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Resumo

A deteccao de canabinoides sintéticos representa um enorme desafio para a Toxicologia
Forense, pela grande variedade de estruturas, pela dificuldade de obtencao de padroes
analiticos e pela necessidade de constante atualizacao de metodologia e bibliotecas es-
pectrais. No entanto, a combinagao de técnicas espectroscopicas e espectrométricas per-
mite, respeitando recomendacoes de qualidade internacionais, obter resultado analitico
que possibilita estabelecer a presenca de substancias dessa classe farmacéutica. O obje-
tivo do presente estudo é apresentar um relato de caso de um selo que deu entrada no
Nucleo de Exames de Entorpecentes da Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica do
Estado de Sao Paulo. Para tanto foi feita a extracao do material suspeito com metanol e
aplicagao de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas, com analise con-
comitante pela técnica de Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada
de Fourier. A analise por Espectrometria de Massa, ap0s separagao por cromatografia
gasosas, e por Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
permitiu a identificacao da substancia 5F-MDMB-PICA, com boa porcentagem de match
em ambas as técnicas. A utilizagao da combinagao de técnicas espectroscopicas e es-
pectrométricas, aliadas a técnicas de separacao, é ferramenta suficiente para a detecgao,
dentro de padrdes internacionais, de substancias proscritas pertencentes ao grupo dos
canabinoides sintéticos.
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ABSTRACT

The detection of synthetic cannabinoids represents a huge challenge for Forensic Toxico-
logy, due to the great variety of structures, the difficulty in obtaining analytical standards
and the need for constant updating of methodology and spectral libraries. However, the
combination of spectroscopic and spectrometric techniques allows, respecting internatio-
nal quality recommendations, the obtention of an analytical result that makes it possible
to establish the presence of substances of this pharmaceutical class. The purpose of this
study is to present a case report of a stamp that was sent to the Narcotics Examination
Center of the Superintendence of the Technical and Scientific Police of the State of Sao
Paulo for analysis. For this purpose, the suspicious material was extracted with methanol
and gas chromatography coupled with mass spectrometry was applied, with concomi-
tant analysis by the Spectroscopy technique in the Infrared region with Fourier Transform.
The analysis by Mass Spectrometry, after separation by gas chromatography, and by Spec-
troscopy in the Infrared region with Fourier Transform allowed the identification of the
substance 5F-MDMB-PICA, with a good match percentage in both techniques. The use of
a combination of spectroscopic and spectrometric techniques, combined with separation
techniques, are sufficient tools for the detection, within international standards, of pros-
cribed substances belonging to the group of synthetic cannabinoids.

Keywords: Technical-Scientific Police; forensic toxicology; synthetic cannabinoids.
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1 INTRODUGAO

A analise de substancias proscritas é de suma importancia para o enqua-
dramento das condutas de porte e trafico, elencadas na Lei n® 11.343/2006. No
entanto, para as substancias sintéticas ha consideravel obstaculo na obtencao
de padroes, na caracterizacao molecular e no estabelecimento de métodos ana-
liticos robustos, rapidos e adequados para a aplicacao em amostras forenses de
apreensao.

Nos ultimos 10 anos, mais de 560 novos compostos enquadrados nessas clas-
ses de substancias (que recebe o nome de New Psychoactive Substances, apesar da
diversidade de classificacao molecular) ja foram descritos e reportados. Em face
disso,a ANVISA, por meio da RDCn® 79,de 23 de maio de 2016, passou a classifi-
car como proscritas nao apenas as substancias com estrutura molecular definida
e descrita na Portaria SVS/MS n° 344 de 1998, e suas atualizagdes posteriores,
mas também aquelas cuja classe molecular pode ser enquadrada como canabi-
noide sintético, feniletilamina e catinona sintética.

Dentre estas, os canabinoides sintéticos representam a maior prevaléncia,
seja em volume de apreensao, seja em numero de novas estruturas reportadas a
cada ano. Estas estruturas, com grande diversidade molecular, podem ser classi-
ficadas em trés grandes grupos (excluidos aqui os endocanabinoides): os diben-
zopiranos, os ciclo-hexilfenois e os aminoalquilind6is. Quando desta publicagao,
a ultima atualizacao da portaria da ANVISA, através da RDC n°® 404/2020, trazia
quatorze estruturas-base para classificagdao por similaridade estrutural, das quais
dez sao de canabinoides sintéticos.
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A auséncia de padroes analiticos primarios e o custo elevado daqueles dis-
poniveis tornam a deteccao desse tipo de substancia um desafio analitico para
os laboratodrios de analises de entorpecentes. Ha a possibilidade de utilizagao de
técnicas de carater absoluto, como a Ressonancia Magnética Nuclear, mas, para
essas, é necessario ter amostras com maior grau de pureza, ou obté-las através de
etapas de extracao, separacao e purificacao do material obtido. De forma geral,
a utilizacao das técnicas de GC/MS e FTIR precedem a caracterizagao molecular
absoluta por meio de Ressonancia Magnética Nuclear podendo, desde que dentro
de padroes internacionais de qualidade, ser usadas para estabelecer a presenca
de substancias proscritas.

Dessa forma, vislumbram-se possibilidades de deteccao por meio de duas
técnicas classificadas como de categoria A, seqgundo a Scientific Working Group for
the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG): a Espectrometria de Massas e a Espec-
troscopia na Regiao do Infravermelho.

A técnica de Espectrometria de Massas, considerada por muitos o “padrao-
-ouro” em analises forenses, permite a comparagao de um espectro resultante da
passagem do analito pelo detector com bibliotecas de bases de dados. De forma
resumida, os componentes de uma mistura, apos passagem por uma coluna de
separagao cromatografica, sao submetidos a um detector sob vacuo e bombarde-
ados por elétrons a 70 eV. Com isto, o analito é ionizado e absorve essa energia,
que é dissipada com a clivagem de ligacdes quimicas, gerando fragmentos de
massa carga caracteristicos. Esses fragmentos sao selecionados por um filtro de
massas, gerando um espectro de abundancia relativa que permite comparagao
com um espectro registrado anteriormente.

As técnicas de espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada
de Fourier ou FTIR (do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy), como em ou-
tras técnicas espectroscopicas, consistem na interacao entre a radiacao de deter-
minada faixa do espectro eletromagnético, neste caso a regiao do infravermelho
e a amostra analisada, fornecendo assim informacoes a respeito desta.

A regidao do infravermelho compreende a parte do espectro eletromag-
nético entre as regides do visivel e das micro-ondas. A porcao do espectro do
Infravermelho proxima ao espectro de micro-ondas € conhecida como Far-
-Infrared ou Infravermelho Distante, ocupando a faixa entre 700-200 cm™,
enquanto a regiao proxima ao espectro do visivel recebe a denominagao Ne-
ar-Infrared ou Infravermelho Préximo, abrangendo a faixa entre 14290-4000
cm™. Entre essas duas regides supracitadas, ou seja, entre 4000-700 cm™,
tem-se a regiao do infravermelho médio, uma regiao espectral de extremo inte-

resse do ponto de vista da caracterizagao de espécies quimicas organicas.

Segundo Silverstein et al. e Paiva et al.,como a radiacao na regiao do infraver-
melho médio abrange a faixa das frequéncias vibracionais de flexao e de estira-
mento de ligacGes covalentes, estas sao absorvidas por espécies organicas e tém
suas frequéncias convertidas em energia vibracional, de acordo com a Equacao 1.

E=hv (Eq.1)

Onde: E é a Energia (J);

h é a constante de Planck (6,626 x 10-34l.s)
v é a frequéncia da radiacao (s-1)
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Como a energia vibracional é quantizada, espera-se a absorcao de uma
frequéncia especifica para cada processo vibracional. Este processo complexo
depende nao sé de fatores que afetam o tipo de ligagao quimica, como a massa
relativa dos atomos envolvidos, as constantes de forca das ligagdes e a disposicao
tridimensional dos atomos, mas também de ambientes quimicos diferentes, ou
seja,apesar de espécies quimicas apresentarem as mesmas ligagdes quimicas, em
nenhuma hipétese elas apresentarao o mesmo espectro de infravermelho. Diante
disto, os espectros de FTIR sao considerados o equivalente para as moléculas de
uma impressao digital para humanos.

Neste presente trabalho, devido a dificuldade de manuseio do material ana-
lisado, foi utilizado o método de Reflectancia Total Atenuada ou Attenuated Total
Reflection (ATR). Embora os espectros de reflexao na regiao do infravermelho mé-
dio nao sejam idénticos aos de absorcao, sao semelhantes na aparéncia geral e
fornecem a mesma informacao.

Dessa forma, o presente artigo tem como objetivo demonstrar, através de um
caso real, a possibilidade de deteccao e confirmacao, dentro de parametros de
qualidade internacional, de novos canabinoides sintéticos.

2 MATERIAIS E METODOS

Amostra de substancia suspeita de ser entorpecente - selo (blotter paper)-
recebida no Nucleo de Exames de Entorpecentes do Instituto de Criminalistica
da Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica do Estado de Sao Paulo, para
execucao de analises rotineiras e confeccao do laudo.

A amostra foi pesada em balanca analitica de precisao (0,1 g) com adigao de
2ml de metanol grau HPLC (MerckKGAa, Darmstadt) e agitada por 15 minutos em
agitador rotativo a 37°C.

O sobrenadante foi aplicado diretamente em um aparelho de Fourier Trans-
form Infra Red (FTIR) modelo AgilentCary 630, com modulo de aquecimento Mi-
crom ATRTM Czitek a 60°C, no modo de Absorbancia, com faixa de leitura de
4000-650 cm™, 64 leituras por amostra, Resolucdo 8, Apodizacdo Happ-Genzel, e
Zero FillFactor de 2, com o software Micro-Lab Expert v.1.0.0.7 (Agilent Technolo-
gies, Inc). As comparagoes de espectro com as bibliotecas espectrais foram feitas
utilizando o software KnowltAll 2018 (Know It All ® Informatics System; Bio-Rad
Laboratories, Inc).

O sobrenadante foi aliquotado também para injecao no cromatografo a gas.
Foi utilizado um Cromatdgrafo gasoso Agilent 8890, Espectrometro de Massas
Agilent 5977B, Amostrador automatico combinado PAL RTC 120, com coluna DB-
5-MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm e as seguintes condigdes cromatograficas: tem-
peratura do Injetor: 280°C; temperatura da linha de transferéncia: 280°C; tempe-
ratura da fonte de ions: 230°C; temperatura do quadrupolo: 150°C; temperatura
da coluna: 150°C por 2 minutos, aquecimento linear a 40°C/minuto até 315°C,
manutencao de temperatura por 4,87 minutos; tempo total de corrida: 10,99 mi-
nutos; fluxo do gas de arraste (He): 1,2 ml/minuto; Razao de divisao da amostra
(split): 1:50; purga do septo: 3,0 ml/minuto; gas saver: ativado em 2 minutos (15
ml/minutos); aquisi¢cao: em modo fullscan de 40 a 550 u.m.a.com solvent delay em
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1,5 minuto; volume de injecao: 1 pL. Os cromatogramas resultantes foram obtidos
pelo software Agilent Mass Hunter Workstation - CG/MS Data Acquisition v.10.0.368,
2019 (Agilent Technologies Inc), conferidos pelo software Enhanced Chemstation -
MSD Chemstation- F01.03.235 (Agilent Technologies Inc) e analisados no software
de deconvolugao e comparagao com bibliotecas espectrais Mass Hunter Unknowns
Analysis v.10.0 (Agilent Technologies Inc).

3 REesuLTADOS

A amostra deu entrada em ocorréncia relacionada com porte de um unico tipo
de entorpecente. Foi encaminhada ao Nucleo, seguindo os preceitos legais e o
regramento de recepgao de materiais e garantia de cadeia de custddia, cerca de
1,6 grama de papel de cor preta.

O material foi submetido ao procedimento de extracao descrito na segao de
materiais e métodos, resultando em extrato alcodlico de coloragao similar a dos
papéis, porem translucido.

Ato continuo, o material foi submetido a analise por Cromatografia a Gas
acoplada a espectrometria de massa, resultando no cromatograma da Figura 1.0
analito de interesse teve tempo de retencao de 7,573 minutos. Apos integracao,
observou-se que o pico do analito representava 93,6% da area total do cromato-
grama apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Cromatograma do material recebido
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

A analise deste pico, com o software de deconvolucao MassHunter, indicou
compatibilidade (match)de 93,0% na biblioteca espectral SWGDRUG?3.7, e de O
espectro de massas resultante encontra-se na Figura 2.

Figura 2 - Espectro de Massas obtido para a substancia em questao
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).
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A analise do espectro obtido no FTIR indicou match de 87,98% em compara-

¢ao com o espectro de 5-Fluoro-MDMB-PICA, em comparacao com a biblioteca
DW4X, mostrada na Figura 3.
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A comparacao entre os espectrogramas de FTIR da amostra questionada e o
da substancia 5-Fluoro-MDMB-PICA presente no banco de dados DW4X foi reali-
zada com ajuda do software Know It All 2018 e é apresentada na Figura 3. Nela é
possivel observar grande similaridade entre os espectros, o que rende uma simi-
laridade de aproximadamente 87,98%.

Figura 3 - Espectros de FTIR da amostra (cor preta) e da biblioteca DW4X (cor vermelha)
-DW4X#679; 5-Fluoro MDMB-PICA (ATR CORRECTED)
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

4 DiscussAo

A deteccao desse tipo de substancia é costumeiramente feita com a compara-
¢ao utilizando padrdes analiticos primarios, com alto grau de pureza, mas de cus-
to bastante elevado. Entretanto, a aplicacao de duas técnicas de fundamento qui-
mico diverso permite, de forma independente, estabelecer a estrutura molecular
da substancia, desde que o material apreendido ndo seja uma mistura complexa.
Em atencao ao estabelecido pelo SWGDRUG 2019, a utilizagao de uma técnica de
categoria A, ou seja, de elucidagao de estrutura molecular,em conjunto com outra
técnica, permitem a identificagdo de substancias. Costumeiramente, a utilizacao
de padroes primarios aplica-se, entre outras coisas, ao estabelecimento de tempo
de retengao em analises de cromatografia.

As medidas de Espectroscopia de Reflectancia Total Atenuada na regidao do
Infravermelho (ATR-FTIR), foram realizadas com dois objetivos. O primeiro foi
comparar o espectro de infravermelho adquirido com os presentes em bancos
de dados forenses, analisando absorcao por absorcao, como descrito por Paiva;
Lampman e Kriz (2001), a fim de encontrar espécies quimicas idénticas. Enquanto
0 segundo objetivo foi obter o maximo de informacao estrutural possivel, como
os tipos de ligagoes quimicas e de grupos funcionais presentes na amostra ana-
lisada, de forma complementar as informacoes obtidas pela Espectrometria de
Massas.

Ainda atraveés da analise do espectro de FTIR obtido, apresentado acima na
Figura 3, foram extraidas as informacOes estruturais inerentes a técnica empre-
gada. As informacoes a respeito dos numeros de onda, os tipos vibracionais e os
grupos funcionais sao mostrados de forma resumida e sucinta na Tabela 1.

Parte da discrepancia observada entre os espectros de FTIR pode ser explica-
da por limitagoes instrumentais como resolu¢ao da analise, janela espectral mais
estreita para amostra analisada, 4000 e 650 cm™, quando comparada ao banco
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de dados, 4000 e 400 cm™. Outros fatores que podem ser atribuidos a descon-
formidade observada nos espectros sao a linha de base e funcao de apodizagao
utilizada, resultando em match abaixo de 100%.

Em junho de 2020, um aparelho de Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) foi instalado no Nucleo de Exames de Entorpe-
centes. Essa técnica é considerada de alto poder discriminatorio, classificado com
Categoria A pela SWGDRUG. Em conjunto com o espectro de massas, € possivel
estabelecer a identificacao de algumas substancias sintéticas, mesmo na ausén-
cia de padrao.

Tabela 1 - Resumo dos nimeros de onda, tipos vibracionais e grupos funcionais referentes aos grupos observados no
espectro de ATR-FTIR apresentado na Figura 3

N° de Onda/cm™ Tipos vibracionais Grupos funcionais
3500 - 3300 Estiramento N-H
3450 Estiramento (Absorvidas) 0-H de H20
2970 - 2850 Estiramento CGH
1750 Estiramento =0
1680 - 1630 Estiramento c=C
1600 - 1500 C=C (Anéis aromaticos)
1470 - 1340 Deformagao Angular C-H
1470 - 1260 Deformagao Angular O-H
1360 - 1180 Estiramento GN
1300 - 1050 Estiramento (e3¢}
1400 - 1000 CGF
900 - 700 “Balango” N-H
800 - 700 “Balango” C-H

Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

Figura 4 - Estrutura molecular da 5-Fluoro-MDMB-PICA
F

Fonte: Elaborado pelos autores (2020).
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A substancia detectada, a 5-Fluoro-MDMB-PICA mostrada na Figura 4, ou
metil(2S)-2-{[1-fluoropentil)-1H-indole-3carbonil]amino}-3,3-dimetilbutanoato,
recebe este nome por ter em sua estrutura um grupo 5-fluoropentil (5-fluoro),
um grupo metil e um grupo dimetilbutanoato (MDMB) e ser um grupo pentil —in-
dol -carbonilamino (PICA). Tal estrutura encontra-se, na data da submissao deste
artigo, elencada nominalmente dentro do capitulo de classificacao estrutural da
Portaria SVS/MS n° 344/1998, atualizada pela RDC n°® 473/2021, em sua lista F2
(substancias proscritas), classificagao estrutural b (canabinoides sintéticos), 6 (es-
truturas 1H-indol-3-carboxamida) e estrutura 9.

De posse da estrutura deste canabinoide sintético, e para elucidar o espectro
de massas resultantes das analises, de forma independente da comparagao com
bibliotecas de registro de espectros, procedeu-se a determinacao da estrutura dos
fragmentos majoritarios, com as seguintes ionizagdes e fragmentacoes propostas.
Optamos por avaliar a formacao dos ions majoritarios (em ordem decrescente de

abundancia): 232, 320, 376, 144,260 e 288.

Figura 5 - Formacao dos fragmentos de relagao massa/carga 232 e 144
apos perda de *H da carbonila
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

Figura 6 - Formacao dos fragmentos de relacao massa/carga 320 e 58
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).
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Figura 7 - Formacao do ion molecular de relagdo massa/carga 376
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

Figura 8 - Formacao dos fragmentos de relagao massa/carga 260 e
116 apds desidrogenagao
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

Figura 9 - Formacgao dos fragmentos de relagao massa/carga 288 e 88
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020).
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Os dados analiticos aqui apresentados foram corroborados também pela des-
cricao de casos apreendidos na Bélgica, com resultados compativeis para as ana-
lises de CG/MS. Aquele estudo, no entanto, utilizou Espectroscopia de Ressonan-
cia Magnética Nuclear, RMN, uma técnica de carater absoluto (RISSEEUW, 2017).

Os canabinoides sintéticos representam riscos consideraveis a salde, em es-
pecial, por sua maior afinidade pelos receptores CB1 (CASTANETO, 2014). Em es-
pecifico,0 5F-MDMB-PICA tem uma EC50 de 27,6 nM ou 10,37 ng/ml, ou seja, pelo
menos duas vezes maior do que a de THC (BANISTER et al., 2016; TRUVER et al;
YANG, et al., 2020). No entanto, a seletividade relativa deste canabinoide sintético
€ 16,4 (comparando afinidade por CB1 e CB2). Dessa forma, o 5F-MDMB-PICA
se liga preferencialmente ao receptor responsavel pelos efeitos psicoativos do
tetra-hidrocanabinol (SACHDEYV, 2019). Além disso, dentre 16 canabinoides sinté-
ticos analisados, o 5SF-MDMB-PICA foi o que apresentou a maior poténcia, sendo
380 vezes mais potente do que o Delta-9-tetra-hidrocanabinol (BANISTER et al.,
2016).

A substancia aqui descrita foi reportada com frequéncia na Franca e nos Es-
tados Unidos. Para o ultimo trimestre, nos Estados Unidos, o 5F-MDMB-PICA foi o
canabinoide sintético detectado com mais frequéncia.

A elucidacao de substancias dessa classe € de fundamental importancia.
Amostras biologicas forenses de vitimas de overdose resultaram positivas para
canabinoides sintéticos na Alemanha (SCHAEFER, 2013; ANGERER, 2016), na Po-
l6nia (ADAMOWICZ, 2019; 2016) e no Japao (USUI, 2018). Ha também associagao
com mortes acidentais e com direcao perigosa (SHANKS et.al.; TUV, 2014; YEAKEL,
LOGAN, 2013; SHANKS, BEHONIK, 2016).

Acreditamos que as técnicas aqui explicitadas, aplicadas em conjunto, permi-
tirdo a replicacao da metodologia de analise na identificacao de novas substan-
cias psicoativas, fornecendo lastro técnico para a conclusao de laudos periciais.
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