras 6.118-6.123).

Figura 3.22. Estrutura da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2).

Tabela 3.15. Dados de RMN 13C, 'H, COSY e HMBC para a 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2).

0 'H (integragio;

Posigio § BC APT o COSY» HMBCs
multiplicidade; J (Hz))>
1 19441 - o 2,3,2/6
2 62,42  + 5,06 (1H; m) 3 3,417
3 2437 - 2,53-2,37 (1H; m); 2,31-2,18 (1H; m) 2,4 2,4
4 9,27 + 0,97 (3H; t; 6,7) 2,3
o U 131,56 - o 3/5
8 2/6 129,11+ 791 (2H; d; 7,1) 3/5 2/6’
© 3/ 130,14 + 7,33 (2H; d; 7,2) 2/6,7 3/5,7
4 146,54 - _ —_— 2/6,7
7 21,99  + 2,44 (3H; s) 3/5 3/5
1”7 43,04 - 3,34-3,23 (1H; m); 3,14-3,02 (1H; m) 27 2,27
27 11,94  + 1,54 3H; t; 7,2) 17 17
195,64 - _ —_— 2,3,2/6
61,13+ 5,24 (1H; m) 3 3,417
3 23,01 - 2,10-1,97 (1H; m); 1,97-1,85 (1H; m) 2,4 2,4
4 8,31 + 0,76 3H; t; 7,5) 2,3
S 1 131,44 - 3/5
o 2/¢ 128,87 + 7,99 (2H; d; 7,9) 3/5 2/6’

g 3/5 129,75 + 7,42 (2H; d; 7,9) 2/6, 7 3/5,7
Ry 145,64 - _ e 2/6’, 7T
7 21,28 + 2,41 (3H;s) 3/5 3/5
17 41,11 - 3,07-2,96 (1H; m); 2,96-2,85 (1H; m) 27 2,27

27 11,13+ 1,26 3H; t; 7,2) 17 17
NH: — 9,33 (1H; brs); 9,03 (1H; brs) —_— —

2A atribuicdo dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC; PProtdes com cotrelagio em

COSY com os 0 'H da 4* coluna; “Protdes com cotrelacio em HMBC com os & 13C da 2* coluna.
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Na Figura 3.23 apresenta-se a estrutura da catinona 4-MDMP (3) e na Tabela 3.16 os
dados de RMN da sua caracterizagao completa em CDCl; e em DMSO-ds. Os espetros de
RMN obtidos em CDCI;, apresentam-se no Anexo E (Figuras 6.88-6.93) e em DMSO-ds no
Anexo F (Figuras 6.124-6.129).

Figura 3.23. Estrutura da 4-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3).

Tabela 3.16. Dados de RMN 3C, 'H, COSY ¢ HMBC para a 4-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3).

J H (integragio;

Posigio § BC APT o COSY» HMBCe
multiplicidade; J (Hz))»

1 195,84 - _ —_ 2,3,2/6
2 63,83 + 5,04 (1H; t; 6,3) 3 3
3 32,30 - 2,24-2,11 (1H; m); 2,02-1,89 (1H; m) 2, 2,4,5
4 19,69 - 1,58-1,42 (1H; m); 1,37-1,20 (1H; m) 3,5 2,3,5
5 14,07+ 0,92 (3H; t; 6,8) 3,4

o U 133,49 - o 3/5

8 2/6’ 128,87 + 7,88 (2H; d; 7,2) 3/5 2/6

© 35 130,33 + 7,35 (2H; d; 7,5) 2/6,7  3/5,7
4 147,03 - _ - /6,7
7 21,99  + 2,45 (3H; s) 3/5 3/5
174 43,04 + 2,81 (3H; brs) 27 —_
27d 37,80 + 3,03 (3H; brs) 17 —_
NH —_— 12,56 (1H; brs) e e
1 196,04 - 3,2/6
2 66,78 + 5,38 (1H; m) 3,NH 3,4
3 30,26 - 1,96-1,83 (2H; m) 2,4 4,5
4 17,51 - 1,22-0,99 (2H; m) 3,5 3,5
5 13,68  + 0,79 3H; t; 7,2) 4 3,4

§ v 13239 - — — 3/5

8 2’/6 129,00 + 8,00 (2H; d; 7,9) 3/5 2/6

E 3/5 129,88 + 7,44 (2H; d; 7,7) 2/6, 7 3/5,7
4 140,04 - _— e 2/6, 7T
7 21,34+ 2,42 (3H; s) 3/5 3/5
174 4229  + 2,79 3H; s) 22’NH ——
274 40,76  + 2,86 (3H; s) 1”7, NH ——
NH 10,46 (1H; brs) 2,172 ——

2A atribuicio dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC; PProtdes com cotrelagio em

COSY com os 0 'H da 4* coluna; Protées com correlacio em HMBC com os & 13C da 2* coluna; 9As

atribui¢cdes ao par de sinais d poderdo estar trocadas.
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Na Figura 3.24 apresenta-se a estrutura da catinona 4-MNEP (4) e na Tabela 3.17 os

dados de RMN da sua caracterizagio completa em CDCl; e em DMSO-ds. Os espetros de
RMN obtidos em CDCI;, apresentam-se no Anexo E (Figuras 6.94-6.99) e em DMSO-ds no

Anexo F (Figuras 6.130-6.135).

Figura 3.24. Estrutura da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4).

Tabela 3.17. Dados de RMN 3C, 'H, COSY ¢ HMBC para a 4-metil-N-etilnorpentedrona (4).

0 'H (integragio;

Posigdo § BC APT o COSY» HMBCe
multiplicidade; J (Hz))>

1 194,61 - _ —_ 2,3,2/6
2 6158 + 5,05 (1H; m) 3,417
3 33,07 - 2,36-2,23 (1H; m); 2,23-2,11 (1H; m) , 2,4,5
4 18,41 - 1,54-1,39 (1H; m); 1,39-1,22 (1H; m) 3,5 2,3,5
5 13,98 + 0,85 (3H; t; 6,4) 3,4

o U 131,62 - 3/5

8 2/6’ 129,10 + 7,90 (2H; d; 7,3) 3/5 2/6’

© 35 130,11 + 7,33 (2H; d; 7,3) 2/6, 7 3/5,7T
4 146,47 - _ —_— 2/6,7
7 21,99  + 2,44 (3H; s) 3/5 3/5
17 42,97 3,33-3,20 (1H; m); 3,12-3,00 (1H; m) 27 2,27
27 11,89  + 1,54 (3H; t; 6,3) 17 17
NH:  — 10,55 (1H; brs); 8,40 (1H; brs) e —
1 195,88 - 2,3,2/6
2 60,37 + 5,24 (1H; m) 3,17
3 3198 - 1,96-1,78 (2H; m) , 4 2,4,5
4 17,21 - 1,36-1,21 (1H; m); 1,14-0,98 (1H; m) ,5 2,3,5
5 13,71+ 0,77 3H; t; 7,2) 3,4

s v 131,52 - S— 3/5

8 2’/6’ 128,93 + 7,98 (2H; d; 7,9) 3/5 2/6

E 3/5 129,82 + 7,42 (2H; d; 7,9) 2/6, 7 3/5,7T
4 145,73 - _ e 2/6’, 7T
7 21,34+ 2,41 (3H; s) 3/5 3/5
17 41,19 - 3,07-2,95 (1H; m); 2,95-2,83 (1H; m) 27 2,27
27 11,22+ 1,25 (3H; t; 7,0) 17 17
NH: A 9,39 (1H, brs); 9,05 (1H, brs) —_— —

2A atribuicio dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC; PProtdes com cotrrelagio em

COSY com os 0 'H da 4* coluna; ‘Protdes com correlacio em HMBC com os & 13C da 2* coluna.
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Como referido anteriormente, esta catinona foi ja reportada ao EMCDDA, pelo que

foi possivel consultar os seus dados de RMN na literatura (Hamby, et al., 2015; Rojkiewicz, et

al., 2018), apresentando-se na Tabela 3.18 e na Tabela 3.19 uma comparagio entre esses dados

e os obtidos no presente trabalho para os 8 °C e para os 6 'H, respetivamente.

Tabela 3.18. Comparacio dos & 3C da 4-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-d.

Posicao - - o Be o
Sintetizada Hamby et al., 2015 Rojkiewicz et al., 2018

1 195,88 196,1 196,26

2 60,37 60,6 60,72

3 31,98 322 32,36

4 17,21 17,5 17,70

5 13,71 14,0 11,56

1 131,52 132,0 132,17
2’/6’ 128,93 129,2 129,33
3/5 129,82 130,0 130,18

4 145,73 145,8 145,93

7 21,34 21,6 21,73

17 41,19 41,4 41,59

27 11,22 11,4 14,14

Tabela 3.19. Comparacio dos 6 'H da 4-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-d;.

J 'H (integragio; multiplicidade; J (Hz))

Posicao -
Sintetizada Hamby et al., 2015 Rojkiewicz et al., 2018
5,24 (1H; brs) 5,24 (1H; m) 5,23 (1H; ; 5,2)
1,96-1,78 (2H; m) 1,94 (1H; m); 1,88 (1H; m) 1,98-1,82 (2H; m)
1,36-1,21 (1H; m); 1,37-1,22 (1H; m);

4 1,14-0,98 §1H; m; 1,32 (1 m); LO8 (AFm) - 504 o ElH; m§

5 0,77 3H; t; 7,2) 0,77 BH; t; 7) 0,77 (3H; t; 7,3)

2/6’ 7,98 (2H; d; 7,9) 8,00 (2H; d; 8) 7,99 (2H; d; 8,2)

3/5 7,42 (2H; d; 7,9) 7,42 (2H; d; 8) 7,41 (2H; d; 8,0)

7 2,41 (3H; s) 2,41 (3H; s) 2,87 (3H; s)

3,07-2,95 (1H; m);

3,06-2,97 (1H; m);

17 3,01 (1H; m); 2,88 (1H;
2,95-2,83 (1H; m) O (A m); 2,88 (AHsm) ) ) 5 84 (11 m)
2” 125 (3H; §; 7,0) 127 GH; 6 7) 127 3H; ; 7.,2)
9.39 (1H, brs);
N, o) (LD 9.74 (brs); 9,14 (brs)

9,05 (1H, brs)
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Na Figura 3.25 apresenta-se a estrutura da catinona 4-MDMH (5) e na Tabela 3.20 os

dados de RMN da sua caracterizagio completa em CDCl; e em DMSO-ds. Os espetros de
RMN obtidos em CDCls, apresentam-se no Anexo E (Figuras 6.100-6.105) e em DMSO-djs
no Anexo I (Figuras 6.136-6.141).

Tabela 3.20. Dados de RMN 13C, 'H, COSY e HMBC para a 4-metil-N,N-dimetilnorhexedrona (5).

Figura 3.25. Estrutura da 4-metil-N,N-dimetilnorhexedrona (5).

0 'H (integragio;

Posigio & 13C APT o COSY» HMBCe
multiplicidade; J (Hz))=
1 195,83 - — 3,2/
2 6384 + 503 (1H;m) 3 3
3 30,00 - 2,27-2,13 (1H; m); 2,05-1,92 (1H; m) 2,4 2,4,5
4 28,04 - 1,52-1,38 (1H; m); 1,27-1,13 (1H; m) 3 2,5,6
5 22,63 - 1,38-1,27 (2H; m) 6 4,6
6 13,66 + 0,82 (3H;t 6,5) 5 4,5
IRk 133,53 - 3/5
8 2/¢ 128,89 + 7,89 (2H;d; 7,3) 3/5 2/6
3/5 130,34 + 7,35 (2H; d;7,4) /6,7 3/5,T
4 147,03 - /6,7
7 21,99  + 2,45 (3H;s) 3/5 3/5
174 4304 + 2,80 (3H; brs) 27 —
27d 3782+ 3,03 (3H; brs) 17 —
NH 12,53 (1H; brs) —  —
1 195,99 - — 3,2/6
2 6693 + 537 (1H; m) 3,NH 3
3 2793 - 1,98-1,85 (2H; m) 2,4 4,5
4 2589 - 1,14-0,95 (2H; m) 3 3,5,6
5 21,85 - 1,29-1,14 (2H; m) 6 4,6
5 0 1352 + 0,74 3H; t;7,0) 5 4,5
o v 132,30 - 3/5
S 2/6 129,00 + 8,00 2H;d; 7,6) 3/5 2/6
A 3/ 12991 + 7,44 (2H;d;7,9) 2/6, 7 3/5,7T
4 146,09 - — /6,7
7 2135 + 242 (3H;s) 3/5 3/5
174 4243+ 2,78 (3H; brs) NH —
27 d 40,75 + 2,86 (3H; brs) NH —
NH 10,37 (1H; brs) 2,17,27 ——

*A atribuicdo dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC; PProtdes com correlagdo em
COSY com os & 'H da 4* coluna; <Protées com correlagio em HMBC com os & 13C da 2* coluna; dAs
atribui¢des ao par de sinais d poderdo estar trocadas.
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Na Figura 3.26 apresenta-se a estrutura da catinona 4-MDEB (6) e na Tabela 3.21 os

dados de RMN da sua caracterizagao completa em CDCl; e em DMSO-ds. Os espetros de
RMN obtidos em CDCls, apresentam-se no Anexo E (Figuras 6.106-6.111) e em DMSO-ds
no Anexo I (Figuras 6.142-6.147).

Figura 3.26. Estrutura da 4-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6).

Tabela 3.21. Dados de RMN 13C, 'H, COSY e HMBC para a 4’-metil-IN,N-dietilnorbufedrona (6).

J H (integragio;

Posicio & 1BC APT o COSY* HMBCe
multiplicidade; J (Hz))»

1 195,72 - I 3,2/6

2 6357 + 510 (1H; m) 3,NH 3,4

3 2380 - 2,57-2,47 (1H; m); 2,14-1,99 (1H; m) 2, 4 4

4 11,35 + 1,01 3H;6,7) 3 3

r 133,38 - — 3/5

2/6 128,92 + 7,89 (2H;d; 7.2) 3/5 2/6
g5 3/5 130,31 + 7,35 (2H;d;7,2) 2/6,7  3/5,7
8 146,95 - 2/6°, 7

7 2198 +  245(H;s) 3/5 3/5

17d 4821 - 3,43-3,29 (1H; m); 3,14-3,01 1H; m)  27,NH  2”,3”

2 10,37 + 144 (3H;t 6,4) 17 17

374 4590 - 3,84-3,71 (1H; m); 3,57-3,43 (1H; m) ~ 4°,NH 17,47

47 11,86+ 1,57 3H;t 6,6) 3” 3”

NH 11,39 (1H; brs) 2,17, 3”

1 195,73 - — 3,2/6°

2 6513 + 536 (1H;m) 3,NH 3,437

3 21,62 - 2,06-1,89 (2H; m) 2,4 2,4

4 857 + 0,73 (3H;t7,4) 3 2,3

r 132,02 - 3/5
5 2/6 12917 + 8,08 (2H;d;7.8) 3/5 2/6
S 3/5 129,88 + 744 (2H;d;7.8) 2/6, 7 /5,7
S 4 14622 - /6,7
R 7 2136  + 242 (3H;s) 3/5 3/5

174d 46,54 - 3,23-3,09 (1H; m); 3,09-2,95 (1H; m) ~ 2”,NH 2"

2 958  + 1,21 BH;t7,1) 17 17

37d 4319 - 3,40-328 (1H; m); 3,23-3,09 (1H; m) ~ 4”,NH 17,47

47 764  +  128(GH;t7,1) 3” 3”

NH I 9,68 (1H; brs) 2,173 ——

2A atribuicdo dos protdes aos carbonos correspondentes foi baseada no HSQC; PProtoes com cotrelagio em

COSY com os & 'H da 4* coluna; <Protdes com correlacio em HMBC com os & 3C da 2* coluna; d¢As
atribuicdes ao par de sinais d e e poderdo estar trocadas.
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Das seis catinonas sintetizadas, apenas a 4-MNEP (4) ja foi reportada ao EMCDDA
(EMCDDA, 2014), apresentando dados de RMN na literatura, as restantes cinco nao se
encontram caracterizadas na literatura, estando duas disponiveis para venda na Cayman
Chemical (a 4-MDMB, 1 ¢ a 4-MNEDB, 2) e sendo as outras trés (a 4-MDMP, 3, a 4-MDMH,
5 e a 4-MDEB, 6) novos compostos.

Todas as catinonas obtidas foram analisadas por GC-FID com o objetivo de verificar
a sua pureza, apresentando-se os resultados na Tabela 3.22. Uma vez que os espetros de RMN
das catinonas nado mostraram sinais de impurezas e os resultados de GC-FID mostraram que
as catinonas apresentavam uma pureza entre 94% e 97%, pode concluir-se que os compostos
sintetizados tinham uma pureza adequada para se proceder a validagao de um método analitico

para a sua dete¢do e quantificagao.

Tabela 3.22. Determinacio da pureza (%o) das catinonas sintetizadas, por GC-FID.

Composto Injecdo 1* Injegdao 2* Injecdo 3* Injegdo 4* Injecdo 5* Pureza DP CV
4-MDMB (1) 95,35 97,21 97,10 95,91 95,84 96,28 0,83 0,86
4-MNEB (2) 95,41 95,44 94,45 97,77 97,61 96,14 1,47 1,53
4-MDMP (3) 96,60 96,18 97,88 98,58 96,23 97,09 1,08 1,11
4-MNEP (4) 93,42 96,31 97,55 96,55 96,76 96,12 1,58 1,64
4-MDMH (5) 93,97 95,55 95,45 93,61 93,71 94,46 0,96 1,02
4-MDEB (6) 95,27 94,85 97,34 96,61 96,63 96,14 1,04 1,08

“Percentagem da area do pico do analito relativamente a area total obtida nos cromatogramas.

3.3. Validacao de um Método de Detecao e Quantificacao
de Catinonas em Sangue por GC-MS

No presente trabalho efetuou-se a validagao de um método de detegao e quantificagio
das seis catinonas sintetizadas, em sangue, por GC-MS e recorrendo a SPE, apresentando-se

de seguida os resultados obtidos.

Identifica¢ao e Quantificacao dos Compostos em estudo

A identificacdo dos compostos em estudo foi efetuada em modo SIM analisando o seu
tempo de retencao (tr), 0 tempo de retencao relativo (tr.), a presenca de trés ides caracteristicos
e as intensidades relativas desses ides tendo por base os critérios de avaliacio da WADA

(WADA, 2010), desta forma foi necessario determinar o tr de cada composto, selecionar os
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trés ides que iriam ser monitorizados e determinar as suas areas relativas. Para tal, cada catinona
em estudo foi analisada individualmente por GC-MS, sem recorrer a derivatiza¢ido, em modo
Jfull scan, apresentando-se na Figura 3.27 o padriao de fragmentagdo previsto por EI para as
catinonas estudadas e apresentando-se no Anexo G, da Figura 6.148 a 6.153, o padrio de
fragmentagao previsto por El, o cromatograma e o espetro de massa obtidos para cada

catinona.

R, (1)4MDMB  R,= C,H,, R,= CH,, R,= CH,

) (2) 4MNEB  R,= C,H,, R,= H, R,= CH,CH,

7 Rs (3) 4MDMP  R,= C;H,, R,= CH,, R;= CH,
(4) 4MNEP  R,= C;H;, R,= H, Ry= CH,CH,

Rq (5)4-MDMH R,= C,H,, R,= CH,, R,= CH,
o R ot Pico base (6) 4MDEB  R,= C,H;, R,= CH,CH,, Ry= CH,CH,
|
N.
R3 ®
R, |O| ®
—_—
CgH;O* CsH;*
m/z =119 m/z = 91

Figura 3.27. Fragmenta¢oes previstas por EI para as catinonas em estudo (Namera, et al., 2015).

Na Tabela 3.23 apresentam-se os tempos de retengdo e os fragmentos idnicos
monitorizados em modo SIM, para a anélise por GC-MS, sem recorrer a derivatizagao, de cada
catinona estudada e do padrio interno utilizado no processo de validagio do método, sendo
que se utilizou para a quantificagdo de cada catinona o fragmento correspondente ao seu pico

base por ser sempre o mais intenso.

Tabela 3.23. Tempos de retencio e fragmentos iénicos utilizados na identifica¢io dos compostos.

Fragmentos iénicos (m/Z)

Composto tr (min) Pico base _ Outros picos
4-MDMB (1) 10,49 86 91,119
4-MNEB (2) 10,73 86 91, 119
4-MDMP (3) 11,62 100 91, 119
4-MNEP (4) 11,89 100 91, 119
4-MDMH (5) 13,16 114 91, 119
4-MDEB (6) 12,14 114 91, 119
Cocaina-ds 19,12 —_— 185
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Na Tabela 3.24 apresentam-se a titulo de exemplo os resultados obtidos na

confirmagao qualitativa das catinonas em estudo numa amostra de sangue branco fortificada

com 10 ng/ml. de cada catinona, utilizando como controlo uma amostra fortificada com 500

ng/ml, apresentando-se no Anexo G da Figura 6.154 a 6.168 um exemplo das folhas de

calculo utilizadas no SQTF do INMLCEF para a confirmaciao qualitativa de compostos.

Tabela 3.24. Identificacdo das catinonas em estudo numa amostra de sangue branco fortificada.

Ides

Area

Razio tr

(m/7) Relativa (%) Critério S/N  catinona Critério tRe Critério

a & i e +0,1: +1%:

= S o1 6.6 3216106 =3 1048 g 1058 9O (543.0,554

S 119 3.1 +50%: 1,5-4,6

8 . 86 100,0

E g 91 5,3 Conforme >3 10,48 Conforme 0,548 Conforme
< 119 2,5 Conforme

& & i 100 +0,1: +1%:

% 3 319 ;; fSZ 27127 =3 1075 s 1083 2% (556.0,567

0 , +50%: 1,9-5,8

Z , 86 100,0

E g 91 7,1 Conforme >3 10,73 Conforme 0,561 Conforme
< 119 3,9 Conforme

g 86 100,0 "y "

@ . U, L Tl

g S ?19 ;2 igb&?’f’g’j’o =3 2 s 172 O (6120614

8 . 8 100,0

E g 91 6,0 Conforme >3 11,62 Conforme 0,608 Conforme
< 119 2,3 Conforme

< & 5 100 +0,1: +1%:

< . U, L Tl

5 S ?19 ;:33 ig.()oz/z)l:_]lé’-lfi,s =3 11,88 11,78-11,98 0,622 0,615-0,628

Té s 80 100,0

4+ g 91 6,3 Conforme >3 11,88 Conforme 0,622 Conforme
<119 46 Conforme

@ g 5 100 +0,1: +1%:

E S ?19 ;,(6) +5:0,0-10,0 >3 13,16 13:06-13,26 0,688 0.681-0,695

= , 150%: 1,3-4,0

a 4 86 100,0

E g 91 5,1 Conforme >3 13,16 Conforme 0,688 Conforme
< 119 25 Conforme

e & 00 L0 +0,1: +1%:

o O ?19 23 fSZ 03105 =3 1213 ) 031205 P 06280641

0 , +50%: 1,5-4,6

8 ;86 100,0

E g 2N 6,9 Conforme >3 12,13 Conforme 0,635 Conforme
< 119 35 Conforme
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A quantificagdo dos compostos em estudo foi efetuada por aplicagdio do método de
padrao interno, no qual este ¢ adicionado a cada amostra numa determinada concentra¢io
constante (250 ng/mlL). A utilizacio do método de padrio interno é recomendada quando a
preparacdo das amostras é composta por multiplos passos, uma vez que a sua aplicacdo ira
melhorar a precisao e exatidao do método através da minimiza¢ao da variabilidade dos diversos
passos de preparagdo das amostras. O padriao interno utilizado deve respeitar algumas
condi¢des: nao deve estar presente naturalmente nas amostras; deve produzir um pico
cromatograficamente bem resolvido; idealmente deve ser eluido apds os analitos; deve estar
disponivel com grau de pureza elevado ou, se tal nao for possivel, as impurezas presentes nao
podem interferir com a analise pretendida; deve produzir uma resposta compativel com o
detetor utilizado; e deve ter uma estrutura que possibilite caracteristicas de extragao, tempos
de retencao, estabilidade e resposta do detetor semelhantes as dos analitos, o que normalmente
se traduz em ser estruturalmente semelhante a estes. Idealmente, o melhor padrao interno a
utilizar seria o equivalente deuterado do analito em estudo, no entanto, isso nem sempre ¢é
possivel uma vez que tais compostos tém custo elevado e nao existem analogos deuterados
disponiveis comercialmente para todas as substancias (Dolan, 2012). No caso do presente
trabalho optou-se por utilizar cocaina-d; porque, de entre os padrdes internos testados, este
seria o mais semelhante aos analitos estudados ja que, ao contrario da benzoilecgonina-ds, nao

sofre derivatizag¢ao (com os reagentes derivatizantes utilizados).

Preparacao das Amostras Biologicas

A preparagao das amostras biolégicas foi efetuada como descrito no subcapitulo 2.5,
sendo que, relativamente ao pré-tratamento das amostras, a utilizacio de 8 mL de solucio
tampao de fosfato teve como proposito diluir a amostra e evitar a precipitagao de componentes
do sangue devido a mistura com acetonitrilo (solvente das solu¢ées de trabalho das catinonas)
e a posterior centrifugacao das amostras tinha como objetivo provocar a sedimentaciao de
componentes solidos que, desta forma, nao seriam transferidos para as colunas de extragao,
evitando a obstruciao do enchimento das mesmas.

A utilizagio de colunas Oasis® do tipo MCX deveu-se ao facto de estas possuirem um
mecanismo de reten¢ao misto conseguido com um tnico copolimero organico constituido por
grupos lipofilicos que proporcionam intera¢oes de fase reversa e por grupos aniénicos de acido
sulfurico que permitem troca idnica, estando descritas como eficazes para a extragao de
compostos basicos de matrizes bioldgicas (Waters, 2008). O acondicionamento das colunas

foi efetuado adicionando MeOH para remover interferentes e residuos do processo de fabrico
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e ativar o enchimento, seguido da adi¢ao de agua desionizada para equilibrar o meio, uma vez
que se trata de um solvente semelhante ao da amostra (solu¢iao aquosa de tampao de fosfato).
Ap6s a adigdo do sobrenadante das amostras centrifugadas foi novamente adicionada agua
desionizada, seguida da adi¢io de HCI para protonar o grupo amina dos analitos e, dessa
forma, ativar a troca idénica com as cargas negativas presentes no enchimento das colunas,
depois foi adicionado MeOH para expulsar interferentes que ainda existissem na coluna, sem
remover os analitos que estdo intensamente adsorvidos, sendo finalmente adicionado hexano
por ser um solvente altamente hidrofébico que iria expulsar a agua que ainda existisse na
coluna. Por fim, foi adicionada uma solucio basica (DCM/isopropanol/aménia) provocando

a desionizac¢ao e consequente eluicio dos analitos.

Otimizacao do Método

O método analitico validado foi previamente otimizado em diversos aspetos
nomeadamente o uso ou nao de agentes de derivatizagdao, o programa de temperaturas usado,
o fluxo de hélio, o tipo de sangue a utilizar, a razao de sp/it e ainda o solvente de lavagem das
colunas de SPE.

O primeiro aspeto a avaliar foi a necessidade de derivatizar os compostos em estudo,
sendo que, por um lado, um analito deve ser analisado na sua forma original uma vez que a
sua conversao na forma derivatizada envolve um passo quimico adicional que tera um custo
associado e podera dificultar a interpretacao de resultados devido a introdugao de impurezas
e/ou incerteza associada a derivatizacao incompleta do analito, no entanto, pot outro lado, o
uso de agentes de derivatizagao é frequente na analise de compostos por GC-MS de modo a
aumentar a sua volatilidade, melhorar a sua estabilidade, melhorar a separag¢ao cromatografica
ou alterar o espetro de massa por modificagao do padrio de fragmentacio, entre outros (Lin,
et al., 2008). Em GC as reagoes de derivatizagdo mais comuns sao sililagio (os hidrogénios
ativos de grupos funcionais do analito sdo substituidos por grupos sililo), alquilacio (os
hidrogénios ativos de grupos funcionais do analito sio substituidos por grupos alquilo) e
acilacdo (o analito (nucleéfilo) ataca o agente derivatizante (que contém um grupo de saida)
através de uma rea¢ao de adi¢io/eliminacao nucleéfila) (Hulshoff & Lingeman, 1984).

No presente trabalho avaliou-se o uso de agentes de derivatizagio que atuam por
sililagao, utilizando uma mistura de MSTFA/TMCS, ¢ por acilacido, utilizando MBTFA,
tendo-se também testado nao recorrer a derivatizacao, sendo que, de entre os compostos em
estudo, apenas seria de esperar que as catinonas 2 e¢ 4 fossem derivatizadas, uma vez que apenas

estas apresentam hidrogénios ativos (-NH). Nas Figuras 3.28-3.30 apresentam-se os
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cromatogramas obtidos para cada condi¢do, sendo possivel concluir que: quando se utiliza
MSTFA/TMCS e uma elevada concentracio de catinonas é possivel identificar o pico de cada
catinona, no entanto, quando se utiliza uma concentra¢ido mais baixa deixa de ser possivel
identificar os picos com certeza (Figura 3.28); quando se utiliza MBTFA e uma elevada
concentra¢ao de catinonas os cromatogramas obtidos para as catinonas 2 e 4 individualmente
apresentam demasiados interferentes nio sendo possivel identificar o pico de nenhuma das
catinonas (Figura 3.29); quando nio se utiliza agente de derivatizagdo, mesmo utilizando uma
baixa concentragao de catinonas, ¢ possivel identificar inequivocamente o pico correspondente

a cada catinona (Figura 3.30), razdo pela qual se decidiu ndo derivatizar os compostos em

estudo.
- | B (1) 4-MDMB: 7,81 min s Cocaina-d;
=1 (2) 4-MNEB: 7,93 min -
=1 11 (3) 4-MDMP: 8,29 min -
. ‘ | @) 4-MNEP: 8,39 min -
- (6) 4-MDEB: 8,48 min o
e B i - (5) 4-MDMH: 8,81 min -
= Lo 1) 4-MNEB-TMS: 9,00min
=1 e 4 MNEP-TMS: 9,36 min ="
=T -
- LR = 1

T [T R Y R Y T M T I T T T ) Tres rhE Al BhO BA3 DB SR ANAD IS0 YOO GE6B  ANED ARG MO0 1480

Concentracio elevada de catinonas (15 pg/mlL) Concentragio baixa de catinonas (2 pg/mL)

Figura 3.28. Cromatogramas da mistura de catinonas (1-6) obtidos com detivatiza¢io com MSTFA/TMCS.

[ Tar RN [t = | T S s

2) 4MNEB | ™™ 4) 4 MNEP

s

oy

Figura 3.29. Cromatogramas das catinonas 2 ¢ 4 (77 pg/mL) obtidos com detivatizagio com MBTFA.

5T = T MRS g Lo ia s
“= (1) 4-MDMB ,
“s| (2) &MNEB Cocaina-d,
“ool (3) 4-MDMP
oo (4) 4-MNEP
sl (5) 4-MDMH
oo (6) 4-MDEB
,ma®@@@©
ol \V W/ I

Figura 3.30. Cromatograma da mistura de catinonas (1-6, 1,5 pg/mlL) obtido sem detivatizacio.
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O segundo aspeto a otimizar foi o programa de temperaturas ¢ o fluxo de hélio de
modo a separar o melhor possivel os picos das catinonas, desta forma foram testados varios
programas de temperaturas apresentando-se na Figura 3.31 os cromatogramas obtidos
utilizando o primeiro programa testado e o programa final, utilizado no processo de validagao,
e na Figura 3.32 os cromatogramas obtidos para cada fluxo de hélio testado, tendo-se utilizado

o maior valor de fluxo por permitir a obtencdo de menores tempos de retengio.

(1) 4-MDMB: 8,15 min
(2) 4MNEB: 8,26 min
(3) 4-MDMP: 8,63 min

(6) 4-MDEB: 8,82 min

| (1) 4MDMB: 11,73 min
2) 4-MNEB: 12,03 min
3) 4-MDMP: 13,09 min
we| (4) 4-MNEP: 13,40 min

Cocaina-ds:
18,94 min

| (6) 4MDEB: 13,71 min
| (5) 4-MDMTI: 14,93 min

)
)
(4) 4 MNEP: 8,72 min
)
)

(5) 4-MDMH: 9,15 min

I e

T 11 0 1013 8

Programa B: 90 "C (2 mm) lO °C/min até 170 °C,
2 °C/min até 180 °C, 20 °C/min até 300 °C,
300 °C (1 min)

w150

Programa A 90 °C (2 mm) 20 0C/ min até 300 0C
300 °C (7 min)

Figura 3.31. Cromatogramas da mistura de catinonas (1-6, 0,3 pg/mL) obtidos pata diferentes programas de

temperaturas (A e B).
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Figura 3.32. Cromatogramas da mistura de catinonas (1-6, 0,3 pig/mL) obtidos utilizando diferentes fluxo de

hélio (A ¢ B).

O terceiro aspeto a otimizar foi o tipo de sangue a utilizar no processo de validacio,
apresentando-se na Figura 3.33 os cromatogramas obtidos na andlise de amostras de sangue
cardiaco post mortems e sangue de vivo fortificadas com as catinonas em estudo, optando-se por
utilizar sangue de vivo uma vez que apesar de conter dois picos adicionais estes nao se
encontram suficientemente proximos dos picos das catinonas para que impossibilitem a sua

correta identificagao. Por outro lado, a disponibilidade deste tipo de sangue é muito maior que
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a do sangue post mortem, evitando-se assim a necessidade de fazer misturas com este sangue

para utilizar durante todo o processo de validagao.

g)) 11;/1[];1]\5/[§ Cocaina-d; vaces 8 1_1\1\//?;1}\3/[5 Cocaina-d;
e (3) 4MDMP | (3) 4MDMP
we (4) 4-MNEP el (& 4MNEP
w=t (5) 4-MDMH wl (8) 4MDMH
“= (6) 4MDEB = (6) 4MDEB
— " *Picos adicionais
: @
e (1&\1, (ii @ 6 ®) Y (\l,) 3@ e 5
o NV l/¢ - & / ¢
ey it e — I -. 111 * I D ~
A- Sangue Cardiaco post mortem B- Sangue de Vivo

Figura 3.33. Cromatogramas da mistura de catinonas (1-6, 100 ng/mL de sangue) obtidos com diferentes tipos

de sangue (A e B).

O quarto aspeto a otimizar foi a razdo de sp/it de modo a aumentar a sensibilidade do
método, apresentando-se na Figura 3.34 uma sobreposicao dos cromatogramas obtidos
utilizando uma razao de sp/it de 1:5, 1:3 ou o modo splitless, optando-se por utilizar uma razao
de sp/it de 1:3 uma vez que tal permitiu obter picos mais intensos, o que se ira refletit num

aumento de sensibilidade do método.

M‘.'\-ur\'-u: _TEsvag Z'Dm?n ms
- TIC. 263603 D ms (1) 4-MDMB
- Razdo de split 1:5 (2) 4-MNEB
wo: Razio de split 1:3 (3) 4MDMP
m ........... Sp/if/eif (4) 4-MNEP
...... (5) 4~MDMH
”f (6) 4-MDEB

; <1> “ <3> @O @
- H l‘/ ¢

s R T SR ]
s \IE0 1100 19150 1200 12 50 1300 8350 14/90 84 S0 1500 45 50 1 05 16150 17 00 17 50 §800 1850 1000 13 60 2000 20 6 21 60 21 58

Figura 3.34. Sobteposicio dos cromatogramas da mistura de catinonas (1-6, 0,3 pg/mL) obtidos com diferentes

modos de inje¢io (razdo de gplit de 1:5, 1:3 ou splitless).

O quinto e dltimo aspeto a otimizar foi a escolha do solvente de lavagens das colunas
de modo a utilizar o solvente que proporcionasse uma melhor eficiéncia de extragao,
apresentando-se na Figura 3.35 uma sobreposicao dos cromatogramas obtidos utilizando cada
um dos solventes testados e tendo-se verificado que nao existia diferenca significativa nos
picos das catinonas, optando-se por utilizar MeOH uma vez que permitiu obter uma linha de

base mais satisfatoria.
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Figura 3.35. Sobteposi¢io dos ctomatogramas da mistura de catinonas (1-6, 100 ng/mL de sangue) obtidos

com diferentes solventes de lavagem.

Validacao do Método

Apbs a otimiza¢do do método analitico procedeu-se a sua validacao, apresentando-se

de seguida os resultados obtidos relativamente a cada um dos parametros avaliados.

Estudo de Seletividade

A avaliagao da seletividade do método foi efetuada através da preparacao de pools de
sangue contendo amostras de sangue de quatro origens diferentes, que foram posteriormente
analisados efetuando ou nao a sua fortificagdo, sendo que a utilizagio de pools de sangue
permitiu a analise de amostras com uma maior heterogeneidade, o que se reflete num estudo
de seletividade mais completo. Deste modo, pretendeu-se avaliar a presenca de sinais que
pudessem interferir com os sinais dos compostos em estudo, bem como a percentagem de
falsos positivos e falsos negativos.

O método otimizado foi aplicado na analise das amostras negativas e positivas,
tendo-se verificado a auséncia de analito para as 10 amostras que nao foram fortificadas com
as catinonas, e a presenca e identificacao de todos os compostos para as 10 amostras que foram
fortificadas com as catinonas. Desta forma, o método analitico foi considerado seletivo, uma
vez que se obteve 0% de falsos positivos e 0% de falsos negativos (cumprindo-se os critérios
de validagao de métodos do SQTF: 0% de falsos positivos e falsos negativos <10%).

Na Figura 3.36 apresenta-se, a titulo de exemplo, os cromatogramas obtidos para a
Pool 1, quando ndo fortificado e quando fortificado com as catinonas (apresentando-se no

Anexo H, da Figura 6.160 a 6.168 os cromatogramas obtidos para as restantes pools analisadas).
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Figura 3.36. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 1.

Eficiéncia do Processo de Extracao (Recuperacio)

A avaliagao da eficiéncia da extracdo para cada catinona foi realizada para trés gamas

de trabalho, analisando trés replicados para cada gama, fortificados antes e depois da extragao.

As amostras assim preparadas foram analisadas utilizando o método otimizado, tendo-se

calculado a percentagem de recuperagao por aplicacao da Equac¢ao 2.1 do capitulo anterior e
obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 3.25.

No Anexo I, da Figura 6.169 a 06.171 apresenta-se uma sobreposicio dos

cromatogramas obtidos para uma amostra fortificada antes da extracio e uma depois da

extragao, para cada gama de trabalho.

Tabela 3.25. Resultados obtidos no estudo da recuperacido (#=3).

Catinona Fortificagao® Recuperagao (%)
4-MDMB (1) 25 80,9 £ 7,1
100 88,2+ 4,7
500 81,6 £12
4-MNEB (2) 25 80,9 = 6,1
100 83,5+ 21
500 799+ 1,9
4-MDMP (3) 25 76,9 + 6,8
100 82,6 £ 28
500 80,1 £ 2.1
4-MNEB (4) 25 73,3+ 57
100 782+ 1,5
500 77,4+ 22
4-MDMH (5) 25 77,3+ 8,8
100 80,8 £ 1,9
500 78,4 £ 0,9
4-MDEB (6) 25 75,5+ 9,7
100 80,1 £238
500 759 £5.2

*Concentracoes apresentadas em ng/ml;

bValores médios * desvio padrio
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Uma vez que os valores médios de recuperagao obtidos para cada catinona e cada gama
de trabalho se encontram entre 73,3% e 88,2% e tendo em conta que, segundo os critérios de
valida¢ao de métodos do SQTT, a recuperagiao deve encontrar-se entre 40% e 120%, pode
concluir-se que o método extrativo utilizado apresenta uma eficiéncia adequada para todos os

analitos, em todas as concentracdes.

Limite de Detecao e Limite Inferior de Quantificacao

O LOD de cada catinona corresponde a menor concentra¢ao na qual se verificarem
valores de S/N>3 e na qual se identificar o analito de acordo com os ctitérios da WADA
(WADA, 2010). O estudo do LOD foi efetuado para as concentracoes de 1, 2, 5 ¢ 10 ng/mlL,
sendo possivel observar o pico cromatografico de cada catinona para todas as concentragoes
testadas (Figura 3.37); no entanto, apenas se vetificou um valor de S/N>3 para todos os i0es
monitotizados, particularmente para os ides de menor intensidade (72/3 91 e 119), e em todos
os replicados para a concentracio de 5 ng/mL, procedendo-se posteriormente a identificagio
inequivoca de cada catinona e estabelecendo-se, desta forma, um LOD de 5 ng/mlL. pata todas

as catinonas estudadas.

Abundance

T @ B @ © ()  1ng/mL

u. | — —+— — F 1 —_— i F F ——

10000
2 ng/mL

= AN [ - - / | : i - : : . B

10000 5 ng/mL

e . ! — : : . -

10000
10 ng/mlL

ﬂ“ _ | I - 1 1 T T 1L || — — T T T T T T
Time--> 11.00 12.00 13.00 14

Figura 3.37. Comparagdo dos cromatogramas obtidos para o estudo do LOD.

O LLOQ de cada catinona corresponde a concentracao do calibrador mais baixo no
qual for possivel identificar o analito de acordo com os critérios da WADA (WADA, 2010),
quantificando-o com precisao e exatidao adequadas. Na Tabela 3.26 apresentam-se os valores

de CV e ER obtidos para a concentracao de 10 ng/ml aquando do estudo de precisio e

exatiddo #ntraday, verificando-se valores de CV<20% e valores de ER entre £ 20% da
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concentracio tedrica, estabelecendo-se, desta forma, um LLOQ de 10 ng/mlL para todas as

catinonas estudadas.

Tabela 3.26. Resultados obtidos no estudo de precisio e exatidio #n#raday para uma concentragio de 10 ng/mlL.

Catinona Concentragao Medida*® CV (%) ER (%)
4-MDMB (1) 81+ 1,2 14,3 -19,0
4-MNEB (2) 8,810,9 10,4 -12,1
4-MDMP (3) 85+ 1,1 12,7 -15,1
4-MNEB (4) 9,2£0,9 10,1 -8,1
4-MDMH (5) 87X 1,1 12,3 -12,7
4-MDEB (6) 84112 14,5 -15,9

sConcentracoes apresentadas em ng/mL; PValores médios & desvio padrio

Os valores de LOD e LLOQ encontrados na literatura para a detegdao de catinonas,
em sangue total, por GC-MS e recorrendo a SPE sao de, respetivamente, 2, 5, 7, 10 e 25 ng/mL
e de 5,10, 25 e 100 ng/mL (deRoux & Dunn, 2017; Lee, et al., 2015; Liveri, et al., 2016;
Margalho, et al., 2016; Wyman, et al., 2013), sendo que o LOD de 2 ng/mL foi conseguido
para a pentedrona (Liveri, et al., 2016), o LOD e o LLOQ de 5 ng/ml. para mefedrona,
metcatinona e metedrona (Matgalho, et al., 2016) ¢ o LLOQ de 10 ng/mL para a MDPV
(Wyman, et al., 2013). Ainda na literatura é possivel encontrar valores de LOD e LLOQ
inferiores, quando a detegao ¢ efetuada, em sangue total, por GC-MS, mas recorrendo a LLE,
vetificando-se LOD de 0,3 ng/mlL e LLOQ de 1 ng/mlL para a 4-clorometcatinona
(Tomczak, et al., 2018) ou LOD de 1 ng/mL e LLOQ de 2 ng/mL para a a-PBP, a-PVP,
MDPBP e MDPV (Namera, et al., 2013b). Relativamente a dete¢do de catinonas, em sangue
total, por outras técnicas de analise, verifica-se que as técnicas que permitem atingir LOD e
LLOQ mais baixos sio as que recorrem a MS/MS, nomeadamente, LC/MS-MS com LLE
(LOD de 0,0003 ng/ml. e LLOQ de 0,01 ng/ml (Yamagishi, et al, 2018)) ou
UHPLC-MS/MS com SPE (LOD de 0,02 ng/mL e LLOQ de 0,1 ng/mL (Zhang, et al.,
2014)).

Desta forma, é possivel concluir que o LOD e o LLOQ alcan¢ados para o presente
método (5 ng/mL e 10 ng/mL, respetivamente) se encontram na gama de valores reportados
na literatura, tendo em conta a matriz biolégica, técnica de analise ¢ método de extracdo

utilizados.

Identificacdo, Sintese e Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas 97



Avaliacao do Fendmeno de Arrastamento (Carry-over)

O fenémeno de arrastamento consiste na presenca de picos dos compostos analisados
em amostras brancas injetadas apds a analise de amostras de elevadas concentra¢oes. Assim
sendo, a avaliacdo deste fenémeno é extremamente importante uma vez que a sua existéncia
pode afetar a precisao e exatidao do método analitico, principalmente para concentra¢oes mais
baixas, podendo mesmo levar a ocorréncia de falsos positivos.

A avaliacao do fenémeno de arrastamento foi efetuada através da analise de amostras
brancas injetadas apos o calibrador e o controlo mais altos ao longo do estudo de linearidade,
ndo se tendo verificado fenémenos deste tipo (até 1000 ng/mlL) uma vez que niao foram
detetados, nas amostras brancas, picos correspondentes as catinonas em estudo, como

demonstrado na Figura 3.38.

1626 Calibrador de Branco injetado Cocaina-dj

1000 ng/mL apos o calibrador
Nl rpats an - de 1000 ng/mL

Cocaina-d;

Figura 3.38. Cromatogramas obtidos para a avaliacio do fenémeno de arrastamento (carry-over).

Linearidade e Modelo de Calibracao

No estudo da linearidade aplicou-se o0 método dos minimos quadrados ponderados,
tendo-se selecionado o fator de ponderagio 1/x% uma vez que foi o que permitiu obter
concentragoes calculadas para cada calibrador mais proximas da concentragao tedrica, ou seja,
foi o que permitiu obter um menor valor de ER.

Para além da escolha do fator de ponderagao a utilizar, avaliou-se a linearidade para
uma gama de concentracdes de 10 a 1000 ng/mlL, decidindo-se excluir o calibrador de
1000 ng/mlL por forma a obter resultados mais lineares e um menor ER (melhorando-se a
exatidao do método), como ¢ possivel verificar pela comparacao das curvas de calibracio
obtidas incluindo ou nio o calibrador de 1000 ng/ml. apresentadas na Figura 3.39 para a
4-MDMB (1), a titulo de exemplo (apresentando-se no Anexo J, da Figura 6.172 a 6.176, uma

comparag¢ao das curvas de calibragdo obtidas para as restantes catinonas).
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Figura 3.39. Comparacio das cutvas de calibracio para a 4-MDMB (1) com e sem o calibrador a 1000 ng/mL.

Ap6s a analise dos resultados obtidos para os cinco dias em que se efetuou o estudo
de linearidade obtiveram-se curvas de calibragdo, para uma gama de concentragoes de 10 a
800 ng/ml., com os valores médios de declive, intersecio e R* apresentados na Tabela 3.27,

verificando-se o cumprimento dos critérios de aceitagdo das curvas de calibragao considerados

pelo SQTF (valores de r e de R superiores a 0,99).

Tabela 3.27. Dados de linearidade (#=5).

Ponderagio; v 0,ridade
Catinona Intervalo de R2b LLOQ#* LOD-
linearidade* Decliveb IntersecioP
4-MDMB (1) 1/x% 10-800 0,0128 + 0,0018 -0,0012 + 0,0176 0,9958 *+ 0,0017 10 5
4-MNEB (2) 1/x%10-800 0,0093 £ 0,0011 -0,0100 £ 0,0086 0,9976 + 0,0012 10 5
4-MDMP (3) 1/x%10-800 0,0119 £0,0013 -0,0078 £ 0,0102 0,9965 * 0,0019 10 5
4-MNEP (4) 1/x%10-800 0,0056 * 0,0005 -0,0073 £ 0,0038 0,9965 * 0,0021 10 5
4-MDMH (5) 1/x%10-800 0,0120 £ 0,0013 -0,0108 £ 0,0095 0,9965 * 0,0019 10 5
4-MDEB (6) 1/x%10-800 0,0094 £ 0,0010 -0,0029 £ 0,0091 0,9942 + 0,0051 10 5

*Concentracoes apresentadas em ng/mL; PValores médios + desvio padrio

Precisdo e Exatidao sntraday (repetibilidade) e interday

A precisao e exatidao foram avaliadas para amostras analisadas no mesmo dia (zztraday)
e para amostras analisadas em dias diferentes (inferday) através do calculo do CV e do ER,
expressos em percentagem, utilizando, respetivamente, a Equa¢iao 2.2 e a Equagao 2.3 do
capitulo anterior e obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 3.28.

A andlise dos resultados obtidos permitiu concluir que o método desenvolvido ¢é

preciso para todas as catinonas e para todas as concentragdes estudadas, tanto para as amostras
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analisadas no mesmo dia (#nfraday) como para as analisadas em dias diferentes (zzzerday), uma
vez que todos os valores de CV obtidos sao <15% (ou <20% para o LLOQ) e ¢ exato para
todas as catinonas e para todas as concentracoes estudadas, tanto para as amostras analisadas
no mesmo dia (intraday) como para as analisadas em dias diferentes (znterday), uma vez que
todos os valores de ER obtidos se encontram entre = 15% (ou * 20% para o LLOQ) da

concentracao teobrica.

Tabela 3.28. Resultados obtidos no estudo de precisdo e exatidao /ntraday (repetibilidade, #=06) e interday (n=5).

Intraday (n=6) Interday (n=5)

Catinona Fortificagdo* Conc. CV ER Conc. CV ER
Medida=> (%) (%) Medida® (%) (%)

4-MDMB (1) 10 8,1+1,2 143 -190 10,1 £04 3,5 0,6
25 - 247 %20 80  -1,3

50 463 £ 2.7 59 275 494129 59 -1

200 187,6 + 14,7 7.8 -6,2 206,4 £ 9,0 4.4 3,2

400 — . 4156%219 53 39

600 5691 269 47 51  5902+226 38  -1,6

800 7457 +270 36 68 7712+325 42 36

4-MNEB (2) 10 8,8+ 0,9 104  -121 102+02 24 20
25 B 241 %12 52 37

50 490+ 27 55 20 482%20 42 35

200 189,1 £ 10,0 5,3 -5,5 202,551 2,5 1,2

400 — 4140 %+153 37 35

600 5776 £239 41 37  601,3+157 26 02

800 8156+279 34 19 801,9+221 28 02

4-MDMP (3) 10 85+ 1,1 127  -151 10,1+03 27 15
25 - 244+ 17 69 22

50 457 + 37 8,1 -8,5 48,0 £ 27 5,6 -4,0

200 1882+ 132 70 -59 204,7 £ 6,6 3,2 2,3

400 I - — 4183+229 55 4,6

600 6025+353 59 0,4 596,6 £ 11,3 1,9 -0,6

800 763,3 £36,7 48 -4,6 78721217 28 -1,6

4-MNEB 4) 10 92%0,9 10,1 -8,1 10,3 £ 0,1 1,2 3,0
25 - - — 238107 3,0 -4.8

50 46,9 £ 2,6 5,5 -6,1 470+ 22 4,7 -6,0

200 1835+ 11,8 6,5 -8,3 198,1 + 5,7 2,9 -1,0

400 N - — M7,6%20,6 49 4.4

600 603,1 £155 26 0,5 61131120 20 1,9

800 803,7£286 3,6 0,5 819,7+£292 36 2,5

sConcentracoes apresentadas em ng/mL; PValores médios * desvio padrio
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Tabela 3.28. Continuacao.

Intraday (n=0) Interday (n=5)
Catinona Fortificagdo* Conc. CV ER Conc. CV ER
Medida® (%) (%) Medidas® (%) (%)
4-MDMH (5) 10 8,7*t1,1 123 -12,7 10,310,2 2,1 2,6
25 N - — 239114 5,8 -4.4
50 462 22 48 76 473121 45 54
200 1948 +121 62 26 2036+76 38 18
400 - 4153 +165 40 38
600 5902+ 16,6 28  -1,6 602,7+134 22 05
800 7601 +283 37 50 8084+325 40 1,0
4-MDEB (6) 10 84112 145 -159 10,2 £0,39 3,9 2,1
25 — 240 %26 109  -41
50 432+ 41 94 136 482+28 58 36
200 200,5 £ 8,8 4.4 0,2 206,7 £ 8,5 4,1 3,4
400 — - — 41747%26,7 064 4,3
600 596,6 £325 54 -0,6 5991 £ 21,7 3,6 -0,1
800 7292 +£380 52 -8,9 78411318 4,1 -2,0

sConcentracoes apresentadas em ng/mL; PValores médios & desvio padrio

Precisao Intermédia

A precisao intermédia foi avaliada utilizando os resultados obtidos para as amostras de
controlo de cada dia de validagdo, tendo, desta forma, sido estudadas trés gamas de trabalho,
baixa (25 ng/mL), média (100 ng/mL) e alta (500 ng/mL), e tendo sido analisados trés
replicados para cada gama (n=15).

Os resultados obtidos foram utilizados para calcular o CV da Precisio Intermédia,
segundo as equagdes apresentadas nas Tabelas 2.8 ¢ 2.9 do capitulo anterior, calculando-se
também o ER para cada gama de trabalho utilizando a Equacdo 2.3 do capitulo anterior e
obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 3.29.

A andlise dos resultados obtidos permitiu concluir que o método desenvolvido
apresenta uma precisio intermédia e uma exatidao avaliada em condigdes de precisio
intermédia adequadas, para todas as catinonas e para todas as concentracoes estudadas, uma
vez que todos os valores de CVs; obtidos sio <15% e todos os valores de ER obtidos se

encontram entre = 15% da concentragio teorica.
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Tabela 3.29. Resultados obtidos no estudo de precisdo intermédia (combined intra & interday, n=15).

Precisdo Intermédia (n=15)

Catinona Fortificagao» ;
Conc. Medida»® CVs (%) ER (%)
4-MDMB (1) 25 23,6 £2,0 10,3 -5,4
100 96,7 £9,0 9,6 -3,3
500 483,6 £ 47,4 10,2 -3,3
4-MNEB (2) 25 25618 8,7 2,2
100 1054 £ 7,2 7,1 54
500 547,6 £ 41,8 7,8 9,5
4-MDMP (3) 25 24,0 £ 2,0 10,5 -4,0
100 98,5+ 84 8,9 -1,5
500 500,9 £ 42,8 8,7 0,2
4-MNEB 4) 25 245 %17 8,1 -1,9
100 99,7 £ 6,0 6,1 -0,3
500 530,0 £ 34,0 6,5 6,0
4-MDMH (5) 25 23,6*19 10,7 -5,5
100 96,0 £7,3 7.9 -4,0
500 508,9 £ 41,0 8,2 1,8
4-MDEB (6) 25 232%23 10,3 -7,3
100 96,1 £ 10,0 10,8 -3,9
500 4892 = 474 10,0 -2,2

*Concentracoes apresentadas em ng/mL; PValores médios * desvio padrio

Robustez

O estudo da robustez do método analitico foi efetuado com o objetivo de avaliar o
impacto das alteracbes que ocorrem naturalmente durante a validagao de um método, tendo-se
verificado que o método desenvolvido é robusto, uma vez que a resposta do método, avaliada
com base nos resultados obtidos no estudo de precisio e exatidao, nao foi afetada por
alteracoes como mudanca de /Zzer, utilizacao de colunas de extracao e de solventes de diferentes
lotes, utilizagdo de solugbes de reagentes diferentes ou utilizagio de curvas de calibragiao

diferentes.

Estudo de Estabilidade

A estabilidade das seis catinonas estudadas foi avaliada para trés gamas de trabalho e
cinco condicdes de armazenamento (descritas na sec¢io ‘Estudo de Estabilidade’ do
subcapitulo 2.5) tendo-se considerado um composto como estavel quando a sua concentrag¢ao
na amostra a avaliar se encontrava incluida num intervalo de estabilidade definido como a
concentracao de uma amostra controlo £ 15%, apresentando-se os resultados obtidos na
Tabela 3.30 e no Anexo K, da Figura 6.177 a 6.181 a sobreposicao dos cromatogramas obtidos

para uma amostra de controlo e cada uma das condi¢bes avaliadas.
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A analise dos resultados obtidos permitiu constatar que na reinjecao de vials, dois dias

, todas as catinonas se apresentaram estaveis. Relativamente as restantes

2

apos a sua preparagao

condi¢bes, observou-se uma maior estabilidade para as amostras sujeitas a 3 ciclos de

congelacio/descongelagio, seguida das amostras mantidas no frigorifico por 1 semana e das

amostras congeladas por 1 més, sendo que se verificou uma menor estabilidade para as

amostras conservadas 1 més no frigorifico. Desta forma, foi possivel concluir que as catinonas

fetuado o processo de extragdo, no entanto a maioria sofre

2
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Relativamente a cada composto estudado (Figura 3.40), de uma forma geral, a catinona
2 apresentou-se como a mais estavel (mantendo-se estavel para todas as condi¢oes estudadas
com exce¢do da amostra com concentra¢io de 25 ng/mL conservada um més no frigorifico).
As catinonas 4 e 1 apresentaram-se menos estaveis que a 2, demonstrando estabilidade idéntica
entre si. A catinona 6 apresentou-se menos estavel do que as anteriores, seguida da 3, sendo a
catinona 5 a mais instavel. Adicionalmente, foi possivel concluir que: mantendo o tipo de
amina, a catinona apresenta-se mais estavel quanto menor o tamanho da cadeia (a catinona 2
¢ mais estavel que a 4; e a catinona 1 é mais estavel que a 3, sendo esta mais estavel que a 5) e
mantendo o tamanho da cadeia, a catinona apresenta-se mais estavel se possuir uma amina
secundaria relativamente a uma amina terciaria (a catinona 2 é mais estavel que alea 6; ¢ a

catinona 4 é mais estavel que a 3).

@)
o oy l\‘l\
Q*K“\ QAKN“
(1) 4-MDMB (2) 4-MNEB (3) 4-MDMP
O
o) |
H
@*q/ O/L{ e
D*C““
(@) 4-MNEP (5) 4-MDMH (6) -MDEB

Figura 3.40. Estrutura das catinonas estudadas no presente trabalho.

Analise de Amostras Reais

Ap6s efetuada a validacio do método analitico, confirmando que este cumpre os
objetivos desejados e que produz resultados de confianga, procedeu-se a sua aplicagdao para a
analise de amostras reias. Para tal, selecionaram-se 6 amostras de sangue que tinham sido
previamente analisadas no SQTTF e cujo resultado se revelou positivo para anfetaminas (Tabela
2.10 do capitulo anterior), uma vez que os consumidores deste tipo de substancias apresentam
uma maior probabilidade de consumirem catinonas sintéticas, tendo em conta a semelhanca
dos efeitos provocados por estes dois grupos de substancias psicoativas.

A analise dos resultados obtidos para cada amostra permitiu concluir que nenhuma
contém qualquer das catinonas estudadas, como demonstrado pelos cromatogramas

apresentados na Figura 3.41. Estes resultados podem ser explicados, por um lado, devido ao

a1

Identificacao, Sintese ¢ Quantificacio de Novas Substancias Psicoativas 10



facto de as amostras analisadas datarem de 2018 e 2019 e, tendo em conta que no estudo de

estabilidade se constatou que as catinonas estudadas nao sao estaveis na matriz biol6gica

durante longos periodos, ¢ possivel que tenha ocorrido a sua degradagio e, por outro lado,

devido ao facto de cinco das seis catinonas estudadas ainda ndo terem sido reportadas na

Europa (até 2017), pelo que nao era de esperar que se encontrassem em amostras reais,

refor¢ando o carater preventivo e a atitude proativa do presente trabalho.

Figura 3.41
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4. Conclusoes

O primeiro objetivo desta dissertacdo foi a identificagdo de NSP em duas amostras de
produtos apreendidos em Portugal, através de espectroscopia de RMN ('H, "C APT, HSQC,
COSY, HSQC-TOCSY e HMBC). As substancias foram inequivocamente identificadas
através da atribuicao de todos os sinais observados nos espetros obtidos para cada substancia
identificada. Na Amostra 1, apresentada em forma de matriz vegetal, identificou-se, apos a sua
purificacao por TLC preparativa, o canabinoide sintético 5SF-ADB, que foi em 2018 adicionado
a Convencao das Nag¢oes Unidas de 1971, passando a ser, desta forma, considerado como uma
droga. Esta droga foi incluida no Decreto-Lei n.° 15/93 em fevereiro de 2019. Na Amostra 2,
apresentada em forma de po, identificou-se o derivado de fenciclidina 3-MeO-PCP, uma NSP
abrangida pelo Decreto-Lei n.° 54/2013. Estas duas substancias psicoativas sao controladas
em Portugal e provocam efeitos toxicos letais.

O segundo objetivo deste trabalho foi a sintese de seis catinonas sintéticas:
4-MDMB (1), 4-MNEB (2), 4-MDMP (3), 4-MNEP (4), 4-MDMH (5) ¢ 4-MDEB (6). As
catinonas foram sintetizadas tendo por base um procedimento composto por trés passos
(formacao da cetona, devidamente purificada por cromatografia em coluna, formagao em meio
acido da respetiva a-bromocetona, utilizada sem nenhum tipo de purifica¢do na formacao da
catinona pretendida na forma de cloridrato) e efetuou-se a sua caracterizagdao por RMN,
HRMS-ESI e GC-FID, tendo-se obtido entre 349 mg e 1,345 g de cada composto, com
rendimentos globais entre 7% e 27% e pureza de 94%-97% (adequada para a utilizacio na
validagao de métodos analiticos). Das seis catinonas sintetizadas a 4-MDMP, a 4-MDMH e a
4-MDEB siao compostos nunca reportados na literatura, a 4-MDMB e a 4-MNEB
encontram-se disponiveis para venda na Cayman Chemical e a 4-MNEP foi reportada na Europa,
encontrando-se caracterizada na literatura.

O dltimo objetivo desta dissertacao consistiu na validagao de um método analitico para
a detegao e quantificagao por GC-MS e recorrendo a SPE, em sangue, das seis catinonas
sintetizadas, para que a sua analise pudesse ser integrada na rotina laboratorial do SQTF. Antes
de ser validado, o método foi otimizado obtendo-se uma separa¢ao, sensibilidade e extracio
adequadas. A identificagio dos compostos foi realizada com base nos critérios da WADA,
utilizando-se como padrio interno cocaina-ds, e a sua extragao foi efetuada utilizando colunas
de SPE com um mecanismo de retencio misto (Oasis® MCX). O método foi validado,

utilizando amostras de sangue branco total, segundo os critérios da International Conference on
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Harmonisation, da Food and Drug Administration, do Scientific Working Group for Forensic Toxicology,
bem como os critérios internos do SQTF.

Durante a validacao do método efetuou-se um estudo de seletividade, concluindo-se
que o método analitico seria seletivo, e efetuou-se também uma avaliagdo da eficiéncia do
processo de extragao, obtendo-se recuperagdes entre 73,3% e 88,2%. Os limites de detecio e
de quantificacdo foram determinados, obtendo-se respetivamente 5 e 10 ng/mlL para todos os
analitos. O método analitico foi linear entre 10 e 800 ng/ml., utilizando-se um fator de
ponderagio de 1/x% devido a heterocedasticidade dos resultados, obtendo-se curvas de
calibragio com um R” superior a 0,99 para todos os analitos.

O método analitico apresentou-se preciso e exato uma vez que os resultados obtidos
para CV e ER intra e interday se encontraram de acordo com os critérios considerados, bem
como o CV e ER obtidos durante o estudo de precisao intermédia. A avaliacio da existéncia
de fendmenos de arrastamento e da robustez do método permitiram constatar a auséncia de
tais fenémenos e considerar o método como robusto. O estudo de estabilidade efetuado em
funcio das condi¢bes de armazenamento (variando o tempo e a temperatura) permitiu concluir
que a catinona mais estavel foi a 4-MNEB, seguida da 4-MNEP, da 4-MDMB, da 4-MDEB,
da 4-MDMP e, por fim, da 4-MDMH.

Desta forma, apresenta-se pela primeira vez a valida¢ao de um método analitico para
a dete¢do e quantificagdao, em sangue total, das seis catinonas estudadas. O método validado
foi aplicado na analise de amostras reais que tinham produzido resultados positivos para
anfetaminas, nao se revelando, no entanto, positivas para as catinonas em estudo. Este facto
pode ser explicado uma vez que cinco das seis catinonas estudadas ainda nao foram reportadas
na Buropa (até 2017), pelo que nao seria de esperar que se encontrassem em amostras reais,
reforcando o carater preventivo e a atitude proativa do presente trabalho.

Relativamente a trabalhos futuros, podera ser importante, por um lado, efetuar a
validagdo de métodos de detecio e quantificagao das catinonas estudadas noutras matrizes
biolégicas como a urina ou a saliva, dado que estas sao colhidas de forma nao invasiva ou, por
outro lado, desenvolver métodos de analise para substancias de outros grupos de NSP,
nomeadamente canabinoides sintéticos, tendo em conta a sua elevada toxicidade e efeitos
letais, como € o caso do 5F-ADB identificado neste trabalho.

Por fim, ¢ fundamental salientar que a colaboragao entre institui¢oes é de extrema
importancia para a investigagdo sobre NSP, para que possa existit uma adequada
monitoriza¢ao e controlo das substancias que se encontram a circular no mercado de drogas

europeu e portugués, bem como de novas substancias que poderao surgir a qualquer instante.
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6. Anexos

Anexo A: Caracterizagdo do composto 5F-ADB presente
na Amostra 1
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Figura 6.1. Espetro de RMN 'H do 5F-ADB (Composto A), em CDCls.
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Figura 6.2. Espetro de RMN 'H do 5F-ADB (Composto A), em CDCl; (ampliagio).
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Figura 6.3. Espetro de RMN 3C APT do 5F-ADB (Composto A), em CDCls.
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Figura 6.4. Espetro de HSQC do 5F-ADB (Composto A), em CDCls.
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Figura 6.5. Espetro de COSY do 5F-ADB (Composto A), em CDCls.
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Figura 6.6. Espetro de HMBC do 5F-ADB (Composto A), em CDCl;.
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Figura 6.7. Espetro de RMN 'H da Amostra 1, em MeOD.
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Figura 6.8. Espetro de RMN 'H da Amostra 1, em MeOD (ampliacdo dos picos correspondentes ao 5SF-ADB

(Composto A)).

Identificacao, Sintese ¢ Quantificacio de Novas Substancias Psicoativas



Figura 6.11. Espetro de COSY da Amostra 1, em MeOD.
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Figura 6.9. Espetro de RMN 3C APT da Amostra 1, em MeOD.
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Figura 6.10. Espetro de HSQC da Amostra 1, em MeOD.
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Figura 6.12. Espetro de HMBC da Amostra 1, em MeOD.
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Anexo B: Caracterizagio do composto 3-MeO-PCP
presente na Amostra 2

[rel]
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Figura 6.13. Espetro de RMN 'H do 3-MeO-PCP, em DMSO-4.
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Figura 6.14. Espetro de RMN 'H do 3-MeO-PCP, em DMSO-ds (amplia¢io).
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Figura 6.15. Espetro de RMN 3C APT do 3-MeO-PCP, em DMSO-d.
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Figura 6.16. Espetro de HSQC do 3-MeO-PCP, em DMSO-d.
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Figura 6.17. Espetro de COSY do 3-MeO-PCP, em DMSO-ds.
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Figura 6.18. Espetro de HSQC-TOCSY do 3-MeO-PCP, em DMSO-4.
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Figura 6.19. Espetro de HMBC do 3-MeO-PCP, em DMSO-d.
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Figura 6.20. Espetro de RMN 'H do 3-MeO-PCP, em MeOD.
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Figura 6.21. Espetro de RMN 'H do 3-MeO-PCP, em MeOD (ampliagio).
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Figura 6.22. Espetro de RMN 3C APT do 3-MeO-PCP, em MeOD.
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Figura 6.23. Espetro de HSQC do 3-MeO-PCP, em MeOD.
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Figura 6.24. Espetro de COSY do 3-MeO-PCP, em MeOD.
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Figura 6.25. Espetro de HSQC-TOCSY do 3-MeO-PCP, em McOD.
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Figura 6.26. Espetro de HMBC do 3-MeO-PCP, em MeOD.
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Figura 6.28. Espetro de RMN 'H do 3-MeO-PCP, em CDCl; (ampliacio).
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Figura 6.29. Espetro de RMN *C APT do 3-MeO-PCP, em CDCl;.
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Figura 6.30. Espetro de HSQC do 3-MeO-PCP, em CDCl;.
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Figura 6.31. Espetro de COSY do 3-MeO-PCP, em CDCls.
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Figura 6.32. Espetro de HSQC-TOCSY do 3-MeO-PCP, em CDCl;.
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Figura 6.33. Espetro de HMBC do 3-MeO-PCP, em CDCls.
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Anexo C: Caracterizacao do p-tolunitrilo e das cetonas por

RMN
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Figura 6.34. Espetro de RMN 'H do p-tolunitrilo (7), em CDCls.
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Figura 6.35. Espetro de RMN 'H do p-tolunittilo (7), em CDCl3 (ampliacio).
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Figura 6.36. Espetto de RMN 3C APT do p-tolunitrilo (7), em CDCls.
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Figura 6.37. Espetro de HSQC do p-tolunitrilo (7), em CDCls.
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Figura 6.38. Espetro de COSY do p-tolunitrilo (7), em CDCls.
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Figura 6.39. Espetro de HMBC do p-tolunittilo (7), em CDCls.
Tabela 6.1. Dados de RMN 13C, 'H, COSY ¢ HMBC para o p-tolunitrilo (7), em CDCls.
. J0H (integragio;
Posicio §1BC APT (integragao; COSY>  HMBC:e
multiplicidade; J (Hz))»
1 119,32 - R 2/6
N 109,42 - _— 3/5
2/6 132,19 + 7,54 (2H; d; 7,3) 3/5 2/6
3/5 129,96 + 7,27 (2H; d; 7,2) 2/6,7 3/5,7
4 143,83 - R 2/6,7
7 21,99 + 2,42 (3H, s) 3/5 3/5
*A correspondéncia entre os carbonos e os protdes diretamente ligados foi baseada nas
correlacdes de HSQC; PProtdes com cortelagio em COSY com os & 'H da 4* coluna; Protdes
com correlagio em HMBC com os & 13C da 2* coluna.
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Figura 6.40. Espetro de RMN 'H da 4’-metilbutirofenona (8), em CDCl.
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Figura 6.41. Espetro de RMN 'H da 4-metilbutirofenona (8), em CDCl3 (ampliagao).
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Figura 6.42. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metilbutirofenona (8), em CDCl.
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Figura 6.43. Espetro de HSQC da 4’-metilbutirofenona (8), em CDCl;.
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Figura 6.44. Espetro de COSY da 4’-metilbutirofenona (8), em CDCl;.
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Figura 6.45. Espetro de HMBC da 4’-metilbutirofenona (8), em CDCls.
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Tabela 6.2. Dados de RMN 13C, 'H, COSY ¢ HMBC para a 4-metilbutirofenona (8), em CDCl;.

OoH (integragio;
multiplicidade; J (Hz))?

Posigio JBC APT COSY? HMBCe

1 200,29 - I - 2,3,2/6
2 40,54 - 2,91 (2H; t; 7,3) 3 3,4

3 18,00 - 1,76 (2H; sext; 7,4) 2,4 2,4

4 1404 + 0,99 (3H; t; 7,4) 3 2,3

1 134,73 - N 3/5
2/6 12829 + 7,86 (2H; d; 8,2) 3/5 2/6
3/5 12933 + 7,25 (2H; d; 8,2) 2/6, 7 3/3,T
e 14372 - S N 2/6,7
7 21,74+ 2,40 (3H; s) 3/5 3/5

aA correspondéncia entre os carbonos e os protdes diretamente ligados foi baseada nas
cotrelacdes de HSQC; PProtdes com cortrelagio em COSY com os & 'H da 4* coluna; <Protdes

com correlagio em HMBC com os 6 13C da 2* coluna.
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Figura 6.46. Espetro de RMN 'H da 4’-metilvalerofenona (9), em CDCls.
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Figura 6.47. Espetro de RMN 'H da 4’-metilvalerofenona (9), em CDCI; (ampliagio).
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Figura 6.48. Espetro de RMN 3C APT da 4-metilvalerofenona (9), em CDCls.

Identificacao, Sintese ¢ Quantificacio de Novas Substancias Psicoativas

[rel]

15

T
10

[ren]

20

15

10

5

0

-10



]

I | k m;u)L

HG_2018_12_05_5J_4-metil-Valerofenona-81-Col-Fr-23_CDCI3 22 1 "C:\WUsersisara_iDocumentsiEscolall.C. - MQ e MQF12° ano MQF 2018_2019\Projeto de TeseINMRFIDs E
HSQCEDETGP CDCI3 {C:\BrukerlTOPSPIN} mjc 33 j ‘%
Lo
— 4 [
+ + - r8
— - r
_ = [e
s
La
]
— Lg
@
[g
re
[e
re
— o é [
[e
r3
=] L
T T T T T T T T T T T T T T T T
8 8 4 2 F2 [ppm]
. 5 .
Figura 6.49. Espetro de HSQC da 4’-metilvalerofenona (9), em CDCl.
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Figura 6.50. Espetro de COSY da 4’-metilvalerofenona (9), em CDCls.
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Figura 6.51. Espetro de HMBC da 4’-metilvalerofenona (9), em CDCls.
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Tabela 6.3. Dados de RMN 13C, 'H, COSY ¢ HMBC para a 4-metilvalerofenona (9), em CDCls.

0'H (integragio;

Posi¢io §BC APT N COSY?P HMBC:«
multiplicidade; J (Hz))?

1 200,49 -  — — 2,3,2/6

2 38,38 - 2,94 2H; t;7,5) 3,4

3 26,74 - 1,71 (2H; quint; 7,5) , 2,4,5

4 22,65 - 1,40 (2H; sext; 7,5) 3,5 2,3,5

5 14,10 + 0,95 3H; t; 7,4) 3,4

r 134,73 - e 3/5

2/6 128,33 + 7,86 (2H; d; 8,1) 3/5 2/6

3/5 129,36 + 7,25 (2H; d; 7,6) 2/6, T 3/5,7

4 143,73 - e /6,7

7 21,76 + 2,41 3H; s) 3/5 3/5

*A correspondéncia

entre os carbonos e os protdes diretamente ligados foi baseada nas

correlagdes de HSQC; PProtdes com correlagio em COSY com os 8 'H da 4* coluna; “Protdes

com correlacio em HMBC com os & 13C da 2* coluna.
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Figura 6.52. Espetro de RMN 'H da 4-metilhexanofenona (10), em CDCls.
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Figura 6.53. Espetro de RMN 'H da 4’-metilhexanofenona (10), em CDCl; (amplia¢io).
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Figura 6.54. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metilhexanofenona (10), em CDCls.
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Figura 6.55. Espetro de HSQC da 4’-metilhexanofenona (10), em CDCls.
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Figura 6.56. Espetro de COSY da 4’-metilhexanofenona (10), em CDCls.
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Figura 6.57. Espetro de HMBC da 4’-metilhexanofenona (10), em CDCls.
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Tabela 6.4. Dados de RMN 13C, 'H, COSY ¢ HMBC para a 4’-metilhexanofenona (10), em CDCl.

J0H (integragio;

Posigio o1BC APT NI COSY» HMBCe
multiplicidade; J (Hz))>

1 200,51 - S 2,3,2/6

2 38,63 - 293 2H; t, 7,5) 3 3

3 2433 - 1,73 (2H; m; 7,4) 2,4 2

4 31,72 - 1,40-1,31 (2H; m) 3 2,3,5,6

5 22,69 - 1,40-1,31 (2H; m) 6 3,4,6

6 14,12 + 0,91 (3H; t; 7,0) 5 4/5

r 134,73 - _ 3/5

2/6’ 128,32 + 7,86 (2H; d; 8,2) 3/5 2/6

3/5 129,36 + 7,25 (2H; d; 7,6) /e, 3/5,7

4 143,73 - S 2/6, 7T

7 21,76 + 2,41 (3H; s) 3/5 3/5

*A correspondéncia entre os carbonos e os protdes diretamente ligados foi baseada nas

correlacdes de HSQC; PProtdes com correlagio em COSY com os 8 'H da 4* coluna; ‘Protdes

com cotrrelacio em HMBC com os 8 13C da 2* coluna.
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Anexo D: Caracterizacao das bromocetonas por RMN
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Figura 6.58. Espetro de RMN 'H da 4-metil-2-bromobutirofenona (11), em CDCls.
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Figura 6.59. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-2-bromobutirofenona (11), em CDCl; (ampliagio).
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Figura 6.60. Espetro de RMN 13C APT da 4’-metil-2-bromobutirofenona (11), em CDCls.
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Figura 6.61. Espetro de HSQC da 4’-metil-2-bromobutirofenona (11), em CDCls.
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Figura 6.62. Espetro de COSY da 4’-metil-2-bromobutirofenona (11), em CDCl;.

Identificacdo, Sintese e Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas



e | L

hmbegpgf.qnp CDCI3 {C:\BrukerTOP SPIN} mjc 2

— @ o o

B & LR

— .,-éaagan zm#zr
t

HG_2018_11_22_SJ_4-metil-BromoButiroFenona_$2_CDCI3 24 1 "C:W _\Docl J.C. -MQ e MQF2° ano MQF 2018_2019\Projeto de TeselNMRFIDs_I

20  F1[ppm]

]

o == RS O
T
4

T
120

T
140

T T T T T T T T T T T T T
8 L 4 2

F2 [ppm]

Figura 6.63. Espetro de HMBC da 4’-metil-2-bromobutirofenona (11), em CDCls.

Tabela 6.5. Dados de RMN 13C, 'H, COSY e¢ HMBC para a 4-metil-2-bromobutirofenona (11), em CDCls.

J'H (integragio;

Posigdo o1BC APT N COSYP HMBC:e
multiplicidade; J (Hz))=

1 193,07 - _ 2,3,2/6

2 49,25 + 5,06 (1H; dd; 7,6/6,5) 3 3,4

3 27,08 - 2,30-2,07 (2H; m) 2,4 2,4

4 12,34 + 1,08 3H; t; 7,3) 2,3

1 132,09 - S 3/5

2/6’ 129,10 + 7,92 (2H; d; 8,2) 3/5 2/6

3/5 129,61 + 7,29 (2H; d; 8,0) 2/6, 7T 3/5,7

4 144,83 - S 2/6, T

7 2187 + 2,43 (3H; s) 3/5 3/5

A correspondéncia entre os carbonos e os protdes diretamente ligados foi baseada nas correlagoes

de HSQC; PProtdes com correlagio em COSY com os & 'H da 4* coluna; “Protdes com correlacio

em HMBC com os 0 13C da 2* coluna.
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Figura 6.64. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-2-bromovalerofenona (12), em CDCls.
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Figura 6.65. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-2-bromovalerofenona (12), em CDCl3 (ampliagdo).
HG_2018_12_07_SJ_4-metil-BromoValeroFenona_$1_CDCI3 30 1 "C:\L D J.C. -MQ e MQF2° ano MQF 2018_2019\Projeto de Tese\NMRFIDs_FCUL\Sintese| E
C13APT CDCI3 {C:\BrukerilTOPSPIN} mjc 17 r
[ TS N¥ ] SPV L
! T f °
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 [ppm]

Figura 6.66. Espetro de RMN *C APT da 4’-metil-2-bromovalerofenona (12), em CDCls.
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Figura 6.67. Espetro de HSQC da 4’-metil-2-bromovalerofenona (12), em CDCls.
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Figura 6.68. Espetro de COSY da 4’-metil-2-bromovalerofenona (12), em CDCl;.
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Figura 6.69. Espetro de HMBC da 4’-metil-2-bromovalerofenona (12), em CDCls.

Identificacdo, Sintese ¢ Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas

120 100 80 60 40 20 F1[ppm]

140

F1[ppm]

2

120 100 80 60 4 20 F1[ppm]

140



Tabela 6.6. Dados de RMN 13C, 'H, COSY ¢ HMBC para a 4’-metil-2-bromovalerofenona (12), em CDCls.

J0H (integragio;
multiplicidade; J (Hz))?

Posigao oBC APT COSY? HMBCe¢

1 193,14 - N — 2,3,2°/6’
2 4723 + 5,14 (1H; dd; 7,6/6,7) 3 3,4

3 3562 - 2,23-2,04 (2H; m) 2,4 2,4,5
4 2094 - 1,64-1,36 (2H; m) 3,5 2,3,5
5 13,74 + 0,97 3H; t; 7,4) 4 3,4

r 132,06 - — 3/5
2/6 129,11 + 7,92 (2H; d; 8,2) 3/5 2/6
3/5 129,63 + 7,29 (2H; d; 8,0) 26,7 33,7
4 14484 - N /6,7
7 21,88 + 2,43 (3H; 5) 3/5 3/5

A correspondéncia entre os carbonos e os protdes diretamente ligados foi baseada nas correlagdes
de HSQC; PProtdes com correlagio em COSY com os 6 'H da 4* coluna; <Protdes com correlagio

em HMBC com os & 13C da 2* coluna.
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Figura 6.70. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-2-bromohexanofenona (13), em CDCls.
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Figura 6.71. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-2-bromohexanofenona (13), em CDCI; (ampliago).
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Figura 6.72. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-2-bromohexanofenona (13), em CDCls.
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Figura 6.73. Espetro de HSQC da 4’-metil-2-bromohexanofenona (13), em CDCls.
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Figura 6.74. Espetro de COSY da 4’-metil-2-bromohexanofenona (13), em CDCls.

Identificacdo, Sintese ¢ Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas

[rell

20

10

-10

100 80 60 40 20 F1[ppm]

120

F1 [ppm]

156



N B | R e

|

I

HG_2018_12_19_8J_4-metil-BromoHexanoFenona_81_CDCI3 44 1 “C:\ i_\Documel J.C. -MQ e MQF12° ano MQF 2018_20191Projeto de TeselNMRFIDS™ E
hmbegpaf.qnp CDCI3 {C:\BrukeATOPSPIN} mjc 39 [ 9
L
& e ® o % &
- o [To = %
i Le
<
=
@

: - - - . - - - . - - -
8 6 4 2 F2 [ppm]

Figura 6.75. Espetro de HMBC da 4’-metil-2-bromohexanofenona (13), em CDCls.

Tabela 6.7. Dados de RMN 13C, 'H, COSY e¢ HMBC para a 4-metil-2-bromohexanofenona (13), em CDCls.

J1H (integragio;

Posigio JBC APT N COSYP HMBC-¢
multiplicidade; J (Hz))=

1 193,14 - _ — 2,2/6

2 4747 + 512 (1H; t,7,2) 3 —

3 33,42 - 2,28-2,04 (2H; m) 2,4 2,5

4 29,82 - 1,53-1,30 (2H; m) 3 2,3,5,6

5 2243 - 1,41-1,34 (2H; m) 6 4,6

6 14,04 + 0,91 3H; t; 6,9) 5 4,5

1 132,08 - S 3/5

2/6’ 129,11 + 7,92 (2H; d; 8,2) 3/5 2/6

3/5 129,63 + 7,29 (2H; d; 8,0) 2/6’, T 3/5,7

4 144,84 - _ — 2/6’, 7T

7 2188 + 2,43 (3H; s) 3/5 3/5

A correspondéncia entre os carbonos e os protdes diretamente ligados foi baseada nas correlacGes

de HSQC; PProtoes com correlagio em COSY com os 6 'H da 4* coluna; <Protdes com correlacio
em HMBC com os 0 13C da 2* coluna.
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Anexo E: Caracterizacao das catinonas por RMN, em

CDCl;

protao.qnp CDCI3 {C:\Bruker\TOPSPIN} mjc 5

HG_2019_01_24_8J_4-metil-DimetilBufedrona_F Org2_Rec_CDCI3 10 1 "C:\Usersisara_\DocumentsiEscolalU.C. - MQ e MQF12° ano MQF 2018_2019iProjeto de TeseINMRFIDs_FCULISI

[rel]

176
993
5.1074
24319
M23183
15

haad
[

123317
= 122780
72600
— 29411
~-mM21760
= mM21281
—— M1.9858

e
-

%

50000
T T

0.7839
:2 0094
20302

1.0030

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 10 8 6 4 2 [epm]

Figura 6.76. Espetro de RMN 'H da 4-metil-IN,N-dimetilnorbufedrona (1), em CDClIs.
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Figura 6.77. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dimetilnorbufedrona (1), em CDCI; (ampliagio).
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Figura 6.78. Espetro de RMN 13C APT da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1), em CDCls.
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Figura 6.79. Espetro de HSQC da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1), em CDCls.
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Figura 6.80. Espetro de COSY da 4’-metil-IN,N-dimetilnorbufedrona (1), em CDCls.
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Figura 6.81. Espetro de HMBC da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1), em CDCls.
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Figura 6.82. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em CDCl;.
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Figura 6.83. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em CDCl; (ampliagio).
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Figura 6.84. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em CDCl;.
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Figura 6.85. Espetro de RMN HSQC da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em CDCls.
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Figura 6.86. Espetro de RMN COSY da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em CDCl;.
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Figura 6.87. Espetro de RMN HMBC da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em CDCls.
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Figura 6.88. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3), em CDCls.

469 ———

0626
1657

0

3.0225
3.0629
1.000:

!

T T T T T
6 4

-1 1.0515

78.0000
T

1
1
1

@ 56699
5063

o

[ppm]

NH H2/ || H-3/ H-2 *H-2” H-7 H-3 H-4 H-5
12,56 (brs)|| H-6’ H-5 || 504 (1) [[3,03 (brs)|| 245 ) || 2,242,111 1,58-1,42 || 0,92 ()
7,88 (d) || 7,35 @) * 17 (m) (m)

2,81 (brs) 2,02-1,89 || 1,37-1,20

(m) (m)

+ *

WalaNl AN A
ﬁ T e e e el g 1ol o e e

T
1280 1240 790 785 736 732 505 500 300 270248 244 220 200 1,50 1,25 0,95 0,90
ppm
Figura 6.89. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dimetilnorpentedrona (3), em CDCl3 (amplia¢io).
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Figura 6.90. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3), em CDCls.
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Figura 6.91. Espetro de HSQC da 4’-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3), em CDCls.
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Figura 6.92. Espetro de COSY da 4’-metil-IN,N-dimetilnorpentedrona (3), em CDCls.
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Figura 6.93. Espetro de HMBC da 4’-metil-IN,N-dimetilnorpentedrona (3), em CDCls.
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Figura 6.94. Espetro de RMN 'H da 4-metil-N-etilnorpentedrona (4), em CDCls.
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Figura 6.95. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em CDCl; (ampliago).
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Figura 6.96. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em CDCls.
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Figura 6.97. Espetro de HSQC da 4’-metil-N-ctilnorpentedrona (4), em CDCls.
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Figura 6.98. Espetro de COSY da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em CDCls.

Identificacdo, Sintese e Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas 165



HG_2019_02_15_SJ_{#)4-metil-EtilPentedrona_FOrg2_8mg_CDCI3 14 1 "C:\Usersisara_iDocumentsiEscolalU.C. - MQ e MQF12° ano MQF 2018_2019iProjeto de Tese\NMRFI[ E
hmbcgpgf.qnp CDCI3 {C:\BrukerTOPSPIN} mjc 18 [ ‘_&
— - e ~. 4 % efe [w
—4 3 - + ¥ ‘ﬁ
—— o g s . % -
- $ - = g
U T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T N
10 8 [ 4 2 F2 [ppm]
Figura 6.99. Espetro de HMBC da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em CDCls.
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Figura 6.100. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em CDCl;.
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Mbrs) || 7,89 @) || 7,35 d) *H-17 (m) (m) (m)
2,80 (brs) 2,05-1,92 |[1,27-1,13

(m) (m)

# #

ﬁ° s a0 e 20 e el 1ol lefehel Jelsh=l s
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Figura 6.101. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em CDCl; (ampliagio).
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Figura 6.102. Espetro de RMN 3C APT da 4-metil-N,N-dimetilnorhexedrona (5), em CDCls.
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Figura 6.103. Espetro de HSQC da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em CDCls.
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Figura 6.104. Espetro de COSY da 4’-metil-N,N-dimetilnorhexedrona (5), em CDCls.
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Figura 6.105. Espetro de HMBC da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em CDCls.
HG_2019_01_25_ySJ_d4-metil-DiEtiBufedrona_FOrg2_CDCI3 10 1 "C:\Usersisara_\DocumentsiEscolalU.C. - MQ e MQF12* ano MQF 2018_2019\Projeto de TeseINMRFIDs_FCUL\Sintese | E
protao.qnp CDCI3 {C:\Bruker\TOPSPIN} mjc 39
VooNY FEETTEE AW S S
A | JMA_J B
f 88 B EER REREE
10 8 6 4 [ppm]
Figura 6.106. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dietilnorbufedrona (6), em CDCls.
NH H-2/ H-3/ H-2 H-3” H-17 *H-3 H-3 *H-4” H-4
11,39 H-¢’ H-5 5,10 (m) || 3,84-3,71 || 3,43-3,29 || 2,57-2,47 |[ 2,14-1,99 || 1,57 (v) 1,01 (v)
Mbrs) || 7,89 (@) || 7,35 (d) (m) (m) (m) (m) #H.2”
3,57-3,43 (| 3,14-3,01 || * H-7 1,44 (v)
(m) (m) 2,45 (s)
*
. #

AA/_\_MM :
e sl ﬁfﬁOfHHHHﬁ:fﬁfirﬁ-rmf
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Figura 6.107. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6), em CDCl; (ampliagdo).
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Figura 6.108. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6), em CDCls.
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Figura 6.109. Espetro de HSQC da 4’-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6), em CDCls.
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Figura 6.110. Espetro de COSY da 4’-metil-IN,N-dietilnorbufedrona (6), em CDCl;.
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MBC da 4’-metil-IN,N-dietilnorbufedrona (6), em CDCls.
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Anexo TI: Caracterizacao das catinonas por RMN, em
DMSO-ds
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Figura 6.112. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dimetilnorbufedrona (1), em DMSO-ds.

NH H-2'/ H-3/ H-2 *H-2” H-7 H-3 H-4
10,43 (brs)|| H-6° H5 | 542 m) || 286 () || 242 (s) || 210-1,89 || 0,74 (¥
7,99 (d) || 7,44 (d) * H-17 (m)

2,79 (s)
+ ok
L~ AN W

R = S A S N -

10,48 10,40 8,00 7,96 7,47 7,41 5,45 5,40 2,88 2,80 243 240 2,10 195 0,75 0,70
ppm
Figura 6.113. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1), em DMSO-ds (ampliagio).
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Figura 6.114. Espetro de RMN 13C APT da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1), em DMSO-d.
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Figura 6.115. Espetro de HSQC da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1), em DMSO-d.
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Figura 6.116. Espetro de COSY da 4’-metil-N,N-dimetilnorbufedrona (1), em DMSO-d.
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Figura 6.117. Espetro de HMBC da 4’-metil-IN,N-dimetilnorbufedrona (1), em DMSO-4.
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Figura 6.118. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em DMSO-ds.

NH, H-2/ H-3/ H-2 H-17 H-7 H-3 H-2” H-4
9,33 (brs)|| H-¢’ H-5 || 5,24 (m) || 3,07-296 || 241 (s) || 2,10-1,97 || 1,26 (©) || 0,76 ()
9,03 (brs)|| 7,99 @) || 7,42 () (m) (m)

2,96-2,85 1,97-1,85

N

(m) (m)

MM

ﬁmﬁﬂr e e el e el s el
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75
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Figura 6.119. Espetro de RMN 'H da 4-metil-N-etilnorbufedrona (2), em DMSO-ds (ampliagio).
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Figura 6.120. Espetro de RMN 3C APT da 4-metil-N-etilnorbufedrona (2), em DMSO-4.
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Figura 6.121. Espetro de HSQC da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em DMSO-.
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Figura 6.122. Espetro de COSY da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em DMSO-ds.
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Figura 6.123. Espetro de HMBC da 4’-metil-N-etilnorbufedrona (2), em DMSO-.
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Figura 6.124. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3), em DMSO-d.
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Figura 6.125. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3), em DMSO-ds (ampliagio).
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Figura 6.126. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-IN,N-dimetilnorpentedrona (3), em DMSO-d.
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Figura 6.127. Espetro de HSQC da 4’-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3), em DMSO-4.
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Figura 6.128. Espetro de COSY da 4’-metil-N,N-dimetilnorpentedrona (3), em DMSO-d.

Identificacdo, Sintese ¢ Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas



I

1

ol

HG_2019_01_25_8J_4-metil-DimetilPentedrona_FOrg2_5mg_DMS0 24 1 "C:\WUsersisara_iDocumentsiEscolalU.C. - MQ e MQF2° ano MQF 2018_2018Projeto de TeselNMA- E
hmbcgpaf.qnp DMSO {C:\BrukeTOPSPIN} mjc 43 L ;%
— 4 o ' g &
— o b ‘ L2
— - b - g - 433_
= T T T ﬁ% T T
8 3 4 2 F2 [ppm]
Figura 6.129. Espetro de HMBC da 4’-metil-IN,N-dimetilnorpentedrona (3), em DMSO-4.
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Figura 6.130. Espetro de RMN 'H da 4-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-ds.

NH, H-2/ H-3/ H-2 H-1” H-7 H-3 *H-4 H-4 H-5
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Figura 6.131. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-4s (ampliagdo).

Identificacdo, Sintese e Quantificacao de Novas Substancias Psicoativas

177




HG_2019_02_15_SJ_{4.)4-metil-EtilPentedrona_FOrg2_6mg_DMS0 2§ 1 "C:Usersisara_iDocumentsiEscolail.C. - MQ e MQF12° ano MQF 2018_2019\Projeto de Tese\NMRFIDs_FCUL\Sinti ?
C13APT DMS O {C:\BrukenTOPSPIN} mjc 19
© o ©ow r
& @ [bste] w0 so=mmgaos=ly g oo
@ & ANQ @ bR OOTNTB g 9 Lo
L [N BOo @ FOTBAN=S AL 5 8 &
0 ) ] ] s b Lo b At o o
@ 2 2d8 P~ cocoganaac = = L
2 3 28 @ SITRERNRES8R PR
Le
' } o
Le
T T T T T T T T T T T T T T T T T T i
150 100 50 [ppm]
. 5 . .
Figura 6.132. Espetro de RMN 13C APT da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-d.
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Figura 6.133. Espetro de HSQC da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-ds.
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Figura 6.134. Espetro de COSY da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-d.
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Figura 6.135. Espetro de HMBC da 4’-metil-N-etilnorpentedrona (4), em DMSO-d.
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Figura 6.136. Espetro de RMN 'H da 4-metil-N,N-dimetilnorhexedrona (5), em DMSO-4.
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Figura 6.137. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em DMSO-ds (ampliagio).
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Figura 6.138. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em DMSO-.
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Figura 6.139. Espetro de HSQC da 4’-metil-N,N-dimetilnorhexedrona (5), em DMSO-ds.
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Figura 6.140. Espetro de COSY da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em DMSO-d.
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Figura 6.141. Espetro de HMBC da 4’-metil-IN,N-dimetilnorhexedrona (5), em DMSO-dj.
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Figura 6.142. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6), em DMSO-d.
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Figura 6.143. Espetro de RMN 'H da 4’-metil-IN,N-dietilnorbufedrona (6), em DMSO-ds (ampliagio).
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Figura 6.144. Espetro de RMN 3C APT da 4’-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6), em DMSO-ds.
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Figura 6.145. Espetro de HSQC da 4’-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6), em DMSO-ds.
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Figura 6.146. Espetro de COSY da 4’-metil-N,N-dietilnorbufedrona (6), em DMSO-d.
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Figura 6.147. Espetro de HMBC da 4’-metil-IN,N-dietilnorbufedrona (6), em DMSO-ds.
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Anexo G: Identificacao dos Compostos em estudo
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Figura 6.148. Fragmentag¢bes previstas por EI, cromatograma e espectro de massa da 4-MDMB (1).
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Figura 6.150. Fragmentagoes previstas por El, cromatograma e espectro de massa da 4-MDMP (3).
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Figura 6.151. Fragmentag¢oes previstas por EI, cromatograma e espectro de massa da 4-MNEP (4).
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Figura 6.153. Fragmentag¢des previstas por EI, cromatograma e espectro de massa da 4-MDEB (6).
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IN\(IU REGISTO
vic, Pag. 1/1
R
INML, IP o SUL
ToxicoLoGIA Forense |CONfirmacao Qualitativa
Amostra: CAL 10 Padréo Interno: Cocaina-d3 Operador: Sara
Substéncia 4-MDMB_| Controlo: 500 1 Data: 04/05/2019
Observacoes:
Controlo: 500 1 lao Area Area relativa Tolerancia limite inferior limite superior
1°ido 86 9187311 100,0%
2°ido 91 608700 6,6% 5abs 16% 11,6%
3ido 119 280850 3,1% 50% rel 15% 46%
4°ido
4 MDMB (tr) = 10,48 0,1abs 10,377 10,577
Cocaina-d3 (tr) = 19,11 trr= 0,548 1% rel. 0,543 0,554 1
Amostra: CAL 10 ldo Area Area relativa Conformidade
1°id0 86 192042 100,0% conforme
2%id0 91 10135 5,3% conforme
3°ido 19 4798 2,5% conforme
4°ido
4-MDMB (t.r.) = 10,48 conforme
Cocaina-d3 (tr.) = 19,12 trr.= 0548 conforme

Figura 6.154. Folha de calculo utilizada para confirmacdo qualitativa: 4-MDMB (1).

INQT REGISTO
lvis, Pag. 1/1
e
INML, IP o SUL
TOXICOLOGIA FORENSE Confirmacao Qualitativa
Amosira: CAL 10 Padréo Interno: Cocaina-d3 Operador: Sara
Substancia 4-MNEB | Controlo: 500 1 Data: 04/05/2019
Observacées:
Controlo: 500 1 ldo Area Area relativa Tolerancia limite inferior limite superior
1°ido 86 7478462 100,0%
2%ido 91 574948 7.7% 5abs 27% 127%
3%ido 119 288274 3,9% 50% rel 1.9% 5,8%
4%ido
4MNEB (tr) = 10,73 0,1abs 10,627 10,827
Cocaina-d3 (tr) = 19.11 trr= 0,561 1% rel. 0.556 0,567 1
Amostra- CAL 10 lao Area Area relativa Conformidade
1°ido 86 131251 100,0% conforme
2°ido 91 9300 71% conforme
3%ido 119 5097 3,9% conforme
4 ido
4-MNEB (tr.) = 10,73 conforme
Cocaina-d3 (t.r.) = 19,12 trr.= 0,561 conforme

Figura 6.155. Folha de calculo utilizada para confirmagio qualitativa: 4-MNEB (2).

I ] Pag. 1/1
INML, IP & SUL
TOXICOLOGIA FORENSE Confirmacao Qualitativa
Amostra: CAL 10 Padréo Interno: Cocaina-d3 Operador: Sara
Substancia 4-MDMP_| Controlo: 500 1 Data: 04/05/2019
Observacdes:
Controlo: 500 1 ldo Area Area relativa Tolerancia limite inferior limite superior
1°ido 100 8964150 100,0%
2%ido 91 497908 5,6% 5abs 06% 10,6%
3%ido 119 236487 2,6% 50% rel. 1.3% 4.0%
4°ido
4-MDMP (tr) = 1162 01 abs. 11,519 11719
Cocaina-d3 (tr) = 19.11 trr = 0,608 1% rel. 0.602 0,614 1
Amostra: CAL 10 &0 Area Area relativa Conformidade
1%ido 100 169673 100,0% conforme
2°ido 91 10131 6,0% conforme
3ido 119 3846 2,3% conforme
4°ido
4-MDMP (tr) = 11,62 conforme
Cocaina-d3 (tr)= 19,12 trr= 0,608 conforme

Figura 6.156. Folha de calculo utilizada para confirmacdo qualitativa: 4-MDMP (3).
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INGT REGISTO
s Pag. 1/1
INML, IP & SUL
TOXICOLOGIA FORENSE Confirmacao Qualitativa
Amostra CAL 10 Padréo Interno: Cocaina-d3 Operador. Sara
Substancia 4-MNEP_ | Controlo: 500 1 Data: 04/05/2019
Observacdes:
Controlo: 500 1 ldo Area Area relativa Tolerancia limite inferior limite superior
1°ido 100 4293884 100,0%
2%iao 91 303769 71% 5abs 21% 121%
ido 119 164602 3,8% 50% rel. 1.9% 5,8%
4°ido
4-MNEP (tr) = 11,88 0,1abs 11782 11,982
Cocaina-d3 (tr) = 19.11 trr = 0,622 1% rel 0,615 0,628 1
Amostra: CAL 10 1&0 Area Area relativa Conformidade
1%id0 100 73457 100,0% conforme
2°ido 91 4603 6,3% conforme
3ido 119 3362 46% conforme
4°ido
4-MNEP (t.r) = 11,88 conforme
Cocaina-d3 (tr) = 1912 trr = 0622 conforme

Figura 6.157. Folha de calculo utilizada para confirmacao qualitativa: 4-MNEP (4).

INGT REGISTO
Lvin Pag. 1/1
e
INML, IP e SUL
TOXICOLOGIA FORENSE Confirmacao Qualitativa
Amostra: CAL 10 Padrdo Interno: Cocaina-d3 Operador. Sara
Substancia 4-MDMH_| Controlo: 500 1 Data: 04/05/2019
Observacbes:
Controlo: 500 1 ldo Area Area relativa Tolerancia limite inferior limite superior
1°ido 114 8827340 100,0%
2°ido 91 443436 5,0% 5abs 0,0% 10,0%
3iao 119 232638 2,6% 50%rel 1.3% 4,0%
4°ido
4 MDMH (tr) = 13,16 0,1abs 13,057 13257
Cocaina-d3 (tr) = 1911 trr = 0,688 1% rel. 0,681 0,695 1
Amostra: CAL 10 lao Area Area relativa Conformidade
1%ido 114 166574 100,0% conforme
2°ido 91 8427 51% conforme
3°ido 119 4200 2,5% conforme
4°ido
4-MDMH (tr.) = 13,16 conforme
Cocaina-d3 (tr.) = 19,12 trr = 0,688 conforme

Figura 6.158. Folha de calculo utilizada para confirmagdo qualitativa: 4 MDMH (5).

I . Pag. 1/1
s
INML, IP o SUL
ToxicoLogia Forense | CONfirmacao Qualitativa
Amostra: CAL 10 Padréo Interno: Cocaina-d3 Operador. Sara
Substancia 4-MDEB | Controlo: 500 1 Data: 04/05/2019
Observacoes
Controlo: 500 1 lao Area Area relativa Tolerancia limite inferior limite superior
1°ido 114 6935615 100,0%
2°id@o 91 367535 53% 5abs 0,3% 10,3%
3%ido 119 211074 3,0% 50%rel 1.5% 4,6%
4°ido
4-MDEB (tr) = 12,13 0,1abs. 12,030 12,230
Cocaina-d3 (tr) = 19,11 trr= 0535 1% rel 0,628 0641 1
Amostra: CAL 10 l&o Area Area relativa Conformidade
1%i@o 114 132105 100,0% conforme
2°ido 91 9100 6,9% conforme
3°ido 119 4564 3,5% conforme
4°ido
4-MDEB (tr) = 12,13 conforme
Cocaina-d3 (tr.) = 19,12 trr = 0,635 conforme

Figura 6.159. Folha de calculo utilizada para confirmac¢io qualitativa: 4-MDEB (6)
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Anexo H: Estudo de Seletividade
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Figura 6.160. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 2.
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Figura 6.161. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 3.
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Figura 6.162. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 4.
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Figura 6.163. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 5.
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Figura 6.164. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 6.
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Figura 6.165. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 7.
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Figura 6.166. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 8.
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Figura 6.167. Cromatogramas obtidos para a Poo/9.
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Figura 6.168. Cromatogramas obtidos para a Poo/ 10.
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Anexo I: Eficiéncia do Processo de Extracao

Abundance TIC: RCAD25_2 Didata ms
140000 TIC: RCB025_2 D\data.ms

1300001

Fortificado antes da extracio
120000

110000 - Portificado depois da extracdo
1000001
90000,
80000,
70000;
60000;
50000
40000
30000
20000,

10000

e L L L T T e o e i ——
Time--> 11.00 12.00 13.00 14 00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 2000 21.00

Figura 6.169. Sobteposicio dos cromatogramas obtidos no estudo da recuperagio para 25 ng/mlL.

Abundance TIC. RCA100_2 D\data.ms

TIC: RCB100_1.D\data.ms
140000

a0 Fortificado antes da extracio
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100000
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mwo_JLLL ; . . , W
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Figura 6.170. Sobteposicao dos cromatogramas obtidos no estudo da recuperagio para 100 ng/mlL.
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Figura 6.171. Sobteposicao dos cromatogramas obtidos no estudo da recuperagio para 500 ng/mlL.
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Anexo J: Linearidade e Modelo de Calibracao

Curvaincluindo o calibrador de 1000 ng/mlL

89,0000
sooc0 | 4-MNEB (2) S
“Eé 7,0000 //
P o
—g B,0000 /
£ 5,0000
§ 40000 /’/d
io a.oom e
R e y = 0,00793x — 0,01349
& 2000 2 _
g ~ R2 = 0,99524
< 10000 o Y (ER) = 38,07
0,0000
200 400 600 BDO 1000

=}

Concentragio de Analito (ng/mL)

Curva excluindo o calibrador de 1000 ng/mL

7,0000
4-MNEB (2) )
§E'm . -
g -~
— 5,0000 -
A
§ 4,0000 /
= a0mo /,/"’
:R'éz.now / y = 0,00780x — 0,01171
2
§ 0000 ,,/ R* =0,99561
< > (ER) = 32,18
pooee 400 500 600 70O 800

1200

100 20 300
Concentragio de Analito (ng/mL)

=}

200

Figura 6.172. Comparagio das curvas de calibracio para a 4-MNEB (2) com e sem o calibrador a 1000 ng/mL.

Cutvaincluindo o calibrador de 1000 ng/mL

12,0000

BB

]

AreaAnalito/ Areapadrﬁo Interno
Lo

i

Concentragio de Analito (ng/mL)

Cutva excluindo o calibrador de 1000 ng/mL
9,0000

Concentragio de Analito (ng/mL)

200

4-MDMP (3) //D oo | 4MDMP (3) .
E
£ 7.0000
//6/ és,nom
/5// & 50000
/f’ \ég 4,0000
e 23,0000
/ y=001016x—0,00306 | = v = 0,01005x — 0,00154
e 2 _ 20000 0
s R2 = 0,99469 5 R2 = 0,99410
o Y (ER) = 3403 = 10000 ' (ER) = 29,11
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Figura 6.173. Comparacio das curvas de calibracio para a 4-MDMP (3) com e sem o calibrador a 1000 ng/mL.

Cutvaincluindo o calibrador de 1000 ng/mL

Cutva excluindo o calibrador de 1000 ng/mL
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g 40000 e 2 20000 o
=t 'g ~
& e & 2:5000 e
g 0000 //ﬂ g 0.~ i
= e < 20000
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= - Y (ER) = 44,55 =< 05000 S (ER) = 3544
0,0000 = 0,0000
] 200 400 600 BDD 1000 1200 ] 100 200 aoa 400 500 B00 700 ano
Concentragio de Analito (ng/mL)

Concentragio de Analito (ng/mL)

Figura 6.174. Comparagio das cutvas de calibracio para a 4-MNEP (4) com e sem o calibrador a 1000 ng/mL.
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Curvaincluindo o calibrador de 1000 ng/mlL
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g 8
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Figura 6.175. Comparagio das curvas de calibracio para a 4-MDMH (5) com e sem o calibrador a 1000 ng/mL..

Cutvaincluindo o calibrador de 1000 ng/mL
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Figura 6.176. Comparagio das cutvas de calibracio para a 4-MDEB (6) com e sem o calibrador a 1000 ng/mL.
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Anexo K: Estudo de Estabilidade

Atundance

400000

500001

THC CONSO0_2 (rdata ms.

........... Controlo 500 ng/rnL
Reinjecdo 500 ng/mL

JUL L

Tiwe>

T T T T T
1100 1200 1300 14 00 1500 16.00 17.00 1200

Figura 6.177. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos para uma amostra analisada dois dias ap6s a sua

Atundance

400000/

500001

extracio (reinje¢do) e uma amostra de controlo.

THC CONSO0_2 (rdata ms.
TIC: C-D500_2 D\datams

--------- Controlo 500 ng/mL
— 3 ciclos de cong./descong. 500 ng/mL

1333111518888 88080000000ss0000ne

222200000000

{ ]

Tiwe>

T T T T T T T T
1100 1200 1300 14 00 1500 16.00 17.00 1200 16,00 20000 o

Figura 6.178. Sobteposicio dos cromatogramas obtidos para uma amostra analisada apds trés ciclos de
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400000/

0000

00000

TC COMNSO)_Z CRdata ms
TIC: FRIS00_2 Didata ms.

----------- Controlo 500 ng/mL
— Frigorifico 1 semana 500 ng/mL

2288282080000000000000000000000000

Time—>
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Figura 6.179. Sobreposicido dos cromatogramas obtidos para uma amostra analisada apds 1 semana no
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Rlestd

hlla=td
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“ i
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Figura 6.180. Sobreposigdo dos cromatogramas obtidos para uma amostra analisada apds 1 més no congelador
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= 1.0
TIC: FRM500_1.D\data.ms

----------- Controlo 500 ng/mL
—— Frigorifico 1 més 500 ng/mL

ttsssssssssesees
Iy

2133232332 181888888808888888080000000nn

-

i

g
5
g
]
g

1400 1500 16.00 17.00 1800

Figura 6.181. Sobreposi¢ao dos cromatogramas obtidos para uma amostra analisada apés 1 més no frigorifico e
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