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Valores calculados para o efeito “Marca da Coluna” para as corridas cuja
condi¢do de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

Valores calculados para o efeito “Fluxo do Gas de Arraste” para as
corridas cuja condigcdo de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel
baixo.

Valores calculados para o efeito “Fluxo do Gas de Arraste” para as
corridas cuja condigdo de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel
alto.

Valores calculados para o efeito “Taxa de Split” para as corridas cuja
condigéo de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

Valores calculados para o efeito “Taxa de Split” para as corridas cuja
condi¢do de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

Valores calculados para o efeito “Temperatura do injetor” para as corridas
cuja condi¢ao de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

Valores calculados para o efeito “Temperatura do injetor” para as corridas
cuja condi¢do de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

Valores calculados para o efeito “Rampa de Temperatura” para as corridas
cuja condi¢ao de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

Valores calculados para o efeito “Rampa de Temperatura” para as corridas
cuja condi¢do de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.
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RESUMO

Novas Substancias Psicoativas (NSP) sdo definidas pelo Escritério das Nages Unidas sobre
Drogas e Crime (UNODC) como “substdncias de abuso que podem estar tanto em sua forma
pura quanto em preparacdes e que ndo sdo controladas pelas Convengdes de Narcdticos de
1961 ou pela Convencéao de Psicotrdpicos de 1971, mas que apresentam risco para saude. O
termo ‘“‘novas” ndo se refere necessariamente a novas invengoes, mas sim a substancias que
foram recentemente disponibilizadas no mercado”. Por serem substancias desenhadas com o
objetivo de contornar normas em vigor, possuem alta velocidade de introdugdo no mercado, o
que representa um enorme desafio tanto do ponto de vista regulatério quanto do ponto de vista
pericial.

Nesse contexto, surge a necessidade, na rotina técnica, de um método capaz de identificar
NSP, sem a disponibilidade de padrdes analiticos certificados. Por consequéncia, 0 objetivo
do trabalho € o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico para identificagdo de
NSP utilizando indice de Retencdo de Kovats, por Cromatografia Gasosa acoplada com
Espectrometria de Massas que possa ser implementado em diferentes laboratérios periciais
brasileiros.

A metodologia consistiu no aperfeicoamento do método em CG/EM, de forma a ser aplicavel
a ampla diversidade de NSP existente; na sua validacdo, utilizando figuras de mérito como
seletividade, precisdo e robustez; e no célculo do indice de Retencio de Kovats para as
substancias analisadas. Esse indice foi selecionado por ter sido reportado na literatura como
ferramenta para identificacdo de compostos com alta preciséo.

Um total de vinte e duas drogas ilicitas foram utilizadas. Sdo elas: quatro canabinoides
sintéticos (AM-2201, MAM-2201, JWH-081, JWH-210), uma catinona sintética (N-
etilpentilona), trés feniletilaminas (5-MAPB, 2-FA, 25C-NBOMe), duas piperazinas (0-CPP,
p-CPP), um derivado opioide (U-47700), uma triptamina (5-MeO-MiPT), um aminoindano
(5-1Al), uma substancia de origem vegetal (Salvia divinorium), uma substancia da categoria
“outros” (Metiopropamina) e sete drogas de abuso tradicionais (THC, Heroina, Anfetamina,
Metanfetamina, MDMA, Cocaina, Efedrina).

O método apresentou apenas uma limitacdo de Seletividade, representada pela coeluicdo da
metiopropamina e da metanfetamina. Os valores de Resolucdo foram superiores a 1,25,
indicando separacdo dos sinais, e as figuras de mérito Fator de Separacdo, Numero de Pratos
Teoricos e Tailing também apresentaram resultados satisfatorios. A avaliacdo da Precisdo
Intermediaria constatou Desvios Padrdo Relativos na faixa de 0,02 — 0,29%, valores estes
inferiores ao encontrados na literatura. A avaliacdo da Robustez por meio de um
Planejamento Fatorial Fracionado identificou que a alteracdo realizada na polaridade da
coluna foi o fator mais influente, enquanto a marca da coluna, fluxo do gas de arraste, taxa de
split, temperatura do injetor e rampa de temperatura ndo apresentaram interferéncias com
valores de alta magnitude.

Dessa forma, os resultados do desenvolvimento e validagao do método utilizando um total de
vinte e duas drogas ilicitas indicam a adequacdo do uso do Indice de Retengdo de Kovats na
identificacdo de NSP com o método desenvolvido.

Palavras-chave: NSP, CG/EM, indice de Retencgéo de Kovats.

Xvii



ABSTRACT

UNODC defines new psychoactive substances (NPS) as “substances of abuse, either in a
pure form or a preparation, that are not controlled by the 1961 Single Convention on
Narcotic Drugs or the 1971 Convention on Psychotropic Substances, but which may pose a
public health threat. The term “new” does not necessarily refer to new inventions but to
substances that have recently become available on the market.” Because they are substances
designed to circumvent existing norms, they have a high introduction rate into the market and
represents a huge challenge for regulatory and forensic point of view.

In this context, the need for a method capable of identifying NPS, without the availability of
certified analytical standards arises. Thus, the objective of this work was the development and
validation of an analytical method for the identification of NPS using Kovats’ Retention
Index and Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry that can be implemented in
different Brazilian laboratories.

The methodology of the work relies on the development of a GC/MS method, in order to be
applicable to a wide diversity of existing NPS; its validation, using figures of merit such as
selectivity, precision and robustness; and calculation of the Kovats™ Retention Index for the
substances analysed. This index was selected because it was reported in the literature as a tool
for high precision identification.

A total of twenty-two illicit drugs were used. They are four synthetic cannabinoids (AM-
2201, MAM-2201, JWH-081, JWH-210), one synthetic cathynone (N-ethylpentylone), three
phenylethylamines (5-MAPB, 2-FA, 25C-NBOMe), two piperazines (0-CPP, p-CPP), one
opioid (U-47700), one triptamine (5-MeO-MiPT), one aminoindane (5-1Al), one plant-base
substance (Salvia divinorium), one listed as “other” (Methiopropamine) and seven traditional
drugs (THC, Heroin, Amphetamine, Methamphetamine, MDMA, Cocaine, Efedrine).

The method presented only one Selectivity limitation, represented by the coelution of
methiopropamine and methamphetamine. The calculated Resolution values were higher than
1.25, indicating separation of the signals, and the figures of merit Separation Factor, Number
of Theoretical Plates and Tailing also presented satisfactory results. The evaluation of the
Intermediate Precision indicated Relative Standard Deviations in the range of 0.02 - 0.29%,
values lower than those found in the literature. The Robustness evaluation using a Fractional
Factorial Design identified that the change in the column polarity was the most influential
factor, while the column brand, gas flow, split rate, injector temperature and ramp temperature
did not interferences with high magnitude values.

Thus, the results of the method's development and validation using a total of twenty-two
illicit drugs indicate the adequacy of using the Kovats’ Retention Index in the identification of
NPS with the developed method.

Keywords: NPS, GC/MS, Kovats’ Retention Index.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lei de Drogas e as NSP

A Lei 11.343 de 23 de agosto de 2006 (Lei de Drogas) define o termo “drogas”, além
de estipular o 6rgdo responsavel pela listagem de quais substancias sdo classificadas como tal.
Ela estabelece, em seu artigo 1° pardgrafo Unico, que “consideram-se como drogas as
substancias ou os produtos capazes de causar dependéncia, assim especificados em lei ou
relacionados em listas atualizadas periodicamente pelo Poder Executivo da Unido”.
Conforme o artigo 66 da referida Lei, “denominam-se drogas substancias entorpecentes,
psicotropicas, precursoras e outras sob controle especial, da Portaria SVS/MS n® 344, de 12
de maio de 1998 .

O Decreto Presidencial n® 5.912/2006, que regulamenta a Lei n° 11.343/2006, em seu
inciso | do artigo 14, define que o Ministério da Salde, representado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e considerando sua atribuicdo, é o 6rgdo competente por
editar normas de carater geral ou especifico sobre limitacdo, fiscalizacdo e controle da
producdo, do comércio e do uso das drogas, dentre outras atividades relacionadas a este tema.

Consequentemente, cabe a Autoridade Sanitéaria, entidade do Poder Executivo,
representada atualmente pela ANVISA, a classificagdo de quais substancias sao consideradas
drogas no Brasil.

Internacionalmente, o inicio do seculo XX foi marcado pelo encontro de paises na
Comisséo do Opio de 1909 em Xangai. A Comissdo definiu uma das primeiras estratégias de
controle de substancias e, para acompanhar a variedade de drogas em escala mundial, diversos
paises assinaram as trés convencdes sobre drogas, no ambito das NacbGes Unidas, que

estabelecem os controles minimos das substancias listadas para os paises signatarios.t

Em concordancia com o preconizado na Convencdo Unica sobre Entorpecentes de
1961, na Convencdo sobre Substancias Psicotrépicas de 1971 e na Convencdo das Nacgdes
Unidas contra o Tréafico llicito de Entorpecentes e Substancias Psicotropicas de 1988, os
Decretos Presidenciais n® 54.216/1964, 79.388/1977 e 162/1961 internalizaram os controles

dispostos nas Convencoes, respectivamente.

De forma a unificar o previsto nas referidas Convencdes e a cumprir o estabelecido na
Lei de Drogas, a Portaria SVS/MS n° 344 de 12 de maio de 1998, em conjunto com sua

Instrucdo Normativa (Portaria SVS/MS n° 06/1999), regulamenta o comércio, transporte,



prescri¢do, guarda, balangos, embalagens, controle e fiscalizagdo das substancias sujeitas a

controle especial e dos medicamentos que as contenham.

As listas da Portaria SVS/MS n° 344/1998 apresentam niveis diferenciados de
regramentos, especificados na norma, na qual as substancias proscritas - aquelas que néao
apresentam uso medicamentoso conhecido e que sdo enquadradas como drogas de abuso -
estdo elencadas nas Listas E e F.

A ferramenta normativa capaz de incluir novas substancias na Portaria SVS/MS n®
344/1998 ¢ a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC), publicada periodicamente pela
ANVISA. Para que uma substdncia seja incluida na Portaria, ela deve ser avaliada
tecnicamente pela Agéncia e sua inclusédo é publicada em uma RDC.

Para discutir e aperfeicoar o modelo regulatério vigente, foi criado um Grupo de
Trabalho (GT), publicado na Portaria ANVISA n° 898, de 6 agosto de 2015. O Grupo foi
instituido no @mbito da ANVISA, com a participacdo do Ministério da Justica e Seguranca
Publica, representado pela Policia Federal (PF), pela Secretaria Nacional de Seguranca
Publica (SENASP) e pela Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas (SENAD). A
formacdo do GT se deu, principalmente, em resposta ao rapido aparecimento e disseminagédo
das Novas Substancias Psicoativas (NSP), sendo que, apds sua criagdo, 0 quantitativo de
atualizacOes da Portaria SVS/MS 344/1998 aumentou consideravelmente, proporcionando a
inclusdo nominal de 70 substéncias, das quais 58 sdo NSP.

Segundo o Escritorio das Nacbes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC), Novas
Substancias Psicoativas sdo definidas como “substdncias de abuso, que podem estar tanto em
sua forma pura quanto em preparacdes e que ndo sao controladas pelas Convencles de
Narcoticos de 1961 ou pela Convencéo de Psicotropicos de 1971, mas que apresentam risco
para saude”. O termo “novas” ndo se refere, necessariamente, a novas moléculas, mas sim a
substancias que foram recentemente disponibilizadas no mercado.? Alguns dos principais
subgrupos de NSP sdo: canabinoides sintéticos, catinonas sintéticas, cetaminas,
feniletilaminas, piperazinas, substancias de origem vegetal e o grupo denominado “outros”

que contém substancias diversas.®

As NSP sdo compostos desenhados com o objetivo de contornar normas em vigor e
gue mimetizam efeitos de outras drogas ja controladas, por isso sdo conhecidas como “drogas
legais” (do Inglés, legal highs). Mais de 110 paises ja reportaram alguma apreenséo de NSP e,
até o ano de 2018, mais de 888 substancias ja haviam sido inseridas no sistema Early Warning



Advisory (EWA) da UNODC.? A identidade quimica de uma NSP consumida €, por vezes,
desconhecida ou mascarada, levando a efeitos imprevisiveis aos usuérios. E usual que
apresentacdes idénticas contenham compostos diferentes ou que as NSP sejam vendidas sob o0

nome das drogas comumente conhecidas, das quais imitam os efeitos.*

Dados sobre toxicidade e potencial carcinogénico de muitas NSP ndo estdo
disponiveis ou sdo muito limitados. Para essas substancias, o perfil de risco pode ser maior,
quando comparados as drogas que inspiraram seu desenvolvimento.® O risco produzido pela
escassez de dados toxicoldgicos ? e a velocidade de introducéo dessas substancias no mercado
mundial representam um enorme desafio tanto do ponto de vista regulatério quanto do ponto

de vista pericial.

Como resposta a elevada taxa de surgimento de novas substancias, as normas de
controle precisam ser atualizadas cada vez mais rapidamente para proibir compostos que
entraram recentemente no mercado. Assim, com o objetivo de tornar mais eficiente o combate
ao aparecimento e disseminacdo de NSP, no Brasil, foi adotado o sistema genérico de
classificacdo de substancias, primeiramente publicado na RDC n°. 79 de 23 de maio de 2016,
que, seguindo tendéncia mundial, indicou estruturas nucleares para a classe dos canabinoides
sintéticos e estabeleceu possiveis substituicdes em suas estruturas-base, de forma que todas

essas possibilidades de alteracdes estdo controladas pela norma.

Em uma seguinte atualizacdo, foi publicada, por meio da RDC n® 175 de 19 de
setembro de 2017, a classificacdo genérica para o grupo das catinonas sintéticas, seguindo o

mesmao preceito utilizado para os canabinoides sintéticos.

Paises como a Irlanda, o Reino Unido, os Estados Unidos e o Canada também adotam
a classificacdo de substancias por meio do sistema genérico aliado a listagem nominal de

substancias.



1.2 O desafio da analise das NSP

Além do ponto de vista regulatério, descrito na sessdo 1.1, os peritos e institutos de
pericia também sdo desafiados tecnicamente ao se depararem com substancias novas que
precisam ser identificadas e caraterizadas para verificacdo do enquadramento nas listas da
Portaria SVS/MS 344/1998. Parte desse desafio reside no fato de que padrfes analiticos para

essas substancias ndo séo produzidos na mesma velocidade do surgimento das drogas.

Entre 2014 e 2017, mais de 100 NSP foram identificadas pela Policia Federal do
Brasil (PF). Em 2017, sete NSP, dentre um total de 38, foram identificadas pela primeira vez
no Brasil (25B-NBOH, ADB-FUBINCA, fluorometanfetamina, eutilona, pentilona, FUB-
AMB e U-47700).%

A elevada taxa de apreensdo de novas substancias associada as dificuldades de
identificacdo desses compostos despertou o interesse em métodos de analise ndo especificos
(do Inglés, “non-target”) destinados a analitos individuais, mas que séo capazes de identificar
compostos desconhecidos em uma amostra. Assim, a busca por metodologias eficazes para o
controle e a identificacdo de Novas Substancias Psicoativas é, atualmente, um empenho

global motivado pela necessidade de coibir o trafico de drogas.



2. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desta pesquisa foi o0 desenvolvimento e a validagdo de um método

analitico baseado em Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

para identificacgdo de Novas Substincias Psicoativas por meio do Indice de Retencdo de

Kovats, como forma de contornar a indisponibilidade comercial de padrGes analiticos.

2.1 Objetivos especificos

Propor a utilizacdo de um método que tem como base o uso de CG/EM, por ser
um equipamento de uso frequente nos laboratérios de analise de pericia disponivel
nas Policias Federal e Civil, com o fim de gerar um método acessivel e
reprodutivel com potencial de utilizagdo em todos os laboratorios de pericia em
quimica forense do pais.

Propor um método objetivo e capaz de reduzir a necessidade de aquisicdo de
padrdes analiticos certificados de alto valor comercial, como aqueles de Novas
Substancias Psicoativas, de forma que ele seja aplicavel a rotina pericial dos

diferentes estados brasileiros, com realidades diversas.

Elaborar listagem de Indices de Retencdo de Kovats e disponibiliza-la para
consultas de usuarios do método, como forma de identificacdo de NSP.

Aperfeicoar a capacidade de identificacdo das Policias e dos Institutos de Pericia
de forma a facilitar a detecgéo e identificagdo de Novas Substancias Psicoativas

que passarem a ser controladas pelas Listas da Portaria SVS/MS 344/1998.

Aplicar o método na identificacdo de Novas Substancias Psicoativas com a
utilizacdio do Indice de Retencdio de Kovats como forma de verificacdo de
identidade.

Combinar Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas com o
indice de Retencdo em uma técnica validada e robusta como ferramenta para a

identificagdo de Novas Substéancias Psicoativas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Novas Substéncias Psicoativas (NSP)

Novas Substancias Psicoativas sao compostos sintéticos desenhados com o objetivo de
reproduzir os efeitos de drogas de abuso conhecidas. As NSP ja sdo um fenémeno global no
qual 119 paises e territorios reportaram apreensdo de a0 menos uma substancia da categoria.
Até dezembro de 2018, as NSP com efeitos estimulantes foram as mais notificadas ao EWA,
sequida pelas NSP sintéticas agonistas dos receptores de canabinoides e pelos alucindgenos
classicos.? Alguns dos subgrupos ou classes de NSP s&o: canabinoides sintéticos, catinonas
sintéticas, cetaminas, feniletilaminas,piperazinas, substancias de origem vegetal e 0 grupo

denominado “outros” que contém substancias diversas.

A dindmica de alteracdo da estrutura molecular das NSP envolve pequenas
modificacdes em sitios da molécula que podem modificar ou ndo sua atividade. Essa pratica
gera dificuldades a comunidade forense, sendo uma delas a aquisicdo de padrdes analiticos

com a mesma velocidade da introdugdo de novas moléculas no mercado de drogas.®

Técnicas analiticas acopladas a Espectroscopia de Massas (EM) vém sendo utilizadas
para identificacdo de NSP. A Cromatografia Liquida (CL) acoplada a Espectroscopia de
Massas tandem (EM/EM) é bastante utilizada para andlises de fluidos biol6gicos, como urina
e sangue, enquanto a Cromatografia Gasosa (CG) é preferencialmente utilizada para

avaliagOes de drogas apreendidas.®

Atualmente, no escopo forense, a técnica de CG/EM é a mais empregada para
identificagdo de NSP.> Com ela, é possivel separar uma mistura de substancias, identificar e
quantificar cada uma delas. Assim, duas informagdes complementares sdo fornecidas: o

espectro de massas e 0s tempos de retencgéo das substancias.’

Durante o processo de identificacdo de uma substancia, os dados do espectro de
massas e 0s tempos de retencdo podem ser comparados aos de um padréo analitico, analisado
nas mesmas condigdes ou obtido na literatura disponivel, ou mesmo serem confrontados com
as bibliotecas de busca disponiveis nos softwares dos equipamentos. Para o caso das NSP, as
formas tradicionais de analise qualitativa frequentemente ndo sdo totalmente eficazes, devido

a indisponibilidade de padrdes analiticos.®



3.2 Indices de Retenco aplicados as NSP

A identificacdo da grande variedade de NSP disponivel no mercado ilicito de drogas
frequentemente nao pode ser realizada por meio da comparacdo com padrdes analiticos. O
termo “non-target analysis ” reflete esta limitacdo, na qual a identificacdo dependera de dados

instrumentais, como o espectro de massas e o tempo de retencéo.’

A utilizacdo da técnica de Cromatografia Gasosa fornece o tempo de retencdo do
analito. A fim de que a informacdo associada ao tempo de retencdo possa ser utilizada como
forma de identificacdo de substancias, ela deve ser registrada de sorte a se tornar comparavel
entre instrumentos, para ser mais independente das condigdes experimentais.® Uma
ferramenta utilizada para realizar essa comparacio é o indice de Retencéo (RI) que relaciona
0 tempo de retencio do analito aos tempos de retencdo de outros dois padrdes.® Para algumas
substancias, a informacdo de seus indices de Retencdo consta em bancos de espectros de
massas. Tais informagGes podem ser utilizadas para incluir ou excluir uma substancia durante

o procedimento de identificacdo.®

O emprego de uma mistura de n-alcanos como padrdes normalizadores do tempo de
retencdo do analito foi proposta por Kovats em 1958, publicado na revista Helvetica Chimica
Acta em artigo intitulado “Gas-chromatographische Charakterisierung organischer
Verbindungen Teil 1 : Retentionsindices aliphatischer Halogenide, Alkohole, Aldehyde und
Ketone” que utilizou como base a linearidade da relacdo entre o logaritmo do tempo de
retencdo ajustado (ou seja, o tempo de retencdo do analito subtraido pelo tempo de retencédo
do solvente) com o nimero de carbonos dos alcanos que eluem imediatamente antes e

imediatamente depois da substancia de interesse.®

Estudos recentes buscam informacdes a respeito da reprodutibilidade do indice de
Retencdo de Kovats (IRK) para identificacdo de substancias. Miyagawa e colaboradores
provocaram varia¢fes da média da velocidade linear do gas de arraste (fluxo do gas de
arraste) e do comprimento da coluna Rtx-5MS aplicadas a identificacdo de pesticidas e de
metil-ésteres de &cidos graxos.!® Os resultados obtidos indicaram estabilidade do indice ao
manter a velocidade linear do gas de arraste constante, mesmo que houvesse alteracdo do
comprimento da coluna cromatogréafica. O Indice foi capaz de distinguir moléculas que
apresentam espectros de massas similares e, quando calculado a partir de medicGes em

momentos diversos, apresentou reprodutibilidade aceitavel.'°



Diversas moléculas de NSP apresentam espectros de massa semelhantes,
especialmente para os casos em que a anélise é conduzida por meio de ionizacdo por Impacto
de Elétrons.'! Para esses casos, 0 emprego de indices de Retencdo como forma de diferenciar

substancias de espectros similares apresenta-se como uma alternativa viavel.

Trabalhos que utilizam a técnica de CG/EM para identificacdo de diferentes classes de
NSP estdo disponiveis na literatura cientifica. Em 2014, Leffler e colaboradores analisaram 14
amostras de apreensdes e identificaram 10 catinonas sintéticas utilizando GC/EM. Em 2010,
Emanuel e colaboradores caracterizaram pela primeira vez os componentes vendidos pelos
nomes de “Gold Spirit”, “Gold” e “Diamond”. Os pesquisadores encontraram os canabinoides
sintéticos CP 47497-C8, JWH-018, dentre outras substancias. Ndo obstante, metodologias que
utilizam CG/EM foram (teis para identificar o canabinoide sintético JWH-018 na Alemanha e

impulsionaram sua proibico no pais.?

Baron e colaboradores utilizaram a referida técnica para caracterizar sete amostras de
diferentes NSP adquiridas online. A equipe verificou que, dentre o total, seis amostras néo

continham a substancia informada ao usuario.!?

A técnica analitica de CG/EM também pode ser utilizada para identificacdo de
piperazinas e aminoindanos'?, além de ter sido empregada por Jermain e colaboradores para a

identificagdo de Salvinorina A em amostras de Salvia Divinorum.*

A utilizacdo do Indice de Retencdo de Kovats, aplicado a identificacio de 15 Novas
Substancias Psicoativas em CG/EM avaliou, em estudo desenvolvido por Kelly e
colaboradores, a incerteza ou variabilidade dos Indices em equipamentos diferentes, além da
variacdo observada nos espectros de massas utilizando o mesmo equipamento e também

comparando-0 a outros equipamentos.®

No referido estudo, as diferentes NSP foram divididas em trés solucées. O “Mix Azul”
era composto por 2,5-dimetoxi-4-iodoanfetamina, 251-NBOMe, anfetamina, butilona e JWH-
018. O “Mix Vermelho” possuia, em sua constituicdo, as substancias 1-(3-
clorofenil)piperazina, 4-fluoroanfetamina, 25C-NBOMe, benzilpiperazina e UR-144,
enquanto o “Mix Amarelo” era constituido por 5-MeO-AMT, dimetiltriptamina, MDMA,
mefedrona e AH-7921°. As classes de drogas empregadas no trabalho sdo feniletilamina,
drogas classicas, canabinoides sintéticos, piperazina, triptamina, catinonas sintéticas e

opioides sintéticos.



Adicionalmente, trés diferentes montagens de equipamentos de CG/EM foram
avaliadas, todas empregando colunas com composicdo (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane e
variando apenas o modelo dos equipamentos, a marca da coluna e suas dimensdes, a
temperatura de injecdo e a rampa de temperatura.

O estudo descrito apresentou valores calculados de Desvios Padrdo Relativos
inferiores a 0,35% para a variavel indice de Retencio de Kovats, levando em consideragio
todos os equipamentos e compostos avaliados, 0 que ressalta a elevada precisdo do método. A
maior diferenca em unidades de indice de Retengdo entre instrumentos, para um Unico

composto, foi de 37,0.°

A utilizacio da técnica de CG/EM para identificacio de NSP por meio do Indice de
Retencdo de Kovats mostra-se promissora, tendo em vista que, durante a realizacdo da
pesquisa, a Policia Federal recebeu, por meio do European Monitoring Centre for Drugs and
Drug Adiction (EMCDDA), requerimento de avaliagdo de reprodutibilidade de um método de
CG/EM com Indice de Retencdo em desenvolvimento pelos peritos Tamas Csesztregi e David
Boros no Hungarian Institute for Forensic Sciences, conforme apresentado no 23rd annual

meeting of ENFSI Drugs Working Group. 1°



4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

A separacdo por meio de métodos cromatograficos baseia-se na distribuicdo da
amostra entre uma fase estacionaria (FE) e uma fase mével (FM) durante o transporte através
de, por exemplo, uma coluna. Os compostos retidos mais fortemente na FE movem-se mais
lentamente através da coluna e seus sinais levam um maior tempo para surgir nos

cromatogramas.

O processo de eluicdo consiste no arraste da amostra através da coluna por adicéo
continua da FM. Dessa forma, a eficiéncia da separacdo de dois analitos depende da
velocidade de eluicdo e a resolucdo da coluna é proporcional a raiz quadrada do nimero de
pratos tedricos.®

A fase mével em CG é chamada de gas de arraste e deve ser quimicamente inerte.
Nesse sentido, o gas hélio é comumente utilizado, assim como o hidrogénio e nitrogénio®. A
fase estaciondria que recobre a parede da coluna, normalmente, € um liquido viscoso de alto
ponto de ebulicdo. Ele deve ser estavel e inerte, pois a interacdo desses polimeros com o
analito pode acarretar alargamentos do pico cromatografico.

As duas formas mais utilizadas de injecdo da amostra sdo 0 modo Split - método
comum em colunas capilares no qual apenas uma parte da amostra vaporizada € transferida a
coluna e utilizado no presente estudo — e 0 modo Splitless — no qual toda a amostra vaporizada

é transferida, comumente usado para solugdes pouco concentradas.®

Entre o injetor e o detector encontra-se a coluna cromatografica propriamente dita. Sua
temperatura é uma variavel importante para se obter boa resolucdo. Para isso, usa-se a
programacao de temperatura, com a qual a temperatura da coluna ¢ alterada, na medida em
que a separacdo se processa, de tal forma que a afinidade de uma substancia pela FM ¢é
modificada e os compostos mais fortemente ligados a FE possam sair no cromatograma em
tempos aceitdveis, sem que a resolugdo dos sinais dos compostos mais volateis seja

comprometida.t®

Apols a passagem pela coluna, os componentes da amostra alcangam o detector,
dispositivo que gera sinal elétrico que indicara o tempo da passagem de cada substancia pela

coluna. Para o presente estudo, empregou-se um Espectrémetro de Massas (EM) que tem seu
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funcionamento baseado na conversdo de moléculas neutras em ions e sua separacdo em

funcéo da razdo entre o valor de sua massa e de sua carga.

Um espectro de massa apresenta a intensidade dos ions detectados contra o valor
correspondente da relacdo massa/carga (m/z). Esse valor surge ao ionizar a amostra, acelerar e
separar 0s ions resultantes, por meio de campos elétricos e magnéticos, segundo a razéo entre

suas massas e cargas elétricas.!’

Uma forma comum de ionizacdo em espectroscopia de massas, utilizada neste projeto,
¢ a ionizacao por impacto de elétrons (EI) na qual um filamento aquecido emite elétrons que
sdo acelerados por meio de um potencial de 70 eV. Algumas moléculas do analito absorvem
essa energia e se ionizam, podendo gerar o correspondente ion molecular M*, que possui uma
carga positiva apos perder um elétron, ou efetuar reacfes de rearranjo ou fragmentacdo. Os

jons produzidos s&o acelerados em direcao ao analisador.®

O analisador de massas mais comumente utilizado em associagdo a cromatografia
gasosa é o do tipo quadrupolo na qual cilindros metélicos paralelos sdo submetidos,
alternadamente, a potenciais de radio frequéncia ou a correntes elétricas que propiciam

interacOes diferentes dos fons relacionadas a razdo m/z.t’

O analisador quadrupolo linear, frequentemente encontrado nos equipamentos de
CG/EM, apresenta maior eficiéncia de captura e de aprisionamento que a técnica de captura
de ions (ion trap) por quadrupolo tridimensional. O método seleciona ions pelo valor de sua
razdo m/z para serem transmitidos através de um filtro. Um coletor de ions linear cria pogos
de potencial para coletar os ions em sua parte central. Ao variar o potencial a qual o sistema
estd submetido, ions com valores especificos de m/z sdo orientados em direcdo aos
detectores.!® Esse detector varre as massas diversas vezes durante a separagio cromatografica

e um grafico em funcéo da intensidade de fons na sua razio massa/carga € gerado.’

A forma mais rapida e simples de se identificar NSP é utilizar o registro gerado pela
técnica de CG/EM com ionizagéo por impacto de elétrons (El) e comparar os dados obtidos as
bibliotecas disponiveis.!! Assim, pode-se considerar a técnica de CG/EM por ionizagio de
elétrons como instrumentacdo chave para identificacdo de amostras apreendidas no cenario

forense.!8
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4.2 Indice de Retencéo de Kovats

A normalizagdo do tempo de retencdo de analitos utilizando padrbes de n-alcanos
como referéncia foi proposta por Ervin Kovats em 1958 e utilizou como fundamento a relagédo
entre o logaritmo do tempo de retencdo ajustado do analito com o numero de carbonos dos

alcanos que eluem imediatamente antes e imediatamente depois da substancia de interesse.’

O Indice de Retencio de Kovats (IRK) relaciona tempos de retencdo sujeitos as
mesmas condi¢des, diminuindo assim sua dependéncia a pequenas variagdes experimentais.’
Assim, enquanto os tempos de retencdo podem variar a depender de fatores tais como fluxo
do gés de arraste ou rampa de temperatura, os valores de Indice de Retencdo de Kovats se
mostram constantes dentro de certas variagdes de condicdes.

O IRK tem como base a relacao linear entre o tempo de retencdo ajustado do analito e
0 nimero de carbonos dos alcanos proximos. A Equacéo 1 é utilizada para o calculo do indice

de Retencdo de Kovats em métodos isotérmicos.*®

log tk(x)—logtk(z)

[ =100Z+ 100 Equacéo 1

logth z41)108 R (2

Para os casos de programacdo de temperatura, nos quais a temperatura do forno do
Cromatografo Gasoso ndo € constante, a versao linear da Equacdo 1 (Equacdo 2) apresenta

melhores resultados.®

t; -t
I =100 Z 4+ 100 2&_R& Equagéo 2

’

Rz+1)~ tR(Z)

Onde Z é o numero de carbonos do alcano que elui imediatamente antes da substancia

de interesse, ¢y, € 0 tempo de retencdo ajustado da substancia de interesse, t;,, € 0 tempo

de retencdo ajustado do alcano que elui imediatamente antes da substancia de interesse e

thiz+1) é 0 tempo de retencdo ajustado do alcano que elui imediatamente ap0s a substancia de
interesse.

As operacBes matematicas que envolvem a equacdo empregada no célculo do indice
de Retengdo de Kovats (IRK) permitem que o tempo de retencdo ajustado seja substituido
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pelo tempo de retencdo bruto, do qual ndo se subtrai o tempo de retencdo do solvente.®% A
operacdo descrita ndo apresenta prejuizo aos calculos, pois a utilizacdo de injetores
automaticos e colunas capilares minimizou as variacdes outrora identificadas e corrigidas pelo
uso da subtracdo do tempo morto, gerando o tempo de retencdo ajustado. Essa é a equacao

utilizada para os calculos dos Indices de Retencdo de Kovats no restante deste estudo.

IRK = 100 Z + 100 —2X=R® Equacdo 3

trz+1)~ tR(2)

O emprego do indice de Retencdo de Kovats para identificacdo de drogas remonta ao
século passado. Em 1970, o indice, em sua versdo linear, foi empregado para identificacio de
drogas por cromatografia gasosa com colunas empacotadas. Ja em 1982, Schepers e
colaboradores utilizaram colunas capilares em métodos com programacao de temperatura para
calcular Indices de Retencdo de Kovats lineares para drogas.?! A variabilidade dentre os
valores calculados dos Indices de Retencdo de Kovats entre laboratérios, comparando-se

colunas capilares e empacotadas, é da mesma ordem (em torno de 50 unidades de medida).®

Por se relacionar ao tempo de retencdo de um analito, o indice de Retencdo de Kovats
pode ser influenciado, dentre outros fatores, pelo fluxo do géas de arraste’ e pela rampa de
temperatura empregada no método.”® Por consequéncia, aumentar a confiabilidade na
identificacdo de substancias utilizando CG/EM em diferentes locais, implica obter

reprodutibilidade interlaboratorial dos indice de Retencdo de Kovats.?

Os Indices de Retenco de Kovats sdo ferramentas importantes para a identificagio de
substancias as quais ndo possuem padrdes analiticos certificados de facil acesso, uma vez que
podem ser utilizados como instrumento para reconhecimento de um pico cromatografico ou
também podem ser empregados para eliminar hipoteses de possiveis correspondéncias durante
uma pesquisa de identificagdo. E por este motivo que tal ferramenta foi selecionada para o
presente estudo, uma vez que se apresentou como forma eficaz de identificar Novas
Substancias Psicoativas sem o emprego de padrdes analiticos certificados, muitas vezes

indisponiveis no mercado ou de dificil acesso na rotina pericial.
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4.3 Validacao de métodos analiticos qualitativos

Os laboratorios devem garantir a qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos ao
se utilizar métodos analiticos. Para assegurar que os resultados analiticos sdo adequados ao
objetivo proposto, um meétodo deve ser validado, previamente a sua implementacdo em rotina.
Assim, é possivel afirmar que a validacdo estabelece a adequagdo do método analitico ao seu
proposito.

De acordo com a Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO), a validacdo de
um método é definida como “confirmagdo, por meio de exame ¢ fornecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para um uso pretendido especifico ou para uma aplicagdo foram

atendidos”.?®

Durante a validacdo, diversas figuras de mérito sdo avaliadas, a depender do tipo de
método e de seu objetivo. Segundo a Orientacdo Sobre Validacdo de Métodos de Ensaios
Quimicos do INMETRO, métodos qualitativos, em regra, exigem o estudo de especificidade
ou seletividade, robustez e limite de detecgdo.?®

Métodos qualitativos sdo definidos pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) como sendo “a andlise na qual substincias sdo identificadas ou
classificadas baseando-se em suas propriedades quimicas ou fisicas”. Para 0 U.S. Food and
Drug Administration (FDA), método qualitativos sdo aqueles em que as substancias sdo
analisadas baseando-se em suas propriedades quimicas, fisicas ou bioldgicas. Além disso, as
respostas fornecidas por esses métodos devem ser apresentadas no formato de “presenga” ou

“auséncia” dos analitos.?*

4.3.1 Seletividade

A seletividade de um método quantitativo se refere a capacidade do método de
distinguir o analito das demais substancias.?* Um método capaz de identificar apenas um
analito é denominado especifico, enquanto o que é capaz de identificar diversas substancias e

diferencia-las é denominado seletivo.?

Para um método qualitativo, seletividade diz respeito a capacidade do método de
identificar corretamente uma amostra negativa, que € aquela que ndo apresenta o analito em

sua composicao.?*
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4.3.2 Limite de Deteccéo

O limite de deteccdo indica a menor quantidade da substancia em questao que pode ser
identificada pelo equipamento. Ele € medido levando em consideracdo a razdo sinal/ruido ou

a concentracio da substancia que, a certo grau de confianca, apresenta-se maior que zero.?®

4.3.3 Robustez

A robustez assinala a estabilidade de um método frente a pequenas variacdes.? Para
determinar a robustez, pode-se recorrer ao Planejamento Fatorial, que permite avaliar a forma
com que a resposta varia de acordo com alteracbes realizadas em alguns fatores

selecionados.?®

4.3.4 Fator de Separacéao

Segundo Collins e demais colaboradores, o fator de separacdo pode ser calculado
conforme a Equacdo 4, onde ty, é 0 tempo de retengdo ajustado de uma substancia e tp, € 0
tempo de retencdo ajustado da substdncia que elui imediatamente antes (tp = tg —
tsowente)-> NO entanto, para o presente estudo, esse valor foi calculado utilizando os tempos
de retencgéo brutos, ou seja, sem a subtracdo do tempo de retencdo do solvente, pois a grande
quantidade de solvente que passaria pelo Quadrupolo seria capaz de diminuir a vida Gtil do

filamento, responsavel pela geracdo dos elétrons de ionizacao.
t’
= R Equacéo 4
tR1

4.3.5 Resolugéo
A medida de resolucdo indica o quéo separados estdo dois sinais adjacentes, conforme

Equacéo 5.2

_ (235/2)(tray— tr(@)
Wsom)+ Wso(a)

R Equacédo 5

Onde tr € 0 tempo de retencdo de cada composto e Wso € a largura do sinal a meia

altura, expressa em minutos.?
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Segundo Carol Collins e colaboradores, valores de resolucdo superiores a 1,5 indicam

separacdo completa da mistura.®

4.3.6 Numero de Pratos Teoricos
O ndmero de pratos tedricos é uma funcdo da eficiéncia que descreve o poder de
separagdo da coluna e pode ser calculado pela Equacdo 6, onde W, é a largura do pico, em

minutos, em sua base.®
N =16 (-%)2 Equacéo 6
Wp

Um prato teorico corresponde a um estagio de equilibrio entre a fase estacionéria e a
fase movel (gas de arraste). Quanto maior o nimero de pratos tedricos de uma coluna, maior é

a chance de separacao cromatografica dos analitos.

4.3.7 Fator de alargamento ou tailing
O fator de alargamento é capaz de medir a assimetria dos picos. Essa figura de mérito

pode ser avaliada segundo a Equagéo 7.%°

t = 50 Equacéo 7

2Xty

Na qual W5, indica a largura, em minutos, do sinal a 5% da sua altura e tw € a
distancia, em minutos, entre o inicio do sinal e seu tempo de retengdo, medida a 5% da
alura.?s

E importante observar que valores mais proximos da unidade indicam sinais mais
simétricos. Valores de t maiores que a unidade indicam sinais com cauda, enquanto valores
menores que a unidade apontam picos com distorc¢des frontais.

A assimetria frontal esta frequentemente relacionada ao excesso de amostra injetada
ou a temperaturas do forno abaixo da ideal. As caudas se apresentam, normalmente, devido as
falhas na injecdo da amostra ou por conta de absor¢do na fase estacionaria da coluna

cromatogréafica.®
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4.3.8 Precisdo
Segundo a Orientacdo Sobre Validagdo de Métodos de Ensaios Quimicos do
INMETRO, a precisdo avalia a dispersdo de resultados entre ensaios e é habitualmente

descrita pelo Desvio-Padrio ou Coeficiente de Variacio (CV) das medidas.?®

O Coeficiente de Variacdo, também chamado de Desvio Padrdo Relativo (DPR) é
calculado conforme Equacéo 8, a seguir:

CV=DPR=(DP

CMD

)x 100 Equacéo 8 &

Onde DP é o desvio-padrdo e CMD ¢ a concentracdo média determinada. Para o caso
do presente estudo, a concentragdo é mantida constante durante a validacdo, pois a resposta
que se deseja avaliar é a precisdo nos calculos dos Indices de Retencdo de Kovats. Por esse
motivo, o valor de CMD foi substituido pelo valor médio dos indices de Retencéo de Kovats

(IRK), segundo descrito a seguir:

CV = DPR = (=) x 100 Equacio 9

n
Zi=1IRKi
n

IRK = Equacéo 10

Onde: IRK; = indice de retencdo de Kovats para a medicédo i; n = nimero de medigdes
efetuadas.

Como forma de avaliar o intervalo observado dos valores calculados para o indice de
Retencdo de Kovats de cada substéncia, os Intervalos de Confianca (I.C.) foram calculados
conforme Equagéo 11:

1.C.= tg, X DP Equacdo 11

Onde DP ¢é o desvio-padrdo, calculado como a raiz quadrada da variancia, gl séo os

graus de liberdade e « é o nivel de confianca aplicado. Para o presente estudo, a = 95%.

A Resolugéo da Diretoria Colegiada — RDC n°. 166 de 24 de julho de 2017, que dispde

sobre a validacdo de métodos analiticos e da outras providéncias, prevé que os critérios de
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aceitacdo para a precisdo deverdo ser definidos e justificados levando em consideragdo o
objetivo do método, sua variabilidade intrinseca, dentre outros possiveis critérios. Para o
presente estudo, foi utilizada a comparacdo dos valores de desvios padréo relativos calculados

aos encontrados em literatura.

4.3.8.1 Repetibilidade

A repetibilidade representa o grau de concordancia entre resultados de experimentos
realizados sob as mesmas condi¢des de medi¢cdo, mesmos operadores e mesmo local, em curto
intervalo de tempo. Para avaliar a repetibilidade do método, o nimero minimo de repeticdes
para cada nivel de concentragio €, comumente, entre seis e quinze.?®

De acordo com a RDC n°. 166/2017, a repetibilidade devera ser avaliada utilizando
“no minimo, nove determinagoes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou
seja, trés concentragdes: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel ou seis réplicas
a 100% (cem por cento) da concentragdo do teste”.

A repetibilidade é ilustrada pelo célculo do Desvio Padrdo Relativo, conforme

Equacdo 9, e da estimativa da variancia das medicdes (s?), calculada conforme a seguir:

52 = LizaURK_ TRR)® Equago 12
n-—1
4.3.8.2 Precisdo Intermediaria
A precisdo intermediaria indica a precisdo do método, sob as mesmas condi¢cdes de
medida, avaliada ao longo do tempo. Além do lapso temporal, a analise da precisao
intermediaria também pode incluir alteracGes de analistas e de equipamentos de forma a

representar a variagio dos resultados em um laboratério.

4.3.8.2 Reprodutibilidade ou Precisédo Interlaboratorial
Trata-se da analise de precisdo do método quando aplicado em outro laboratério e

também pode ser medido pelo Desvio Padrdo Relativo.?

4.4 Planejamento Fatorial Fracionado

Conforme disposto na sec¢do 4.3.3, o Planejamento Fatorial Fracionado pode ser usado

como ferramenta para auxiliar na avaliacdo da robustez, ja que permite alterar diversos fatores
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de forma simultanea, reproduzindo com maior fidelidade as alteragcdes da rotina de uso do
método. S&o denominados fatores os parametros que podem ser variados durante o teste de
robustez. Cada um dos fatores selecionados sdo testados em diferentes niveis: valores, para 0s
casos quantitativos; classes, para fatores qualitativos.”® Os planejamentos de dois niveis

costumam representar os niveis alto e baixo com sinais de (+) e (-), respectivamente.?

Um Planejamento Fatorial de dois niveis e n fatores, necessita de 2" experimentos para
avaliacdo de todas as varidveis. Para os casos em que a validacdo apresentar elevada
quantidade de fatores, o que implicaria em um crescimento exponencial do nimero de
experimentos requeridos, a técnica de Planejamento Fatorial Fracionado pode ser
empregada.?®

A diminuicdo no numero de experimentos proporcionada pelo Planejamento Fatorial

Fracionado é possivel devido a dois aspectos:

e Para a maioria dos casos experimentais, as interacdes de ordem elevada entre

os fatores apresentam valores pequenos e ndo sao estatisticamente relevantes;

e A medida em que o nimero de fatores aumenta, também aumenta a chance de

algum dos fatores ndo exercer influéncia sobre a resposta.

Baseado no nimero de experimentos, é possivel definir a quantidade de fatores que
podem ser determinados de forma independente, pois um grau de liberdade sempre sera
utilizado para o célculo da média, enquanto os demais serdo utilizados para o calculo dos

fatores e de suas interagdes.?

Para o presente estudo, cada condicdo experimental gerou como resposta 0s tempos de
retencdo de cada substancia analisada. Por sua vez, os tempos de retencdo foram utilizados
para o célculo dos indices de Retencdo de Kovats para cada uma das substancias em questdo,
conforme Equacdo 3. Dessa forma, os efeitos analisados sdo baseados nos valores calculados

para os Indices de Retencéo de Kovats.

A notacdo que descreve um Planejamento Fatorial Fracionado de n fatores de dois
niveis e k experimentos pode ser descrita como 2"*, de tal forma que o resultado da operagdo
seja 0 numero de experimentos k, ou seja, k = 2"*. Em um planejamento fatorial completo,
ndo existe a necessidade de confundir efeitos principais com interacbes. No caso de
planejamentos fatoriais fracionados, o modo como os diferentes fatores e suas interagdes estéo

relacionados é definido por suas relagdes geradoras.
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O numero de fatores que compdem a relagdo geradora com menor numero de fatores
de um fatorial define a Resolucdo do planejamento.?®? A Resolugdo de um Planejamento
Fatorial pode ser definida como a menor ordem, acrescida da unidade, das interacdes que

podem se confundir com os efeitos principais.

A Resolugdo representa a limitacdo imposta tanto pelo ndmero de experimentos
realizados (k) — pois s é possivel avaliar k-1 fatores — quanto pela escolha do Planejamento
Fatorial Fracionado que obriga a confundir fatores. Assim, quanto maior a Resolugdo, menos
se confundem os efeitos principais, ja que interacGes de ordem elevada s@o pouco frequentes
em fendmenos naturais.

A Tabela 1 descreve os ensaios realizados no presente estudo e indica também a forma
de selecionar as variacGes dos niveis alto e baixo para cada corrida para gerar a matriz do

planejamento.

Tabela 1 — Planejamento Fatorial Fracionado das corridas cromatogréaficas.

Fator 1 | Fator2 | Fator3 | Fator4 | Fator5 | Fator 6
Robustez 1 -1 -1 -1 -1 1 1
Robustez 2 1 -1 -1 1 -1 -1
Robustez 3 -1 1 -1 1 -1 1
8 [Robustez4 | 1 1 -1 -1 1 -1
§ Robustez 5 -1 -1 1 1 1 -1
© Robustez 6 1 -1 1 -1 -1 1
Robustez 7 -1 1 1 -1 -1 -1
Robustez 8 1 1 1 1 1 1

Com a finalidade de se estimar a variancia dos efeitos, foram realizadas réplicas de
cada uma das oito corridas. Assim sendo, o calculo dos efeitos pode ser feito subtraindo-se a
média dos resultados para as corridas de nivel alto da média dos resultados para as corridas de

nivel baixo.

l=y,—y_ Equacéo 13

Onde y representa genericamente a resposta medida que, no presente trabalho, é o

indice de Retencio de Kovats.
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No caso do planejamento em estudo, o calculo dos fatores resulta na seguinte equacéo.

[ = V41+V121V43+tV4a Y1tV 2+Y_3+V_4
4 4

Equacéo 14

Onde y,; representa a média das replicatas da primeira linha do planejamento fatorial
em que o fator avaliado apresenta nivel alto. Analogamente, y_; representa a media das

replicatas da primeira linha do planejamento fatorial em que o fator avaliado apresenta nivel
baixo e assim sucessivamente.

Assumindo-se que as medicBes sdo estatisticamente independentes e que possuem a

mesma variancia (sZ), a variancia de um efeito (s?) pode ser calculada por®:

= = Equacéo 15

Por sua vez, a variancia das medidas (s7) pode ser estimada com oito graus de

liberdade por intermédio da variancia agregada (do Inglés, pooled) de todas as variancias
calculadas em cada uma das condic¢des experimentais.

2 52 +s2+s2+sZ+s2+s2+52+5sE

Sy 5 Equacéo 16
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5. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental do trabalho em questdo foi desenvolvida no Servigo de Pericias
de Laboratorio e de Balistica do Instituto Nacional de Criminalistica do Instituto Nacional de
Criminalistica da Policia Federal (SEPLAB/INC/PF), em Brasilia.

Como tentativa inicial de enfrentamento do tema da identificacdo das Novas
Substancias Psicoativas, em 2014, previamente ao inicio deste projeto, 0 método denominado
“Drogas Sintéticas” foi elaborado por Peritos Criminais Federais no SEPLAB, com base nos
métodos descritos pelo Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs

(SWGDRUG) e era 0 método empregado nas analises de rotina pelo SEPLAB.

Para o desenvolvimento do método deste estudo, levou-se em consideracdo a
disponibilidade de equipamentos nas demais Unidades Federativas do Brasil, além da
dificuldade de aquisicdo de padrdes analiticos, razdo pela qual a técnica de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) por meio do indice de Retencdo de

Kovats das substancias foi selecionada.

Para aumentar a confiabilidade na identificacdo de substancias utilizando CG/EM em
diferentes locais, 0 método desenvolvido neste estudo foi validado com a utilizacdo de mais
de um equipamento de CG/EM e possui como propdsito a implementacdo em outros
laboratdrios parceiros. As figuras de mérito avaliadas foram Seletividade, Robustez, Fator de
Separacdo, Resolucdo, Numero de Pratos Tedricos, Fator de Alargamento ou Tailing,

Repetibilidade e Precisdo Intermediaria.

As figuras de mérito Resolucdo e Fator de Alargamento foram executadas pelo

software Chemstation da Agilent em sua funcdo Performance Report. O software emprega as

Equacdes 5 e 7 para analise das variaveis, respectivamente.

Para a andlise da Repetibilidade e por ndo haver alteracdo de concentragdes no
experimento realizado, optou-se pelo emprego de seis réplicas para sua avaliagdo, por meio do
célculo com a média do indice de Retencio de Kovats, atendendo o preconizado na RDC n°.
166/2017 e na Orientacdo Sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos do INMETRO.

A figura de mérito Precisdo Intermediéria foi avaliada por meio das Equagdes 9, 10,

11 e 12, realizando-se corridas cromatograficas em dias distintos e utilizando dois

equipamentos de Cromatografia Gasosa Agilent, modelo 6890N acoplados a Espectrometria
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de Massas Agilent modelo 5973 inert, denominados neste estudo de CGEM_A e CGEM_B. O
primeiro calculo da Precisdo Intermediéria envolveu a anélise, em um mesmo equipamento,
em dois dias diferentes. A segunda avaliacdo da Precisdo Intermediaria combinou corridas de

dois equipamentos diferentes, em dias diferentes, com intervalo de tempo de trés meses.

Para o presente estudo, optou-se por utilizar a figura de mérito Robustez como forma
de avaliar as possiveis alteracfes efetuadas durante a implementagdo do método analitico por

outras unidades periciais.

As diversas realidades dos centros de pericias brasileiros, por vezes ndo permitem a
aquisicdo de equipamentos, colunas, amostras ou padrdes analiticos dentro de determinadas
especificacbes. Por isso, durante a analise da robustez, definiram-se fatores propensos a

variacdes nos demais centros que utilizardo o método.

Foram selecionados seis fatores experimentais — marca e polaridade da coluna, fluxo
do gés de arraste, temperatura do injetor e rampa de temperatura - considerados relevantes na
resposta de cada substancia em termos de indices de retengdo. Para realizar um fatorial
completo com seis fatores, um total de 2% = 64 experimentos seriam necessarios. A fim de
obter uma estimativa experimental da variancia dos fatores, optou-se pela implementacédo de
um numero de experimentos considerado mais razoavel, por meio de um Planejamento
Fatorial Fracionado com oito experimentos em duplicata, totalizando 16 experimentos,
caracterizando assim, um planejamento do tipo 25 em duplicata.

Para o presente estudo de seis fatores, as relacdes geradoras selecionadas foram
1=1234, 1=125 e 1=136. Isso significa afirmar que o célculo da influéncia do fator 4, por
exemplo, estara confundido com as interacGes de 3% ordem entre os fatores 1, 2 e 3. De forma
semelhante, o fator 5 estara confundido com a interacdo de 22 ordem entre os fatores 1 e 2,
enguanto o fator 6 estard confundido com a interacao de 22 ordem entre os fatores 1 e 3.

O menor termo das relacGes geradoras apresentadas acima contém trés fatores e, por
consequéncia, o planejamento implementado serd de Resolucdo Il e é representado pela
notagdo 2%,3. O conceito de Resolugdo de um Planejamento Fatorial é igual & menor ordem,
acrescida da unidade, das interag0es que podem se confundir com os efeitos principais. No
caso apresentado, 0 menor grau das interagfes que podem se confundir com um efeito

principal é 2 e, portanto, a resolugéo é 2+1=3.
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5.1 Amostras utilizadas na etapa de desenvolvimento do método analitico

Para a etapa de comparacéo inicial entre o método “Drogas Sintéticas” com 0S NOVOS
métodos desenvolvidos durante este trabalho (MétodoO1 e Método02), foram utilizados o0s

seguintes padrdes de referéncia certificados, que se encontravam disponiveis no SEPLAB.

e Anfetamina (fabricante Lipomed);

e MDMA (fabricante Lipomed);

e Cocaina (fabricante Inmetro);

e Heroina (fabricante Lipomed);;

e A°-tetra-hidrocanabinol (THC) (fabricante Cerilliant);
e Metanfetamina *

e Mistura de n-alcanos (C7Hz1s a CaoHss) (fabricante Sigma Aldrich).

*A amostra de metanfetamina utilizada foi sintetizada por Peritos Criminais Federais
no SEPLAB.

Os compostos originalmente disponiveis em forma sélida foram dosados de acordo
com as quantidades expostas na Tabela 2, abaixo. O solvente utilizado para todas as amostras

foi o metanol.

Tabela 2 — Quantidades utilizadas para as substancias sélidas durante a comparagéo entre os métodos.

Substancia Massgmrg)e Hea Volume do solvente (mL) | Concentragdo (ppm)
Anfetamina 0,98 2,0 490

MDMA 0,50 1,0 500

Cocaina 0,50 1,0 500

Os padrdes de metanfetamina, THC e da mistura de n-alcanos encontravam-se em
solugéo. Para estes, a concentracéo final obtida foi de 200 ppm.

A solucédo padrdo de heroina encontrava-se dissolvida em metanol com concentracéo
de 272 ppm. Por isso, ela foi utilizada sem manipulagéo.

A escolha das substancias acima relacionadas se deu por meio do pedido de

colaboracdo do Hungarian Institute for Forensic Sciences.!®
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Além dos padrdes analiticos, os padrdes de trabalho utilizados durante o

desenvolvimento do método analitico encontram-se relacionados na Tabela 3. Eles foram
empregados no desenvolvimento dos Método03, Método04, Método05 e Método06, na
validacdo do Método03 e na montagem do Mix de Drogas.

PadrOes de trabalhos sdo amostras apreendidas na rotina policial da PF, que foram
caracterizadas estruturalmente por técnicas analiticas independentes tais como CG/EM,
CLAE-QTOF e RMN, o que os torna aptos a configurarem como referéncia em analises.

A selecdo dos padrbes de trabalho levou em conta a disponibilidade de amostras no
SEPLAB e teve como objetivo incluir o maior nimero de classes de NSP possivel, além de

abranger a janela de tempos de retengdo mais ampla possivel no cromatograma.

Tabela 3 — Selecdo de substancias e suas medidas para etapa de aperfeicoamento inicial do método.

. Classe Mas_sa Volume de Concentracéao do
Substancia Apresentacao medida .
de NSP (mg) Solvente (mL) ativo (ppm)
Salvia Vegetal Origem | ;55 49 1,0 ~373 1
Divinorum vegetal
Metiopro- ,
pamina Pé Outras 0,60 15 400
5-1Al P6 Amino- g 3 1,0 540
indano
5-MeO- . Tripta-
MiPT Po mina 0,72 15 480
Fenile-
25C- , .
NBOMe P6 tllar:ma 0,32 1,0 320
Canabi-
AM-2201 Vegetal noide 50,75 15 Né&o se aplica
sintético
Canabi-
JWH-081 Vegetal noide 51,97 15 N&o se aplica
sintético
Canabi-
Etilona Po noide 0,53 1,0 530
sintético
Efedrina Cristais Classica | 55 15 367
TFMPP . . N .
macerado Comprimido p.Z[?ﬁ;a- 32,53 1,0 Né&o se aplica
TEMPP Comprimido 5,81 1,0 Nao se aplica
lavado

E importante destacar que a concentracdo média do ativo (Salvinorina A) para a

amostra vegetal de Salvia Divinorum foi estimada com base na literatura cientifica*
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O processo de producdo dos canabinoides sintéticos, no qual o sélido ativo é
dissolvido e pulverizado em uma matriz vegetal, impede o célculo da concentracdo do ativo
para as substancias JWH-081 e AM-2201, baseado apenas na massa medida de matéria
vegetal.

Adversidade semelhante se apresenta para o calculo da concentracdo de TFMPP em
seus comprimidos. O comprimido de cor rosa apreendido pela PF possui lidocaina, além da
piperazina. Dessa forma, para avaliar sua possivel interferéncia, parte de uma amostra foi
lavada com acetona para retirada da lidocaina (TFMPP lavado) e parte da amostra foi diluida

apo6s maceracdo (TFMPP macerado).

5.2 Amostras utilizadas na mistura (Mix) de Drogas para o desenvolvimento e validacéo

do método analitico

A etapa seguinte ao aperfeicoamento inicial do método analitico foi a elaboracéo de
uma mistura (Mix) de drogas para que se pudesse prosseguir com a otimizacdo do método e
com sua validagéo.

Os critérios de escolha das substancias selecionadas para compor o Mix foram a
disponibilidade, a época, de padrdes de trabalho no SEPLAB e a varredura completa da janela
cromatografica do método, além da casuistica de apreensdes da Policia Federal, disponivel em
relatorio de atividades do GT.* A listagem dos padrdes de trabalho ndo quantificados das
substancias selecionadas esta disposta na Tabela 4.

Tabela 4 — Selecéo de substancias e suas quantidades utilizadas para etapa de montagem do Mix de

drogas.
Substancia Apresentacéo Classe Quantidade medida
THC Solugdo 192 ppm Droga Classica 2mL
AM-2201 Vegetal Canabinoide sintético 67,55 mg
Salvia Divinorum Vegetal Origem vegetal 148,27 mg
MAM-2201 Vegetal Canabinoide sintético 71,91 mg
JWH-081 Vegetal Canabinoide sintético 36,25 mg
Heroina Po Droga Classica 0,59 mg
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Substancia Apresentacéo Classe Quantidade medida
Anfetamina P6 Droga Classica 0,45 mg
MDMA P& Droga Cléssica 0,98 mg
5- MAPB Po Feniletilamina 0,83 mg
2-FA Po Feniletilamina 0,92 mg
Cocaina PO Droga Cléssica 0,75 mg
U-47700 P6 Opioide 0,60 mg
p-CPP Pé Piperazina 0,96 mg
0-CPP Pé Piperazina 1,00 mg
Metiopropamina P6 Outras 0,76 mg
5-MeO-MiPT PO Triptamina 0,88 mg
5-1Al PO Aminoindano 0,98 mg
N-etilpentilona Pé Catinona sintética 1,16 mg
Efedrina Cristais Droga Cléassica 1,3mg
25C-NBOMe PO Feniletilamina 1,39 mg
Metanfetamina PO Droga Cléssica 0,42 mg

5.3 Equipamentos

Todas as analises foram executadas em equipamentos de cromatografia gasosa
Agilent, modelo 6890N, com injegcdo automatica e volume de inje¢do de 0,2uL, liner inert
Agilent do tipo split acoplado a espectrometro de massas Agilent modelo 5973 inert, detector

do tipo quadrupolo linear.

Durante o periodo inicial de desenvolvimento (no qual houve a comparagdo entre 0s
métodos), ndo havia equipamento dedicado no SEPLAB ao presente trabalho, de forma que

sua escolha era baseada na disponibilidade.
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Assim, as corridas com o método “Drogas Sintéticas” e com 0 método indicado pelo
Hungarian Institute for Forensic Sciences (denominado neste trabalho de Método01) foram
executadas utilizando a coluna da marca Restek Rxi-5Sil MS Crossbond ((5%-Phenyl)-

methylpolysiloxane) de dimensdes 30m x 0,25 mm x 0,25um.

As demais andlises da etapa de desenvolvimento dos métodos foram conduzidas com a
coluna da marca Agilent HP-5 MS ((5%-Phenyl)-methylpolysiloxane) de dimensdes 30m x
0,25 mm x 0,25um. E importante destacar que se tratam de duas colunas de polaridades e
dimensGes idénticas que diferem apenas pela marca do fabricante.

Para a etapa de validacdo do método analitico a coluna cromatogréafica utilizada foi
variada, de forma a abarcar as duas marcas disponiveis (Agilent e Restek) e as duas
possibilidades de polaridades: polaridade mais baixa (100% Dimetilpolisiloxano) e polaridade

mais alta (equivalente a (5%-Fenil)-metilpolisiloxano).

5.4 Métodos
5.4.1. Método “Drogas Sintéticas”

Este método foi desenvolvido previamente a este trabalho por um grupo de Peritos Criminais
Federais no SEPLAB.

Gés de arraste: hélio, 1,1 mL/min, fluxo constante.

Taxa de split 10:1.

Temperatura do injetor: 250 °C.

Temperatura da interface: 280 °C.

Rampa de temperatura: 12 °C/min de 100 °C até 300 °C + isoterma de 300°C por 10 min.
(tempo total: 26,67 minutos).

Coluna: Restek Rxi-5Sil MS Crossbond.

Espectrometro de massas - mass range: 30 — 550 m/z.
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5.4.2 Método01%®

Este método foi implementado utilizando os pardmetros fornecidos pelos peritos
hangaros Tamés Csesztregi e David Boros do Hungarian Institute for Forensic Sciences,

conforme apresentado no 23rd annual meeting of ENFSI Drugs Working Group.

Gés de arraste: Hélio, 1,3 mL/min, fluxo constante.

Taxa de split 40:1.

Temperatura do injetor: 300 °C.

Temperatura da interface: 280 °C.

Rampa de temperatura: 10 °C/min de 80 °C até 315 °C + isoterma de 315 °C por 5 min.
(tempo total: 28,50 minutos).

Coluna: Restek Rxi-5Sil MS Crossbond.

Espectrometro de massas - mass range: 35 — 500 m/z.

5.4.3 Método02

Para possibilitar a identificagdo dos sinais das substancias MDMA e metanfetamina, a
taxa de Split do Método01 foi reduzida para 0 Método02.

Gas de arraste: Hélio, 1,1 mL/min, fluxo constante.

Taxa de split 20:1.

Temperatura do injetor: 300 °C.

Temperatura da interface: 300 °C.

Rampa de temperatura: 10 °C/min de 80 °C até 315 °C + isoterma de 315 °C por 15 min.
(tempo total: 38,50 minutos).

Coluna: Agilent HP-5 MS.

Espectrometro de Massas - mass range: 35 — 500 m/z.

5.4.4 Método03

Com o objetivo de melhorar a resolucdo dos pares de sinais das substancias
anfetamina, 2-Fa e 5-MAPB, MDMA e de tentar separar a coeluicdo da metiopropamina com

a metanfetamina, uma isoterma de 70°C foi inserida no inicio da corrida do “Método02”.
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Essa escolha foi realizada em decorréncia do método elaborado pelo Policia Federal
denominado “Fat Burner”, desenvolvido especificamente para identificacdo de moléculas
similares as anfetaminas, presentes em produtos termogénicos e que eluem no inicio das
corridas e representam um desafio em sua identificacdo durante a rotina pericial.

Para o método “Método03” o tempo utilizado na isoterma inicial adicionada foi de 2

minutos.

Gas de arraste: hélio, 1,1 mL/min, fluxo constante.

Taxa de split 20:1.

Temperatura do injetor: 300 °C.

Temperatura da interface: 300 °C.

Rampa de temperatura: isoterma de 70°C por 2 min + rampa de 10 °C/min de 70 °C até 315
°C + isoterma de 315 °C por 15 min. (tempo total: 41,50 minutos).

Coluna: Agilent HP-5 MS.

Espectrometro de Massas - mass range: 35 — 500 m/z.

5.4.5 Método04

Para este método, uma isoterma de 70°C também foi inserida no inicio da corrida do
“Método02”, por 5 minutos.

Gas de arraste: Hélio, 1,1 mL/min, fluxo constante.

Taxa de split 20:1.

Temperatura do injetor: 300 °C.

Temperatura da interface: 300 °C.

Rampa de temperatura: isoterma de 70°C por 5 min + rampa de 10 °C/min de 70 °C até 315
°C + isoterma de 315 °C por 15 min. (Tempo total: 44,50 minutos).

Coluna: Agilent HP-5 MS.

Espectrometro de Massas - Mass range: 35 — 500 m/z.

5.4.6 Método05

Para este método, a rampa de temperatura do “Método03” foi alterada, de forma a minimizar
0 aquecimento. Ou seja, até 150°C, a taxa de aumento da temperatura foi reduzida de 10
°C/min para 5 °C/min, o que poderia implicar melhor separacdo dos sinais de menores tempos

de retencéo.
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Gés de arraste: hélio, 1,1 mL/min, fluxo constante.

Taxa de split 20:1.

Temperatura do injetor: 300 °C.

Temperatura da interface: 300 °C.

Rampa de temperatura: 5 °C/min de 70 °C até 150 °C + 10 °C/min de 150 °C até 315 °C +
isoterma de 315 °C por 15 min. (tempo total: 47,50 minutos).

Coluna: Agilent HP-5 MS.

Espectrometro de Massas - mass range: 35 — 500 m/z.

5.4.7 Método06

A rampa de temperatura do “Método06” reproduz o modelo do “Método05”. No

entanto, uma isoterma de 2 min a 70° foi adicionada no inicio da corrida.

Gas de arraste: Hélio, 1,1 mL/min, fluxo constante.

Taxa de split 20:1.

Temperatura do injetor: 300 °C.

Temperatura da interface: 300 °C.

Rampa de temperatura: isoterma de 70 °C por 2 min + 5 °C/min de 70 °C até 150 °C + 10
°C/min de 150 °C até 315 °C + isoterma de 315 °C por 15 min. (Tempo total: 49,50 minutos).
Coluna: Agilent HP-5 MS.

Espectrometro de Massas - Mass range: 35 — 500 m/z.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento do metodo analitico

Apdbs receber solicitacdo formalizada no 23rd annual meeting of ENFSI Drugs
Working Group de avaliacdo de reprodutibilidade do método desenvolvido pelos peritos
hangaros Tamés Csesztregi e David Boros no Hungarian Institute for Forensic Sciences, 0s
métodos “Drogas Sintéticas” e “Método01” foram testados com padrdes analiticos
certificados das substancias anfetamina, MDMA, metanfetamina, cocaina, heroina, A°-tetra-
hidrocanabinol (THC) e mistura de n-alcanos.

Foi observado que o método “Método01” apresentou sinais de qualidade
extremamente baixa para a metanfetamina e 0 MDMA, possivelmente devido a elevada taxa
de Split do método (40:1), enquanto o método “Drogas Sintéticas” apresentou sinais de baixa

abundancia para esses compostos, conforme Figura 1.
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Para contornar o problema apresentado, o método “Método01” teve a sua taxa de split
alterada de 40:1 para 20:1. Para prosseguir com a melhoria do método e para evitar que a
temperatura da interface permanecesse inferior a temperatura do injetor, seu valor foi elevado
de 280 °C para 300 °C. Semelhantemente, o tempo da isoterma ao final da corrida foi
ampliado de 5 minutos para 15 minutos e o fluxo do gas de arraste foi igualado aquele do
método “Drogas Sintéticas”, ou seja, deixou de ser 1,3 mL/min e passou a ser 1,1 mL/min.
Essas alteracGes deram origem ao método “Metodo02”.

Depois de verificar que o novo método (“Método02”) era capaz de detectar sinais para
as substancias metanfetamina e MDMA, além das demais substancias testadas (anfetamina,
cocaina, heroina, THC e mistura de n-alcanos), iniciou-se a etapa de avaliacdo dos resultados
obtidos para os trés métodos de forma a permitir a escolha de um método a ser aperfeicoado.

Os cromatogramas obtidos com os trés métodos para as substancias analisadas podem
ser consultados no ANEXO 1.

Com a finalidade de analisar as respostas oferecidas pelos métodos, as seguintes
figuras de mérito foram verificadas:

e Fator de Separacao;
e Resolucdo;
e Eficiéncia;

e Fator de alargamento ou Tailing;

6.1.1 Fator de Separacao

Essa figura de mérito foi calculada apenas para a solucdo padrdo de n-alcanos, para 0s
cromatogramas obtidos com os métodos “Drogas Sintéticas”, “Método01” e “Método02”,
pois € necessario comparar dois sinais diferentes em seu célculo e os cromatogramas dos
demais padrdes ndo apresentavam essa possibilidade, por se tratarem de picos Unicos
advindos de substancias puras.

Isto posto, apo6s contabilizagdo dos valores para todos os pares de sinais subsequentes,
0 menor valor obtido, ou seja, aquele que representa o pior fator de separacdo para cada
método foi selecionado e inserido a seguir, na Tabela 5.
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Tabela 5 —Valores calculados para o fator de separacéo para solucdo padréo de n-alcanos utilizando os

métodos “Drogas Sintéticas”, “Método01” e “Método02”.

) Menor valor de Fator
Método 5 Alcanos correspondentes
de Separacéo

o CasHsz e CagHsa

Drogas Sintéticas 1,040
CaeHs4 € Co7Hse
Método01 1,036 Ca7Hss e CagHsg
. CasHro € CasH72

Método02 1,025
CssH72 € CaeH7a

E possivel observar que o método “Drogas Sintéticas” apresentou o maior valor para o
fator de separacdo, apesar de ndo haver diferenca elevada entre os valores para 0s outros

métodos.

6.1.2 Resolucéo
O célculo da resolucdo, conforme Equacdo 5, levou em consideracdo 0s picos
cromatograficos vizinhos ao pico de interesse. Por esse motivo, assim como para o fator de
separacdo, a resolucdo somente foi calculada para a mistura de n-alcanos, onde cada pico
apresentou um valor de resolugéo calculado.
Para comparar 0os métodos, o sinal cromatografico que apresentou menor valor
calculado de resolucao foi selecionado para compor a Tabela 6, porquanto esse valor indica o

sinal de pior resolucéo para determinado método.

Tabela 6 — Valores calculados de resolugdo para solucdo padrdo de n-alcanos utilizando os métodos
“Drogas Sintéticas”, “Método01” e “Método02”.

. Menor valor de Alcano NuUmero de sinais
Método x .
Resolugéo correspondente na corrida
Drogas Sintéticas 16,46 Ca9Heo 20
Método01 16,83 CogHsg 20
Método02 10,86 CsoHso 31

Segundo Collins e colaboradores, valores de resolucdo superiores a 1,5 indicam

separacio completa da mistura.® Por consequéncia, todos os métodos foram capazes de
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separar 0s sinais da mistura de n-alcanos. O método “Método01” apresentou o maior valor

para a figura de mérito resolucao.

6.1.3 Numero de Pratos Teoricos
Para a montagem da coluna referente aos n-alcanos da Tabela 7, levou-se em
consideragdo o pico de menor valor de nimero de pratos tedricos calculado com o objetivo de

evidenciar o sinal mais critico da corrida.

Tabela 7 — Valores calculados de nimero de pratos teéricos para solucdo padrdo de n-alcanos e para

padroes das drogas utilizando os métodos “Drogas Sintéticas”, “Método01” e “Método02”.

NUmero de Pratos Tedricos (X10°)

Método n-alcanos | Anfetamina MDMA Metanfetamina | Cocaina | Heroina THC

Drogas 178

Sintéticas (C1oH22)

1,26 4,14 x 102 1,37 81,5 119 116

1,20 Né&o

Método01 0,489 Nao detectou 51,2 113 109
(C1oH2) detectou
1,78
Método02 3,90 14,1 546 66,0 101 106
(C11H24)

A partir dos dados apresentados, verifica-se que os valores mais altos da figura de
mérito nimero de pratos tedricos ocorreram para o método “Drogas Sintéticas”, para as
substancias cocaina, heroina e THC. Para as substancias anfetamina, MDMA e
metanfetamina, 0 método que apresentou valores mais altos de numero de pratos teoricos foi o
“Método02”.

Segundo Reviewer Guidance, Validation of Chromatographic Methods do FDA, o
Numero de Pratos Tedricos de um método deve ser superior a 2.000.2” Ou seja, todos 0s

resultados obtidos com os referidos métodos e dispostos na Tabela 7 sdo satisfatorios.

6.1.4 Fator de alargamento ou Tailing
Para a construcdo da coluna da Tabela 8 relacionada a mistura de n-alcanos foram
selecionados os maiores e menores valores de tailing dentre todos os sinais do cromatograma,

de sorte que foi avaliado quéo afastado da unidade os valores calculados se encontravam.
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Tabela 8 — Valores calculados de fator de alargamento ou tailing para solucdo padrdo de n-alcanos e
para padroes das drogas utilizando os métodos “Drogas Sintéticas”, “Método01” e

“Método02”.

Tailing

Método

n-alcanos

Anfetamina

MDMA

Metanfetamina

Cocaina

Heroina

THC

Drogas
Sintéticas

Maior tailing: 1,44
(C1oH22)
Menor tailing: 0,95

5,41

6,19

5,48

1,13

1,30

1,06

(C14H20)

Maior tailing: 1,29

CisH Né&o
Método01 ( 13_ _28) 7,06 N&o detectou 1,35 122 1,10
Menor tailing: 0,95 detectou

(CagHsg)

Maior tailing: 1,25
(C1oH22) 1,62

Menor tailing: 0,99
(CsoHe2)

Método02 1,86 1,33 0,95 110 | 0,95

Ao analisar os valores da Tabela 8, verifica-se que o “Método02” apresentou valores
mais proximos a unidade, representando assim o método com os melhores resultados para a

figura de mérito em questao.

6.1.5 Avaliacdo conjunta das figuras de mérito

Para selecionar um dos trés métodos avaliados inicialmente, as figuras de mérito
descritas acima foram avaliadas em conjunto.

O método “Drogas Sintéticas” apresentou os melhores resultados de Fator de

Separacdo para a mistura de n-alcanos e de Numero de Pratos Teoricos para as substancias

cocaina, heroina e THC. Ja o “Método02” apresentou melhores valores de Tailing para todas

as substancias avaliadas e de Numero de Pratos Teoricos, para as corridas que utilizaram

anfetamina, metanfetamina e MDMA.

Vale ressaltar que os valores obtidos para a figura de mérito Numero de Pratos

Teoricos, em cada um dos métodos, quando analisada para as substancias cocaina, heroina e
THC, apresentaram-se com a mesma ordem de grandeza, sugerindo que as diferengas
numéricas observadas sdo pouco significativas.

Contudo, ao se analisar a mesma figura de mérito para as substancias anfetamina,
metanfetamina e MDMA, é possivel observar significativa diferenca entre os valores obtidos,

evidenciando melhores resultados para o “Método02”.
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Assim, o “Método02” foi selecionado para a continuidade deste trabalho, por ter
gerado resultados satisfatorios para a mistura de n-alcanos, bem como, por ter apresentado
diferencas significativas na comparacdo entre os padrGes de drogas, conforme exposto

anteriormente.

6.2 Aperfeicoamento do método analitico “Método02”
Apos a selecdo do método de partida “Método02”, passou-se a utilizar o Mix de drogas
para aperfeicoamento e validacdo do método.
Os cromatogramas do Mix de drogas e de sua sobreposi¢cdo com o cromatograma da
mistura padréo de n-alcanos, utilizando o “Método02”, estdo representados no ANEXO 2.
Os Indices de Retengdo de Kovats lineares calculados para as componentes do Mix

com base na Equacdo 3 estdo dispostas na Tabela 9.

Tabela 9 — Relagéo das substancias utilizadas no Mix de drogas, seus tempos de retengdo com o
método “Método02” e os indices de Retencéo de Kovats calculados.

Substancia Tempo de Retencéo (min) indice de Retencao de Kovats
Anfetamina 3,080 1123
2-FA 3,117 1127
Metiopropamina 3,647 1180
Metanfetamina 3,647 1180
Efedrina 5,786 1369
5-MAPB 7,607 1524
MDMA 7,653 1528
0-CPP 8,628 1613
5-1ALM 8,974 1644
p-CPP 9,997 1737
N-etilpentilona 11,727 1907
5-MeO-MIPT 14,244 2178
Cocaina 14,709 2232
U-47700 16,527 2454
THC 16,997 2514
25C-NBOME 17,660 2601
Heroina 18,256 2683
Salvinorina 21,278 3133
Salvinorina 21,950 3243
AM-2201 22,502 3335
JWH-210 23,025 3425
MAM2201 23,366 3486
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Substancia Tempo de Retengéo (min) Indice de Retencdo de Kovats
JWH-081 23,556 3518

E importante destacar que a amostra de AM-2201, componente do Mix, quando
injetada de forma isolada, apresentou dois sinais: um pico referente ao AM-2201 e outro, de

maior tempo de retencéo, referente ao JWH-210, conforme representado na Figura 2.

Abundance
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Time-—= 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2500 3000 3200 3400 3600

Figura 2 — Cromatograma utilizando o método “Método02” do AM2201, em metanol, evidenciando
sinal de JWH-210 de tempo de retencdo 23.041 minutos.

De forma semelhante, durante a analise do padrdo de trabalho isolado de Salvia
Divinorum, que também integra o Mix, um cromatograma com diversos sinais foi obtido,
conforme Figura 3. Sabe-se que esse vegetal possui diversos tipos de ativos, como
Salvinorina A — com maior atividade psicoativa — e Salvinorina B, Salvinorina C, entre
outras.'*

No momento da pesquisa, 0 SEPLAB ndo contava com padrdes para cada um dos
tipos de Salvinorinas. Por esse motivo, essas substancias serdo genericamente referidas neste
trabalho como “Salvinorinas”. O agrupamento proposto ndo interfere nos resultados, pois o
foco do estudo €é avaliar a possibilidade de atribuicio de indices de Retencdo de Kovats as
substancias do Mix.

Isto posto a andlise do Mix de drogas possibilitou a avaliagdo de um total de 23

substancias diferentes.
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Figura 3 — Cromatograma da amostra extraida das folhas de Salvia Divinorum com metanol utilizando
o método “Método02”.

Durante avaliagdo do cromatograma do Mix de drogas, observou-se que o “Método02”
ndo apresentou resolugéo suficiente para separar totalmente (R > 1,5) os pares de sinais de
tempos de retencdo 3,080min/3,117min (anfetamina/2-FA) com R = 132 e
7,607min/7,653min (5-MAPB/MDMA) com R = 1,24, amplificado na Figura 4.

&hundance /

12000004

1000000 7807 7653

200000 3117

500000
3.080

400000

200000+

Time> a5 aio afsN  3d  7é0 7w 7bo

Figura 4 — Amplia¢des de dois momentos do cromatograma: os pares de sinais de tempos de retencdo
3,080min/3,117min e 7,607min/7,653min, utilizando o método “Método02”

Outrossim, foi detectada coeluicdo de duas substancias de formulas estruturais
similares: a metiopropamina e a metanfetamina. O sinal referente as substancias apresentou
tempo de retengdo de 3,647min e esté indicado na Figura 5, bem como a lista das sugestdes
feitas pela biblioteca eletrénica e suas estruturas moleculares e o espectro de massas do

referido sinal.
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Figura 5 — Especificacbes da coeluicdo. (a) Ampliagdo do sinal cromatografico indicativo da
coeluicdo da metiopropamina e da metanfetamina. (b) Lista de sugestfes de componentes
gerada pelo software Chemstation. (c) Espectro de massas e formula estrutural da
metiopropamina. (d) Espectro de massas e formula estrutural da metanfetamina. (e) Espectro

de massas do sinal da coeluig&o.

O célculo da resolucdo para os pares de sinais das substancias anfetamina/2-FA e 5-
MAPB/MDMA obtidos com o “Método02” resultou em valores de 1,32 e 1,24,
respectivamente. Buscando separar o sinal da metanfetamina e metiopromamina e com o
objetivo de melhor resolver os sinais iniciais da corrida, foram desenvolvidos os métodos
“Método03”, “Método04”, “Método05” e “Método06”.

A Figura 6 evidencia a melhoria na resolugédo dos picos iniciais, agora com tempos de
retengcdo 5,100min/5,162min (anfetamina/2-FA) e 10,529min/10,578min (5-MAPB/MDMA),
antes ndo bem resolvidos, apds implementacdo do novo método (“Método03”’). Os novos
valores calculados de resolucdo sdo 1,93 e 1,27, evidenciando melhora nos resultados,

comparando-se ao método anterior.
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Figura 6 —Ampliagdes de dois momentos do cromatograma: os pares de sinais de tempos de retencédo
5,100min/5,162min  (anfetamina/2-FA) e 10,529min/10,578min (5-MAPB/MDMA),

utilizando o método “Método03”.

No entanto, a isoterma de temperatura de 70° C ndo foi suficiente para separar o sinal
da metiopropamina coeluida com a metanfetamina, agora com tempo de retencdo de
5,934min. Apesar de a identificacdo dessas moléculas ndo poder ser realizada por meio do
indice de Retencdo de Kovats, a deteccido por espectrometria de massas permite a
identificacdo de ambas as estruturas, a partir de seus padrBes de fragmentacdo. Ainda assim, €
importante salientar que a metiopropamina e a metanfetamina néo sdo substancias comumente

encontradas em misturas apreendidas, o que torna o impacto da coelui¢do ainda menor.

Os cromatogramas obtidos empregando-se os métodos “Método03” e “Método04”
para 0 Mix de drogas estdo disponiveis no ANEXO 3.

Resultado semelhante de resolugdo foi obtido com o método “Método04” (R = 1,42 e
R = 1,29), ou seja, ndo foi alcancado ganho consideravel de resolucdo dos picos iniciais,
enquanto houve aumento no tempo total da corrida. A aproximacdo dos sinais pode ser
consultada na Figura 7. Por esse motivo, o método “Meétodo03” foi considerado mais

adequado, ao se comparar com o “Método04”.
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Figura 7 — AmpliacGes de dois momentos do cromatograma: os pares de sinais de tempos de retencéo
6,904min/7,032min  (anfetamina/2-FA) e 13,460min/13,511min (5-MAPB/MDMA),

utilizando o método “Método04”.

A alteracdo da rampa de temperatura gerou os métodos “Método05” e “Método06™.
No entanto, respostas andlogas as obtidas com o método “Método04” foram obtidas. Ou seja,
ndo houve melhora relevante na resolucdo da separacdo dos dois pares de picos, além de os
métodos ndo terem solucionado a coeluicdo da metiopropamina e metanfetamina. Os
cromatogramas obtidos com 0s métodos “Método05” ¢ “Método06” para o Mix de drogas
estdo dispostos no ANEXO 4.

Ao comparar o tempo total do experimento, para evitar gastos de gas de arraste, de
energia, dentre outros, e para reduzir o tempo de anéalise, a escolha pelo método “Método03”
foi mantida, ja que apresentou valores de Resolucdo superiores 1,25 para ambos os pares de
sinais associado a otimizacao do tempo total da corrida.

Tabela 10 — Relacéo dos valores calculados de Resolugédo dos pares de substancias anfetamina/2-FA e
5-MAPB/MDMA para os métodos avaliados.

Método Resolugéo Resolugéo Tempo total de
anfetamina/2-FA 5-MAPB/MDMA corrida (min)
02 1,32 1,24 38,50
03 (selecionado) 1,93 1,27 41,37
04 1,42 1,29 44,37
05 1,48 1,52 47,50
06 2,26 1,55 49,50
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6.3 Utilizacdo do método selecionado “Método03” para verificagdo dos Indices de
Retencdo de Kovats

O cromatograma da corrida da mistura de n-alcanos utilizando o método selecionado
(“Método03”) esta representado no Anexo 5, sobreposto ao cromatograma do Mix de drogas.
Por meio do Anexo 5 e da Figura 30, é possivel observar que a substancia JWH-081,
componente do Mix possui maior tempo de retengéo no valor de tr = 26,553, evidenciando a
possibilidade de redugdo do tempo total do “Método03” de 41,37 min para 35,00 min,
mantendo, ainda, uma margem de seguranca.

A Tabela 11 lista os tempos de retencéo e os indices de Retengdo de Kovats calculados
com o novo método. Para sua elaboracdo, a funcdo Autointegrate do software Chemstation foi

utilizada.

Tabela 11 — Relagéo das substancias utilizadas no Mix de drogas, seus tempos de reten¢cdo com o

método “Método03” e os Indices de Retencio de Kovats calculados.

Substancia Tempo de Retengédo (min) indice de Retenco de Kovats
Anfetamina 5,100 1123
2-FA 5,172 1128
Metiopropamina 5,934 1180

Metanfetamina

Efedrina 8,568 1370
5-MAPB 10,529 1526
MDMA 10,578 1539
0-CPP 11,578 1615
5-1Al 11,927 1647
p-CPP 12,952 1740
N-etilpentilona 14,720 1912
5-MeO-MiPT 17,219 2180
Cocaina 17,707 2238
U-47700 19,523 2460
THC 19,994 2520
25C-NBOMe 20,651 2607
Heroina 21,251 2689
Salvinorina 24,274 3142
Salvinorina 24,941 3251
AM-2201 25,497 3301
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Substancia Tempo de Retengéo (min) Indice de Retencéo de Kovats
JWH-210 26,021 3435

MAM-2201 26,364 3496
JWH-081 26,553 3528

6.4 Validacdo do método

6.4.1 Seletividade

Durante a andlise do Mix de drogas, foi identificado apenas uma limitacdo de
seletividade relacionada a coeluicdo da metiopropramina com a metanfetamina, conforme
disposto na Figura 5. Apesar de a identificacdo das moléculas ndo poder ser realizada por
meio do indice de Retencio de Kovats, a deteccdo por espectrometria de massas permite que
ambas as moléculas sejam identificadas a partir de seus padrdes de fragmentacio. E por esse
motivo que o software indicou como provavel match as duas moléculas para o sinal em
questao.

Cabe destacar que a metiopropamina e a metanfetamina n&o sdo substancias
comumente encontradas em misturas apreendidas, o que torna o impacto da coelui¢do ainda

menor.

6.4.2 Limite de Deteccao

Para o presente estudo, a figura de mérito limite de deteccdo ndo pode ser estimada,
pois os padrdes de trabalho utilizados para o desenvolvimento e a validacdo do método nédo
passaram pela etapa de quantificacdo. Por isso, ndo foi possivel calcular as concentracfes
utilizadas para montagem do Mix de drogas de alguns compostos e, consequentemente,
avaliar a menor quantidade detectavel pelo método.

A auséncia dessa figura de mérito ndo sera impactante ao trabalho, por se tratar de um
método qualitativo. E importante destacar que o método selecionado é capaz de operar ao se
empregar as concentragdes habituais de amostragem das apreensdes, de forma que a auséncia

da informacéo do limite de detec¢do do método ndo acarretara em prejuizos ao analista.

6.4.3 Fator de Separacao

A figura de mérito fator de separacéo foi calculada para o Mix de drogas, utilizando o
“Meétodo03”. Os valores para os pares de sinais estdo representados na Tabela 12, obtidos por
Rz

meio da Equacéo 4, utilizando os tempos de retencdo brutos: a =
R1
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Tabela 12 — Valores calculados para o fator de separacdo para o Mix de drogas utilizando o
“Método03”.

Substancia Fator de Separacdo
Anfetamina / 2-FA 1,014
2-FA | Metiopropamina-Metanfetamina 1,147
Metiopropamina
Metanfetar:inZ/ Efedrina Lasd
Efedrina / 5--MAPB 1,229
5-MAPB / MDMA 1,005
MDMA / o-CPP 1,095
0-CPP / 5-1Al 1,030
5-1Al / p-CPP 1,086
p-CPP / N-etilpentilona 1,137
N-etilpentilona / 5-MeO-MiPT 1,170
5-MeO-MiPT / Cocaina 1,028
Cocaina / U-47700 1,103
U-47700/ THC 1,024
THC / 25C-NBOMe 1,033
25C-NBOMe / Heroina 1,029
Heroina / Salvinorina 1,142
Salvinorina / Salvinorina 1,027
Salvinorina / Salvinorina 1,022
AM-2201 / JWH-210 1,021
JWH-210 / MAM2201 1,013
MAM2201 / JWH-081 1,007
JWH-081 -

O valor mais proximo da unidade se refere ao par de sinais MDMA e 5-MAPB,
representados na Figura 8, a seguir, avaliados por sua separacdo desde a etapa de
desenvolvimento do método.

E importante observar que, apesar da proximidade dos picos, sua separacdo e
determinacdo dos tempos de retencdo sdo possiveis. Adicionalmente, ao avaliar o fator de
separacdo em conjunto com a resolucdo, € possivel confirmar a separacdo dos sinais,

conforme explanado na proxima sessé&o.
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Figura 8 — Ampliagdes dos sinais das substancias 5-MAPB ¢ MDMA utilizando o “Método03”.

6.4.4 Resolucéo

1062

Os valores de resolugéo, dispostos na Tabela 13 foram obtidos por meio da funcdo

Performance Report do software Chemstation da Agilent que utiliza a Equagéo 5.

Para calcula-los, os sinais ao redor do pico em analise foram levados em consideracao,

independentemente de o sinal adjacente ser de uma droga ou de uma substancia extraida da

matriz vegetal.

Tabela 13 — Relagéo das substancias utilizadas no Mix de drogas, seus tempos de reten¢do com o

método “Método03” e as resolucBes calculadas.

Substéncia Tempo de Retencdo (min) Resolucéo
Anfetamina 5,100 -

2-FA 5,172 1,93
Metiopropamina Metanfetamina 5,934 18,93
Efedrina 8,568 63,06
5-MAPB 10,529 49,45
MDMA 10,578 1,27
0-CPP 11,578 24,76
5-1Al 11,927 7,84
p-CPP 12.952 22,45
N-etilpentilona 14,720 11,73
5-MeO-MiPT 17,219 6,35
Cocaina 17,707 10,78
U-47700 19,523 42,10
THC 19,994 10,95
25C-NBOMe 20,651 6,74
Heroina 21,251 12,97
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Substancia Tempo de Retencdo (min) Resolugéo
Salvinorina 24,274 28,25
Salvinorina 24,941 9,84
AM-2201 25,497 1,56
JWH-210 26,021 3,57
MAM-2201 26,364 6,02
JWH-081 26,553 3,08

Segundo Collins e colaboradores, R = 1 indicam picos razoavelmente separados, R =

1,25 representam separacdes suficiente para métodos analiticos e R > 1,5 indicam separacédo

completa. Para o “Método03” apenas a resolucdo referente ao sinal do MDMA apresentou

valor inferior a 1,5. No entanto, conforme descrito acima, o valor calculado para a resolugéo

do MDMA de 1,27 é satisfatdrio para 0 método em questéo.

6.4.5 NuUmero de Pratos Teoricos

Os valores de nimero de pratos tedricos foram calculados utilizando a Equacéo 6.

Tabela 14 — Relagéo das substancias utilizadas no Mix de drogas, seus tempos de reten¢do com o

método “Método03” e os valores de nUmero de pratos tedricos calculados.

Substancia Tempo de Retenc¢éo (min) Nimero de Pratos Teoricos
(x10°)
Anfetamina 5,100 9,44
2-FA 5,172 8,84
Metiopropamina
Metanfetamina >93¢ 201
Efedrina 8,568 20,4
5-MAPB 10,529 335
MDMA 10,578 33,8
0-CPP 11,578 37,2
5-1Al 11,927 29,0
p-CPP 12.952 39,7
N-etilpentilona 14,720 60,2
5-MeO-MiPT 17,219 60,5
Cocaina 17,707 74,2
U-47700 19,523 97,6
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Substéncia Tempo de Retengédo (min) Numero de Pratos Teoricos
(x10°)

THC 19,994 94,6
25C-NBOMe 20,651 87,0
Heroina 21,251 99,1
Salvinorina 24,274 112
Salvinorina 24,941 86,1
AM-2201 25,497 124
JWH-210 26,021 149
MAM2201 26,364 69,5
JWH-081 26,553 110

Conforme observado na Tabela 14, todos os valores calculados para a figura de mérito
nimero de pratos tedricos possuem valores superiores a 2x10°, em acordo com o preconizado

pelo Reviewer Guidance, Validation of Chromatographic Methods do FDA.?’

6.4.6 Fator de Alargamento ou Tailing
Os valores de tailing, dispostos na Tabela 15, foram obtidos por meio da funcdo
Performance Report do software Chemstation da Agilent que utiliza a Equagéo 7.

Tabela 15 — Relagéo das substancias utilizadas no Mix de drogas, seus tempos de reten¢do com o

método “Método03” e os tailing calculados.

Substancia Tempo de Retenc¢do (min) Tailing
Anfetamina 5,100 1,46
2-FA 5,172 1,28
Metiopropamina Metanfetamina 5,934 1,09
Efedrina 8,568 1,24
5-MAPB 10,529 1,06
MDMA 10,578 1,00
0-CPP 11,578 1,03
5-1Al 11,927 1,76
p-CPP 12,952 1,06
N-etilpentilona 14,720 0,93
5-MeO-MiPT 17,219 1,00
Cocaina 17,707 0,95
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Substancia Tempo de Retencdo (min) Tailing
U-47700 19,523 0,93
THC 19,994 0,93
25C-NBOMe 20,651 1,09
Heroina 21,251 1,01
Salvinorina 24,274 0,84
Salvinorina 24,941 0,73
AM-2201 25,497 0,94
JWH-210 26,021 0,98
MAM2201 26,364 0,60
JWH-081 26,553 0,84

A Equacdo 7 representa a forma de calculo do tailing de cada sinal. lIdealmente, t
possui valor igual a 1 (um), enquanto valores de t menores que 1 (um) indicam assimetria
frontal do pico que esta frequentemente associada com excesso de amostra injetada ou com o
uso de colunas em temperaturas abaixo do ideal. Valores de t maiores que a unidade
representam picos com caudas que surgem por conta de falhas na técnica de injecdo da
amostra ou devido a adsorcéo excessiva na fase estacionaria da coluna.®

Ao observar os valores calculados representados na Tabela 15 é possivel verificar que
resultados de t menores que a unidade ocorrem para as substancias que eluem ao final da
corrida. Sinais de substancias com maiores tempos de retencdo sdo frequentemente mais
distorcidos que aqueles de menor tr por estarem mais sujeitos as influéncias da temperatura e
das interacbes com a coluna. No entanto, para o presente estudo, ndo foram detectados

resultados de tailing com elevado desvio da unidade.

6.4.7 Precisédo

6.4.7.1 Repetibilidade

A Tabela 16 a seguir ilustra os experimentos realizados para avaliacdo da precisao do
método “Método03”.

A repetibilidade foi analisada para cada Grupo, sendo que as réeplicas de cada Grupo
foram realizadas pelo mesmo analista, em um mesmo dia, com a mesma amostra e no mesmo
equipamento. Para cada dia de andlise, ou seja, para cada batelada de injecGes do Mix de
Drogas, o0 analista também realizou a injecdo da solugdo da mistura de n-alcanos, sob as

mesmas condic¢Ges do Mix.
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Tabela 16 — Relacdo de experimentos realizados para avaliacdo da Precisao.

Equipamento Dia N° réplicas Grupo
CGEM_A 1 6 1
2 4 2
CGEM_B 3 6 3
4 6 4

As tabelas com os valores calculados de indice de Retencdo de Kovats médio, a
variancia e desvio padrao relativo, para cada um dos Grupos identificados anteriormente, bem
Como seus cromatogramas, estdo dispostos no Anexo 6.

Segundo as Informacgdes Suplementares do trabalho publicado por Kelly e
colaboradores, o estudo que avaliou 15 NSP, divididas entre trés misturas e empregando trés
sistemas de CG/EM diferentes, obteve desvios padrdo relativos, representativos da
repetibilidade, que variam de 0,06 — 0,30%.°

O presente estudo identificou valores de desvios padréo relativos que variam entre
0,003 — 0,027%. Portanto, os DPR obtidos com o “M¢étodo03”, dispostos no Anexo 6,

apresentam-se menores que as referéncias da literatura.

6.4.7.2 Precisdo Intermediaria

A primeira avaliacdo da precisdo intermediaria comparou, separadamente, os Grupos 1
e 2 e 0s Grupos 3 e 4, verificando, assim, a precisdo em um mesmo equipamento, porém, em
dias diferentes, com intervalo de dois dias entre as corridas.

A Tabela 17 ilustra os valores médios calculados para o indice de Retencdo de Kovats
de todas as medidas realizadas no CGEM_A, as variancias, os intervalos de confianca (1.C.), e

0s desvios padréo relativos.

Tabela 17 — Valores calculados para a avaliacdo da precisdo intermediéria para 0 equipamento

CGEM_A.
Indice Kovats Médio It'C' pg;ﬁ
Substancia ni=6 9.95% Variancia DPR
N =4 unidades
2T de IRK
Anfetamina 1123 +0,8 0,110 0,030%
2-FA 1128 +0,5 0,053 0,020%
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Indice Kovats Médio Itlgcg:;Werrl?
Substéncia 2; 22 uhid;des Variancia DPR
de IRK
Metiopropamina

Metanfetaming 1179 +0,2 0,007 0,007%
Efedrina 1368 +0,6 0,068 0,019%
5-MAPB 1524 +0,3 0,022 0,010%
MDMA 1528 +0,3 0,021 0,009%
0-CPP 1613 +0,4 0,039 0,012%
5-1Al 1645 +0,7 0,089 0,018%
p-CPP 1737 +0,6 0,068 0,015%
N-etilpentilona 1909 +0,6 0,060 0,013%
5-MeO-MiPT 2176 2,0 0,818 0,042%
Cocaina 2233 +1,3 0,319 0,025%
U-47700 2454 +1,2 0,263 0,021%
THC 2515 +1,0 0,179 0,017%
25C-NBOMe 2601 +1,3 0,344 0,023%
Heroina 2682 +1,2 0,302 0,020%
Salvinorina 3131 12,2 0,946 0,031%
Salvinorina 3237 +3,4 2,278 0,047%
AM-2201 3333 2.4 1,156 0,032%
JWH-210 3424 12,0 0,749 0,025%
MAM-2201 3480 +7,0 9,480 0,088%
JWH-081 3516 +4.9 4,751 0,062%

A Tabela 18, a seguir, ilustra os valores calculados para o indice de Retencdo de
Kovats médio de todas as medidas realizadas no CGEM_B, os intervalos de confianca (I.C.),

e os desvios padrao relativos.
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Tabela 18 — Valores calculados para a avaliacdo da precisdo intermediaria para o equipamento

CGEM_B.
- Indice Kovats Médio ,:fgsiaeﬁ -
Substancia 2; zg Unidades Variancia DPR
de IRK
Anfetamina 1125 10,4 0,030 0,015%
2-FA 1130 +0,3 0,016 0,011%
Metiopropamina

Metanfetaming 1182 +0,2 0,012 0,009%
Efedrina 1372 +0,3 0,015 0,009%
5-MAPB 1529 0,4 0,026 0,011%
MDMA 1533 +0,3 0,022 0,010%
0-CPP 1620 +0,4 0,026 0,010%
5-1Al 1654 0,7 0,113 0,020%
p-CPP 1746 0,4 0,028 0,010%
N-etilpentilona 1914 +0,4 0,033 0,009%
5-MeO-MiPT 2184 0,5 0,057 0,011%
Cocaina 2242 +0,5 0,049 0,010%
U-47700 2467 +0,5 0,057 0,010%
THC 2524 +0,5 0,056 0,009%
25C-NBOMe 2612 +0,6 0,083 0,011%
Heroina 2696 +0,6 0,068 0,010%
Salvinorina 3146 +0,7 0,104 0,010%
Salvinorina 3254 +0,8 0,139 0,011%
AM-2201 3352 +0,6 0,081 0,008%
JWH-210 3441 +0,7 0,090 0,009%
MAM-2201 3500 +1,1 0,246 0,014%
JWH-081 3532 +0,8 0,137 0,010%

A segunda avaliacé@o da precis@o intermediaria comparou ambos os resultados obtidos
acima, ou seja, avaliou a precisdo para dois equipamentos diferentes (CGEM_A e CGEM_B)

com intervalo de trés meses entre as corridas de diferentes equipamentos.
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Tabela 19 — Valores calculados para a avaliagdo da precisdo intermediaria

equipamentos CGEM_A e CGEM_B.

que compara 0S

indice Kovats

I.C. para

121,950 €M

Substéncia Médio Variancia DPR
N2 unidades de
IRK
Anfetamina 1124 +0,56 0,063 0,022%
2-FA 1129 2,1 1,022 0,090%
Metiopropamina

Metanfetaming 1181 2,9 1,950 0,118%
Efedrina 1370 41 3,820 0,143%
5-MAPB 1527 5,1 6,001 0,160%
MDMA 1531 4.9 5,601 0,155%
0-CPP 1617 17,9 14,386 0,235%
5-1Al 1649 9.4 20,372 0,274%
p-CPP 1742 94 20,249 0,258%
N-etilpentilona 1912 16,2 8,887 0,156%
5-MeO-MiPT 2180 18,7 17,335 0,191%
Cocaina 2237 +9,2 19,719 0,198%
U-47700 2460 +13,8 43,750 0,269%
THC 2520 +9,0 18,753 0,172%
25C-NBOMe 2607 +10,8 26,954 0,199%
Heroina 2689 +14,5 48,645 0,259%
Salvinorina 3138 +15,3 53,831 0,234%
Salvinorina 3246 +17,8 72,856 0,263%
AM-2201 3343 +19,9 91,986 0,287%
JWH-210 3433 +17,6 71,873 0,247%
MAM-2201 3490 +20,6 98,063 0,284%
JWH-081 3524 +17,2 68,516 0,235%

Kelly e colaboradores avaliaram trés Mix de substancias com um total de 15 drogas. O

“Mix Azul” era composto por 2,5-dimetoxi-4-iodoanfetamina, 251-NBOMe, anfetamina,

butilona e JWH-018. O “Mix Vermelho” possuia em sua constituicdo as substancias 1-(3-

clorofenil)piperazina,

4-fluoroanfetamina,

25C-NBOMe,

benzilpiperazina e UR-144,
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enquanto o “Mix Amarelo” era constituido por 5-MeO-AMT, dimetiltriptamina, MDMA,
mefedrona e AH-7921.

As classes das drogas empregadas no trabalho de Kelly e colaboradores sdo
feniletilamina, drogas classicas, canabinoides sintéticos, piperazina, triptamina, catinonas
sintéticas e opioides sintéticos. Ou seja, 0 presente estudo apreciou uma quantidade maior de
classes de drogas, ampliando o trabalho de Kelly e colaboradores, ao incluir na analise uma
substancia de origem vegetal, uma substancia classificada na categoria “outras”, ¢ um
composto da classe aminoindano. N&o obstante, o total de substancias avaliadas no presente
estudo é de 23 compostos diferentes, valor superior ao total de 15 drogas estudadas por Kelly
e colaboradores.

Kelly e colaboradores empregaram ainda trés modelos de equipamentos de CG/EM
diferentes e verificaram DPR inferiores a 0,35% entre todos os sistemas testados, o0 que leva
em consideracgdo diferentes dias e os diferentes equipamentos. Este valor é superior aos DPR
encontrados durante a avaliagdo da precisdo intermediéria para o presente estudo, no qual 0s
DPR variam de 0,02 — 0,29%.

6.4.8 Robustez e Estudo dos Fatores

O estudo da robustez verifica a capacidade de um método manter a resposta apds
pequenas variagdes.”® No presente trabalho, a analise da robustez indica os limites para os
quais o0 método foi capaz de operar, quando manipulado em diferentes contextos.

Essa escolha deve-se ao fato de que o objetivo principal do trabalho foi desenvolver
um método para identificacdo de substancias possivel de ser inserido na rotina forense.
Avaliar a possibilidade de implementacdo de um método nas diferentes realidades brasileiras
implica analisar os fatores passiveis de mudanca.

Para o0 estudo dessa figura de mérito, o Planejamento Fatorial Fracionado foi
selecionado por ser capaz de otimizar o tempo e 0 numero de corridas necessarios para
verificacdo das interacOes de alguns parametros pré-selecionados.

Os fatores selecionados foram aqueles que, na rotina de pericia, poderiam ser alterados
propositalmente pelo analista, por uma necessidade local, ou por flutuacdo involuntaria do
equipamento.

Apesar de ndo atender as caracteristicas convencionais de robustez, avaliar esses
pardmetros é importante ao se levar em conta a necessidade de utilizacdo do método em

contextos e realidades diversos.
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Dessa forma, os fatores selecionados foram:

Marca da coluna;
Polaridade da coluna;
Fluxo do gés de arraste;
Taxa de Split;
Temperatura do injetor;

Rampa de Temperatura.

Em seguida, dois niveis foram designados para cada um dos fatores:

Marca da coluna: Agilent (nivel baixo) e Resteck (nivel alto);

Polaridade da coluna: menor polaridade (100% Dimethylpolysiloxane) (nivel
baixo) e maior polaridade (equivalente a (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane) (nivel
alto);

Fluxo do gas de arraste: 0,9 mL /min (nivel baixo) e 1,2 mL /min (nivel alto);
Taxa de split: 10:1 (nivel baixo) e 30:1 (nivel alto);

Temperatura do injetor: 280°C (nivel baixo) e 300°C (nivel alto);

Rampa de Temperatura: isoterma de 65°C por 2 min + rampa de 10 °C/min de 65
°C até 310 °C + isoterma de 310 °C por 15 min (nivel baixo) e isoterma de 75°C
por 2 min + rampa de 10 °C/min de 75 °C até 320 °C + isoterma de 320 °C por 15

min (nivel alto).

Os niveis alto e baixo para a variavel fluxo do gas de arraste ndo sdo simétricos com

relagcdo ao fluxo utilizado do “Método03”, pois optou-se por testar toda a faixa de fluxo do

gas de arraste que possa ser utilizada pelos métodos de rotina dos laboratdrios periciais.

Também €é importante destacar que o nivel alto do fator temperatura do injetor foi mantido

idéntico ao valor empregado no “Método03”, ou seja, 300°C, com o objetivo de obedecer aos

limites impostos pela fabricacdo do sistema e ndo degradar o equipamento.

Os valores calculados dos indices de Retencdo de Kovats para cada uma das corridas,

sua média, variancia e desvio padrdo relativo, além dos cromatogramas das corridas

realizadas em duplicata estdo dispostos no Anexo 7. Cada corrida descrita na Tabela 1 foi

realizada em duplicata de forma que, para cada condicdo estudada, o analista também realizou

a injecdo da solucao da mistura de n-alcanos, sob as mesmas condi¢des do Mix.
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E importante observar que, para as condi¢bes das corridas Robustez 3, Robustez 4,
Robustez 7 e Robustez 8, houve coeluicao idéntica a coelui¢do apresentada pelo “Método03”,
ou seja, as substancias Metiopropamina e Metanfetamina coeluiram ao empregar a coluna de
maior polaridade (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane.

As condigOes das corridas Robustez 1, Robustez 2, Robustez 5 e Robustez 6, que
utilizam a coluna de menor polaridade 100% Dimethylpolysiloxane, favoreceram a coelui¢éo
das substancias MDMA e 5-MAPB, enquanto os picos das substancias Metiopropamina e
Metanfetamina foram separados. Essa conclusao assinala que, caso o analista se depare com
uma apreensdo combinada de metanfetamina e metiopromaina, a coeluicdo é possivel de ser
resolvida utilizando-se uma coluna 100% Dimethylpolysiloxane.

Para a analise dos fatores, os valores de indice de Retencdo de Kovats médio, para
cada condicéo descrita na Tabela 1, reproduzida abaixo, foram utilizados, conforme Equacéo
13, enquanto as variancias, para cada condi¢cdo, foram calculadas por meio da Equacdo 16.
Estes resultados estdo dispostos no Anexo 8, no qual cada tabela ilustra os valores dos efeitos
para as alteracGes avaliadas, bem como sua Variancia, e Intervalo de Confianca calculados
para tg gs%.

Tabela 1 — Planejamento Fatorial Fracionado das corridas cromatogréaficas.

Fator 1 | Fator2 | Fator3 | Fator4 | Fator5 | Fator 6
Robustez 1 -1 -1 -1 -1 1 1
Robustez 2 1 -1 -1 1 -1 -1
Robustez 3 -1 1 -1 1 -1 1
8 [ Robustez 4 1 1 -1 -1 1 -1
§ Robustez 5 -1 -1 1 1 1 -1
© Robustez 6 1 -1 1 -1 -1 1
Robustez 7 -1 1 1 -1 -1 -1
Robustez 8 1 1 1 1 1 1

Os intervalos de confianca foram utilizados na avaliagdo da importancia de cada fator
para os célculos dos IRK. Deste modo, fatores cujos intervalos englobam o zero ndo séo
estatisticamente relevantes. Estes fatores estdo representados nas tabelas do Anexo 8 pelas
substéncias assinaladas em negrito e italico.

Por meio das tabelas do Anexo 8, é possivel observar que:
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O fator “Marca da Coluna” foi estatisticamente relevante para 21 das 23

substancias.

e O fator “Polaridade da Coluna” foi estatisticamente relevante para todas as
substancias.

e O fator “Fluxo do Gas de Arraste” foi estatisticamente relevante para todas as
substancias.

e O fator “Taxa de Split” foi estatisticamente relevante para 13 das 23 substancias.

e O fator “Temperatura do injetor” foi estatisticamente relevante para 21 das 23
substancias.

e O fator “Rampa de Temperatura” foi estatisticamente relevante para 9 das 23

substancias.

O caélculo do fator “Polaridade da coluna” revelou fatores positivos para todas as
substancias do Mix de drogas. Isso significa afirmar que, ao passar do nivel baixo (coluna
100% Dimethylpolysiloxane)) ao nivel alto (coluna (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane), ha
aumento nos valores médios dos indices de Retencdo de Kovats. Além disso, esse aumento é
mais pronunciado para as substancias que eluem ao final da corrida, para as quais o fator
“Polaridade da coluna” apresenta valores mais altos.

O fator “Fluxo do Gas de Arraste” apresentou valores negativos para todas as
substancias do Mix, indicando assim a redugdo dos IRK médios ao se passar do nivel baixo
(0,9 mL /min) ao nivel alto (1,2 mL /min), consoante com 0 esperado ao se aumentar a
velocidade linear com que a amostra percorre a coluna.

O fator “Taxa de Split” aparenta ser estatisticamente relevante para as substancias que
eluem ao final da corrida, ou seja, substancias de maior massa molecular e de maiores pontos
de ebulicdo. Para essas substancias, o efeito tende a ser negativo. Esse fenbmeno pode ser
explicado pois, ao passar do nivel baixo de split (10:1) ao nivel alto (30:1), se esta injetando
menor quantidade de amostra na coluna. No caso dessas moléculas menos volateis, a
diminuigéo de concentragdo acarreta uma menor interagcdo com a fase estacionéria da coluna,
reduzindo dessa forma o tempo de retengdo. Assim, a diminui¢do da concentracdo para esses
compostos, ao passar para o nivel alto de taxa de split, provoca reducdo nos tempos de
retencdo e, consequentemente, nos indices de Retencdo de Kovats, evidenciados pelo valor

negativo do fator em questéo.
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Por meio do Anexo 8, verifica-se a baixa magnitude dos fatores “Marca da Coluna”,
“Fluxo do Gas de Arraste”, “Taxa de Split”, “Temperatura do injetor” e “Rampa de
Temperatura” 0S quais, mesmos quando estatisticamente relevantes, possuem baixos valores
calculados de efeito, quando comparada ao fator “Polaridade da Coluna”. Isso significa dizer
que, apesar de os fatores “Marca da Coluna”, “Fluxo do Gas de Arraste”, “Taxa de Split”,
“Temperatura do injetor” e “Rampa de Temperatura” serem estatisticamente relevantes para
diversas substancias, ja que seu intervalo de confianga ndo inclui o zero, sua baixa magnitude
n&o acarreta em prejuizos para a identificacdo e calculo do Indice de Retencdo de Kovats, ao
se levar em conta os baixos valores calculados de variancias e os estreitos Intervalos de
Confianga calculados para os fatores.

Essa conclusdo pode ser verificada ao se comparar os valores dos Intervalos de
Confianca calculados e expostos na Tabela 20, a seguir, referentes aos valores de indice de
Retencdo de Kovats Globais, com aqueles representados nas tabelas do Anexo 8. Com
excecédo do I.C. da anfetamina, todos os I.C. das demais substancias avaliadas na robustez séo
inferiores aqueles calculados para o IRK.

Isso significa dizer que a amplitude da variacdo dos valores de IRK oriundos das
alteracOes dos fatores avaliados na robustez € menor que a amplitude das variacdes esperadas
para a determinacdo dos valores de IRK com o método empregado, corroborando, assim, com
a afirmacdo de que os valores calculados de efeitos ndo sdo relevantes para o célculo dos

indices de Retencdo de Kovats e para a identificacdo das NSP.

Por conta da magnitude do fator “Polaridade da coluna”, procedeu-se a uma blocagem,
procedimento no qual se busca descontar a influéncia de um efeito, separado por niveis, nos
demais parametros alterados durante a analise. E sabido que, por se tratar de um Planejamento
Fatorial Fracionado de resolucéo 111, os fatores estardo confundidos com interagdes de até no
maximo segunda ordem, no entanto, a sele¢do das corridas, conforme disposto no Anexo 9,
apresentou conclusdes satisfatorias.

A blocagem da polaridade no nivel baixo (que reuniu corridas efetuadas com a coluna
100% Dimethylpolysiloxane) apresentou melhoria de resultados, na medida em que o0s
intervalos de confianga passaram a incluir o zero para a maior parte das substancias. A tnica
excecdo ocorreu para o fator “Fluxo do Gas de Arraste” para o qual a blocagem da polaridade
no nivel baixo ndo proporcionou novos intervalos de confianga que contivessem o zero.

Os fatores para os quais houve influéncia da blocagem estéo descritos abaixo.
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e Para o fator “Marca da Coluna”, apds a blocagem da polaridade nivel baixo, os
intervalos de confianca incluiram o zero para 15 substancias;
e Para o fator “Temperatura do Injetor”, apds a blocagem da polaridade nivel

baixo, os intervalos de confianca incluiram o zero para 15 substancias;

A blocagem da polaridade nivel alto (que reuniu corridas com coluna (5%-Phenyl)-
methylpolysiloxane) ndo apresentou melhoria de resultados para nenhum fator, na medida em
que os intervalos de confianca ndo passaram a incluir o zero para a maior parte das
substancias. Esses resultados podem ser explicados ao se levar em consideracdo possiveis
distribuicGes irregulares dos grupos fenilas que sdo adicionados as colunas para aumentar sua
polaridade, ou seja, a coluna que possui 5% de grupos fenilas em sua composicdo se torna

mais propensa as influéncias testadas.

6.5 Relacdo Final para os Indices de Retencdo de Kovats calculados com o
“Método03” validado

Ap6s a validagio do “Método03”, os valores médios de Indice de Retengio de Kovats

foram calculados, levando em conta todas as corridas realizadas com o referido método. Os

valores descritos na Tabela 20, ilustram os IRK médios para corridas realizadas no CGEM_A

e CGEM_B, em dias diferentes, além dos valores de Variancia e Intervalo de Confianca
global.

Tabela 20 — Relacdo das substancias componentes do Mix de drogas, os Indices de Retencdo de

Kovats Globais, suas variancias, intervalos de confianca e DPR correspondentes,

calculados para todas as corridas que empregaram o “Método03” nos equipamentos

CGEM_A e CGEM_B.

) indice de Retencéo Variancia I.C. Global para DPR
Substancia
de Kovats Global Global 121,959 Global
Anfetamina 1124 0,063 +0,5 0,02%
2-FA 1129 1,022 2,1 0,09%
Metiopropamina
) 1181 1,950 2,9 0.12%
Metanfetamina ’
Efedrina 1370 3,820 4,1 0,14%
5-MAPB 1527 6,001 151 0,16%
MDMA 1531 5,601 4,9 0,16%
0-CPP 1617 14,386 +7,9 0.24%
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S indice de Retencéo Variancia I.C. Global para DPR
de Kovats Global Global 121,950 Global

5-1Al 1649 20,372 +9.4 0.27%
p-CPP 1742 20,249 +9,4 0,26%
N-etilpentilona 1912 8,887 16,2 0,16%
5-MeO-MiPT 2180 17,335 18,7 0,19%
Cocaina 2237 19,719 19,2 0,20%
U-47700 2460 43,750 +13,8 0,27%
THC 2520 18,753 9,0 0,17%
25C-NBOMe 2607 26,954 +10,8 0,20%
Heroina 2689 48,645 +14,5 0,26%
Salvinorina 3138 53,831 +15,3 0,23%
Salvinorina 3246 72,856 *17,8 0,26%
AM-2201 3343 91,986 +19,9 0,29%
JWH-210 3433 71,873 +17,6 0,25%
MAM-2201 3490 98,063 +20,6 0.28%
JWH-081 3524 68,516 +17,2 0,24%

Com base nos valores descritos na Tabela 20, é importante salientar que o calculo das
variancias levando em consideracdo equipamentos diferentes e corridas realizadas em dias
diferentes ndo gerou impactos elevados no Intervalo de Confianca. Para realizar a avaliacdo
da variancia descrita acima, consideraram-se as 22 corridas realizadas com o “Método03”,
fornecendo, assim, valores de varidncia mais representativos da variabilidade experimental
envolvida na implementagdo do método por outros laboratérios do pais.

O trabalho publicado por Kelly e colaboradores indicou DPR inferiores a 0,35% entre
todos os sistemas testados, valor superior aos DPR encontrados para o presente estudo que
variam de 0,02 a 0,29%. Além disso, 0 grupo de pesquisadores precisou que a maior
diferenca, em unidades de indice de Retengio, para um Gnico composto, entre equipamentos
diferentes é de 37,0 unidades de indice de Retencdo, enquanto o presente estudo definiu
valores que variam na faixa de 0,5 a 20,6 unidades de indice de Retenc&o.

6.6 Utilizacao do “Método03” em amostras apreendidas pela Policia Federal

Com o objetivo de avaliar a resposta fornecida pelo método com amostras reais, uma
amostra de comprimido contendo MDMA e uma amostra de comprimido contendo N-
etilpentilona, ambas oriundas de apreensdes da Policia Federal Brasileira, foram
respectivamente trituradas e homogeneizadas, dissolvidas em metanol e injetadas no
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equipamento CGEM_A, juntamente & solucdo da mistura de n-alcanos para o célculo do
indice de Retencéo de Kovats.

O IRK calculado para a amostra oriunda de apreensdo de MDMA foi de 1534
unidades de indice de Retencdo de Kovats e seu valor de referéncia, descrito na Tabela 20 é
de 1531 + 4,9, indicando concordancia entre os valores.

O indice de Retencdo calculado para a N-etilpentilona, apreendida foi de 1915
unidades de indice de Retencio de Kovats, enquanto o valor de referéncia é 1912 + 6,2.

A andlise dos valores calculados de IRK para substancias presentes em amostras
oriundas de apreensdes da PF e sua comparacdo aos valores tabelados, desenvolvidos pelo
“M¢étodo03”, evidenciou a correspondéncia entre ambos os indices e a adequabilidade do
método quando empregado em analises de rotina para identificagdo de substancias
apreendidas.

O grupo de trabalho Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs
(SWGDRUG) estabelece requisitos minimos a serem seguidos para a identificacdo forense de
substancias apreendidas. Segundo a versdao 7.1 de 09 de junho de 2016 do documento
intitulado SWGDRUG Recomendations, técnicas analiticas sdo categorizadas em trés classes
(Categoria A, Categoria B e Categoria C), de acordo com seu potencial discriminatorio.
Técnicas de Espectrometria de Massas, que fornecam ndo somente informacgdes de massa
molecular, mas também padrbes de fragmentacdo, sdo consideradas Categoria A, ja que
fornecem o mais alto nivel de seletividade através de informacgdes estruturais. A
Cromatografia Gasosa é considerada uma técnica de Categoria B, quando utiliza padrbes
analiticos de mesma natureza quimica que as substancias de interesses, a fim de reproduzir de
maneira comparavel o processo de eluicdo cromatografica. Na auséncia de padrdes, a CG é
rebaixada a Categoria C. De acordo com o referido guia, 0s requisitos minimos para
identificacdo de substancias apreendidas devem empregar uma técnica de Categoria A somada
a outra técnica de qualquer categoria ou, alternativamente, trés técnicas das Categorias B e C,
sendo que ao menos duas delas deveréo ser de Categoria B.?

Apesar do referido documento ndo se posicionar quanto ao uso de indices de retencao,
é razoavel supor que o emprego de um indice de Kovats, que é calculado a partir de padrdes
analiticos previamente caracterizados, e a utilizacdo, em cada sequéncia de corridas, de uma
série homdloga de alcanos balizadora de tempos de retencdo, resulte na manutengdo da
técnica de CG como Categoria B. Dessa forma, a associagdo de uma técnica B (CG) a uma
técnica A (EM), por meio do método desenvolvido neste estudo, resultaria suficiente para a
emissdo de laudos periciais com o nivel de convicgdo requerido por parte dos Peritos
Criminais.
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7. CONCLUSOES E PROXIMAS ETAPAS

Os objetivos deste trabalho foram alcancados na medida em que:

e Um método analitico baseado em CG/EM para identificacdo de NSP por meio
do indice de Retencdo de Kovats, como forma de contornar a
indisponibilidade comercial de padrdes analiticos, foi desenvolvido.

e O método desenvolvido foi validado de forma a demonstrar sua aplicabilidade
em diferentes cenérios da pericia brasileira.

e Uma lista para os indices de Retencdo de Kovats, suas variancias, intervalos
de confianca e DPR para 23 substancias foi elaborada e podera ser
disponibilizada, juntamente com o método analitico, aos demais centros de

pericia para auxiliar na identificacdo de NSP.

Durante a validacdo do método, foi identificada apenas uma limitacdo de Seletividade,
representada pela coeluigdo de duas substancias que ndo séo habitualmente disponibilizadas
juntas no mercado de drogas (metiopropamina e metanfetamina), mas o método proposto,
como um todo, apresentou boa seletividade.

Os Fatores de Separacdo calculados para 0 Mix possuem valores superiores a unidade.

O valor mais proximo da unidade se refere ao par de sinais MDMA e 5-MAPB. No entanto,
avaliando o fator de separacdo em conjunto com a resolucdo, foi possivel confirmar a
separacdo dos sinais, ja que a analise da Resolucdo indicou valores superiores a 1,25 para

todas as substancias componentes do Mix. O estudo dos NUumero de Pratos Teoricos e do

Fator de Alargamento ou tailing também apresentaram resultados satisfatérios.

Durante a analise da Robustez, verificou-se que o fator “Polaridade da Coluna” se
apresentou como o mais relevante, ndo apenas por possuir intervalos de confianca que nédo
incluem o zero, mas também devido a sua magnitude, mais relevante quando comparada aos
demais efeitos. Os demais fatores avaliados apresentaram baixa magnitude revelando néo
serem significativos para a determinacéo dos indices de Retengdo de Kovats.

A blocagem da polaridade nivel baixo apresentou melhoria de resultados, para 0s
demais fatores, com exce¢do do fator “Fluxo do Gas de Arraste”, enquanto a blocagem da
polaridade nivel alto ndo apresentou melhoria de resultados.

Os Indices de Retencdo de Kovats para as 23 substancias do Mix de drogas foram
calculados, sem sobreposicdo, com Intervalos de Confianga Globais para to195% na faixa de

0,5 a 20,6 unidades de indice de Retencio e DPR Globais na faixa de 0,02 a 0,29%, valores
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estes inferiores ao encontrados por Kelly e colaboradores que verificaram DPR < 0,35% entre
todos os sistemas testados, o que leva em consideracdo diferentes dias e diferentes
equipamentos para 15 drogas diferentes.®

Dessa forma, o método é uma alternativa adequada para identificacdo de Novas
Substéncias Psicoativas utilizando o indice de Retencdo de Kovats.

No contexto atual, a tabela elaborada neste estudo € capaz de ser aplicada nas rotinas
de analises dos centros de pericias das Policias Federais e Civis dos Estados. Assim, a relacdo
de valores de Indices de Retencdo de Kovats produzida por este estudo podera ser atualizada
pelo SEPLAB/INC e disponibilizada aos demais institutos de pericia do Brasil que poderéo
utilizar a tabela e suas atualizagdes como ferramenta na identificagdo de NSP.

A andlise do indice de Retencdo de Kovats para amostras apreendidas pela Policia
Federal gerou valor de IRK calculados para MDMA e N-etilpentilona considerados iguais aos
valores de referéncia, indicados na Tabela 20, visto que estavam dentro do intervalo de
confianca medido para cada uma das substancias o que representa a adequabilidade do
método quando empregado em analises de rotina para identificacdo de substancias
apreendidas.

O método desenvolvido neste estudo pode ser empregado para identificacdo de drogas
apreendidas na rotina pericial, uma vez que poderda configurar, dentro dos critérios
recomendadas pela SWGDRUG, como um método que empresa uma técnica de Categoria A
(Espectrometria de Massas) e outra técnica de Categoria B (Cromatografia Gasosa com uso
do indice de Retencdo de Kovats), atendendo assim aos padrées minimos para identificacdo

de substancias apreendidas e se suficiente para emissdo de laudos periciais.

Como continuidade do presente trabalho, sugere-se a realizacdo de testes do método
desenvolvido em outros laboratoérios periciais no intuito de estabelecer medidas de precisao
interlaboratorial e melhor avaliar as incertezas de medicdo associadas a determinacdo dos
indices de Kovats ora estabelecidos com vistas & implementacdo do método nas unidades
laboratoriais da PF em todo Brasil. Ndo obstante, pretende-se testar o método utilizando
colunas rapidas, além de executar a avaliacdo completa do Método03 substituindo a coluna
empregada por uma coluna 100% Dimethylpolysiloxane.
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ANEXOS

ANEXO 1

Abundance TIC: Anfetamina-DS.Dhdatams
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Figura 9 - Cromatograma obtido empregando-se o método "Drogas Sintéticas" da substancia

anfetamina.
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Figura 10 - Cromatograma obtido empregando-se o método "Drogas Sintéticas" da substancia

metanfetamina.
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Figura 11 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Drogas Sintéticas" da substancia
MDMA.
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Abundance TIC: Cocaina-D3.Dhdata.ms
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Figura 12 - Cromatograma obtido empregando-se o método "Drogas Sintéticas" da substancia

cocaina.
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Figura 13 - Cromatograma obtido empregando-se o método "Drogas Sintéticas" da substancia

heroina.
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Figura 14 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Drogas Sintéticas" da substancia THC.

68
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Figura 15 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Drogas Sintéticas™ da mistura n-alcanos.
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Figura 16 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método01" da substéncia

anfetamina.
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Figura 17 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método01" da substancia cocaina.
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Abundance TIC: Heroina-TAMAS Didata. ms
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Figura 18 - Cromatograma obtido empregando-se o método "Método01" da substancia heroina.
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Figura 19 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método01" da substancia THC.
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Figura 20 - Cromatograma obtido empregando-se o0 método "Método01" da mistura n-alcanos.
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Figura 21 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02" da substancia anfetamina.
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Figura 22 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02" da substancia

metanfetamina.
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Figura 23 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02" da substancia MDMA.
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Figura 24 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02" da substancia cocaina.
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Figura 25 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02" da substancia heroina.
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Figura 26 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02" da substancia THC.
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Figura 27 - Cromatograma obtido empregando-se o método "Método02" da mistura n-alcanos.

ANEXO 2
Abundance TIC: MIXA1260618.D\data.ms
23.B66
o< MAM2201
£
3000000 g s 2
sz = S =
s i 21.950
2000000 i s g >
3.647 é 11727

-
—_

[=2]

5786 7.668 628
1000000 16 52? @956 21.2
3 9. 977 2‘37@ >
3. 2
974 m , | 21 3 |
| T 1 \ | T T \I \I T 1 7T | T | -

T
Time--> 2.00 400 6.00 8.00 10.00 1200 1400 1600 1800 20.00 2200 24.00 26.00 28.00

Figura 28 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02" para o0 Mix de drogas.
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Figura 29 - Sobreposicdo de cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método02"

para o Mix de drogas (em azul) e mistura de n-alcanos (em preto).
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ANEXO 3
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Figura 30 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método03" para 0 Mix de drogas.
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Figura 31 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método04" para o0 Mix de drogas.
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ANEXO 4

Abundance TIC: MIXA1-05-07-18-Ind_Ret.D\data.ms
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Figura 32 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método05" para 0 Mix de drogas.
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Figura 33 - Cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método06" para 0 Mix de drogas.
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ANEXO 5

Abundance TIC: N-ALCANOS_TAMAS02_2min.D\data.ms
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Figura 34 - Cromatograma obtido empregando-se o método "Método03" para a mistura de n-alcanos.
O primeiro pico de tr = 2,211 é referente ao CoHzo enquanto o Gltimo sinal de tr = 30,292
se refere ao CaoHs2,

Figura 35 - Sobreposicdo de cromatograma obtido empregando-se 0 método "Método03" para 0 Mix

de drogas (em azul) e mistura de n-alcanos (em preto).
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ANEXO 6

Tabela 21 — Valores de Repetibilidade calculados para as corridas do Grupo 1 - Equipamento

CGEM_A, Dia 1.

Substancia IRK médio (n=6) | Variancia | DPR
Anfetamina 1123 0,014 0,011%
2-FA 1127 0,006 0,007%
Metiopropamina/Metanfetamina 1179 0,003 0,004%
Efedrina 1369 0,013 0,008%
5-MAPB 1524 0,012 0,007%
MDMA 1529 0,002 0,003%
0-CPP 1613 0,012 0,007%
5-1Al 1645 0,066 0,016%
p-CPP 1737 0,013 0,007%
N-etilpentilona 1909 0,017 0,007%
5-MeO-MiPT 2177 0,023 0,007%
Cocaina 2233 0,009 0,004%
U-47700 2454 0,017 0,005%
THC 2516 0,010 0,004%
25C-NBOMe 2602 0,036 0,007%
Heroina 2683 0,043 0,008%
Salvinorina 3132 0,092 0,010%
Salvinorina 3239 0,038 0,006%
AM-2201 3334 0,076 0,008%
JWH-210 3425 0,060 0,007%
MAM-2201 3483 0,138 0,011%
JWH-081 3518 0,084 0,008%
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Figura 36 - Sobreposi¢do dos cromatogramas utilizados na avaliacdo da Repetibilidade do Grupo 1 -
Equipamento CGEM_A, Dia 1.

Tabela 22 — Valores de Repetibilidade calculados para as corridas do Grupo 2 - Equipamento

CGEM_A, Dia 2.

Substancia IRK médio (n=4) | Variancia | DPR
Anfetamina 1123 0,008 0,008%
2-FA 1128 0,002 0,004%
Metiopropamina/Metanfetamina 1179 0,002 0,003%
Efedrina 1368 0,001 0,003%
5-MAPB 1524 0,002 0,003%
MDMA 1528 0,002 0,003%
0-CPP 1613 0,005 0,005%
5-1Al 1645 0,071 0,016%
p-CPP 1737 0,002 0,003%
N-etilpentilona 1908 0,007 0,004%
5-MeO-MiPT 2175 0,004 0,003%
Cocaina 2232 0,005 0,003%
U-47700 2453 0,004 0,003%
THC 2515 0,028 0,007%
25C-NBOMe 2601 0,006 0,003%
Heroina 2682 0,005 0,003%
Salvinorina 3130 0,009 0,003%
Salvinorina 3236 0,009 0,003%
AM-2201 3332 0,039 0,006%
JWH-210 3423 0,010 0,003%
MAM-2201 3477 0,049 0,006%
JWH-081 3514 0,022 0,004%
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Figura 37 - Sobreposi¢do dos cromatogramas utilizados na avaliacdo da Repetibilidade do Grupo 2 -
Equipamento CGEM_A, Dia 2.

Tabela 23 — Valores de Repetibilidade calculados para as corridas do Grupo 3 - Equipamento

CGEM_B, Dia 3.

Substancia IRK médio (n=6) | Variancia DPR
Anfetamina 1125 0,050 0,020%
2-FA 1130 0,025 0,014%
Metiopropamina/Metanfetamina 1182 0,021 0,012%
Efedrina 1372 0,025 0,011%
5-MAPB 1529 0,047 0,014%
MDMA 1533 0,039 0,013%
0-CPP 1620 0,042 0,013%
5-1Al 1654 0,205 0,027%
p-CPP 1746 0,047 0,012%
N-etilpentilona 1915 0,047 0,011%
5-MeO-MiPT 2184 0,070 0,012%
Cocaina 2242 0,074 0,012%
U-47700 2467 0,061 0,010%
THC 2524 0,075 0,011%
25C-NBOMe 2612 0,057 0,009%
Heroina 2696 0,085 0,011%
Salvinorina 3146 0,119 0,011%
Salvinorina 3254 0,174 0,013%
AM-2201 3352 0,146 0,011%
JWH-210 3441 0,129 0,010%
MAM-2201 3500 0,256 0,014%
JWH-081 3533 0,177 0,012%
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Figura 38 - Sobreposi¢cdo dos cromatogramas utilizados na avaliacdo da Repetibilidade do Grupo 3 -
Equipamento CGEM_B, Dia 3.

Tabela 24 — Valores de Repetibilidade calculados para as corridas do Grupo 4 - Equipamento

CGEM_B, Dia 4.

Substancia IRK médio (n=6) | Variancia | DPR
Anfetamina 1125 0,014 0,010%
2-FA 1130 0,011 0,009%
Metiopropamina/Metanfetamina 1182 0,006 0,007%
Efedrina 1372 0,006 0,006%
5-MAPB 1529 0,010 0,006%
MDMA 1533 0,008 0,006%
0-CPP 1620 0,012 0,007%
5-1Al 1653 0,025 0,009%
p-CPP 1746 0,013 0,006%
N-etilpentilona 1914 0,017 0,007%
5-MeO-MiPT 2184 0,039 0,009%
Cocaina 2242 0,022 0,007%
U-47700 2467 0,043 0,008%
THC 2524 0,049 0,009%
25C-NBOMe 2612 0,060 0,009%
Heroina 2696 0,063 0,009%
Salvinorina 3145 0,069 0,008%
Salvinorina 3254 0,031 0,005%
AM-2201 3352 0,031 0,005%
JWH-210 3441 0,035 0,005%
MAM-2201 3500 0,097 0,009%
JWH-081 3532 0,057 0,007%
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Figura 39 - Sobreposi¢do dos cromatogramas utilizados na avaliacdo da Repetibilidade do Grupo 4 -
Equipamento CGEM_B, Dia 4

ANEXO 7

Tabela 25 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencdo de Kovats
médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 1.

Substancia IRK para IRK para IRK médio | Variancia DPR
corrida A corrida B

Anfetamina 1106 1105 1106 0,107 0,030%
2-FA 1109 1109 1109 0,055 0,052%
Metiopropamina 1164 1163 1163 0,035 0,044%
Metanfetamina 1166 1166 1166 0,079 0,054%
Efedrina 1345 1345 1345 0,011 0,029%
MAPB e MDMA 1505 1505 1505 0,014 0,027%
MAPB e MDMA 1505 1505 1505 0014 | 0,027%
0-CPP 1588 1588 1588 0,014 0,026%
5-1Al 1615 1615 1615 0,035 0,032%
p-CPP 1708 1708 1708 0,017 0,025%
N-etilpentilona 1879 1879 1879 0,005 0,017%
5-MeO-MiPT 2136 2136 2136 0,000 0,000%
Cocaina 2191 2191 2191 0,000 0,000%
U-47700 2428 2428 2428 0,008 0,015%
THC 2481 2480 2481 0,032 0,020%
25C-NBOMe 2552 2552 2552 0,009 0,014%
Heroina 2629 2629 2629 0,037 0,020%
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Substancia IRK para IRK para IRK médio | Variancia DPR
corrida A corrida B

Salvinorina 3062 3062 3062 0,012 0,013%

Salvinorina 3170 3170 3170 0,000 | 0,000%
AM2201 3255 3255 3255 0,011 0,012%
JWH-210 3353 3353 3353 0,000 0,000%
MAM2201 3400 3400 3400 0,000 0,000%
JWH-081 3438 3438 3438 0,007 0,010%
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Figura 40 — Sobreposigdo dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condic¢des indicadas

na Tabela 1 como Robustez 1.

Tabela 26 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencdo de Kovats

médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 2.

Substancia IRK para | IRKpara | o médio | variancia | DPR
corrida A corrida B

Anfetamina 1107 1106 1106 0,363 | 0,039%
2-FA 1110 1109 1110 0,309 | 0,035%
Metiopropamina 1164 1164 1164 0,363 | 0,037%
Metanfetamina 1168 1167 1167 0,363 | 0,036%
Efedrina 1346 1345 1346 0,540 | 0,039%
MAPB e MDMA 1506 1505 1505 0,784 | 0,042%
MAPB e MDMA 1506 1505 1505 0,784 | 0,042%
0-CPP 1590 1589 1590 0,589 | 0,034%
S-1Al 1617 1616 1617 0,656 | 0,035%
p-CPP 1710 1709 1709 0,728 | 0,035%
N-etilpentilona 1880 1879 1880 0,683 | 0,031%
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Substancia IRKpara | IRKpara | o \nedio | Variancia| DPR
corrida A corrida B

5-MeO-MiPT 2136 2135 2135 0,504 | 0,024%
Cocaina 2192 2191 2192 0,623 | 0,025%
U-47700 2429 2427 2428 0,644 | 0,023%
THC 2482 2481 2481 0,644 | 0,023%
25C-NBOMe 2553 2552 2553 0,698 | 0,023%
Heroina 2630 2629 2629 0,750 | 0,023%
Salvinorina 3059 3058 3058 0,724 | 0,020%
Salvinorina 3167 3166 3166 0,736 | 0,019%
AM2201 3251 3250 3251 1,013 | 0,022%
JWH-210 3348 3347 3347 0,526 | 0,015%
MAM2201 3389 3388 3388 0,889 | 0,020%
JWH-081 3429 3428 3428 0,757 | 0,018%
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Figura 41 — Sobreposi¢do dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condi¢des indicadas

na Tabela 1 como Robustez 2.

Tabela 27 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencdo de Kovats

médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 3.

Substancia IRKpara | IRKpara | IRK 1\, iancia | DPR
corrida A corrida B médio
Anfetamina 1128 1126 1127 1,263 | 0,100%
2-FA 1131 1131 1131 0,153 0,035%
Metiopropamina e
) 1184 1183 1184 0,060 | 0,021%
Metanfetamina
Metiopropamina e
) 1184 1183 1184 0,060 | 0,021%
Metanfetamina
Efedrina 1374 1373 1374 0,045 | 0,015%
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Substancia IRK para | IRKpara | IRK |\, isncia| DPR
corrida A corridaB | médio

MAPB 1531 1531 1531 | 0,088 | 0,019%
MDMA 1535 1534 1535 0,088 | 0,019%
0-CPP 1623 1623 1623 0,142 | 0,023%
>-1Al 1661 1657 1659 7,279 | 0,163%
p-CPP 1750 1749 1749 0,280 | 0,030%
N-etilpentilona 1917 1916 1917 0,191 | 0,023%
5-MeO-MiPT 2186 2186 2186 | 0,228 | 0,022%
Cocaina 2245 2245 2245 | 0,247 | 0,022%
U-47700 2472 2471 2472 | 0,291 | 0,022%
THC 2528 2527 2527 | 0,425 | 0,026%
25C-NBOMe 2616 2615 2615 | 0,457 | 0,026%
Heroina 2702 2701 2701 | 0,490 | 0,026%
Salvinorina 3151 3150 3151 | 0,637 | 0,025%
Salvinorina 3261 3260 3260 | 0,497 | 0,022%
AM2201 3360 3359 3359 | 0,716 | 0,025%
JWH-210 3448 3447 3448 | 0,678 | 0,024%
MAM2201 3506 3505 3505 | 0,397 |0,018%
JWH-081 3539 3538 3538 | 0,541 |0,021%
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Figura 42 — Sobreposigdo dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condic¢des indicadas

na Tabela 1 como Robustez 3.
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Tabela 28 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencdo de Kovats

médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 4.

IRK para

IRK para

Substancia corrida A SrRE IRK médio | Variancia | DPR
Anfetamina 1130 1130 1130 0,000 0,000%
2-FA 1134 1134 1134 0,000 0,000%

Metiopropamina e
Metanfetaming 1187 1187 1187 0,002 0,004%
Metiopropamina e

Metanfetaming 1187 1187 1187 0,002 0,004%
Efedrina 1379 1379 1379 0,000 0,000%
MAPB 1537 1537 1537 0,013 0,008%
MDMA 1542 1542 1542 0,003 0,004%
0-CPP 1634 1634 1634 0,004 0,004%
S5-1Al 1670 1670 1670 0,004 0,004%
p-CPP 1764 1764 1764 0,000 0,000%
N-etilpentilona 1920 1919 1920 0,005 0,004%
5-MeO-MiPT 2193 2193 2193 0,000 0,000%
Cocaina 2246 2245 2245 0,026 0,007%
U-47700 2472 2472 2472 0,008 0,004%
THC 2531 2531 2531 0,000 0,000%
25C-NBOMe 2612 2612 2612 0,009 0,004%
Heroina 2694 2694 2694 0,081 0,011%
Salvinorina 3142 3142 3142 0,036 0,006%
Salvinorina 3256 3256 3256 0,062 0,008%
AM2201 3371 3370 3371 0,047 0,006%
JWH-210 3451 3451 3451 0,015 0,004%
MAM2201 3513 3513 3513 0,000 0,000%
JWH-081 3543 3543 3543 0,000 0,000%
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Figura 43 — Sobreposigdo dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condic¢des indicadas

na Tabela 1 como Robustez 4.

Tabela 29 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencéo de Kovats

médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 5.

IRK para

IRK para

Substancia i | el IRK médio | Variancia| DPR
Anfetamina 1104 1104 1104 0,019 0,013%
2-FA 1108 1108 1108 0,009 0,008%
Metiopropamina 1162 1162 1162 0,009 0,008%
Metanfetamina 1165 1165 1165 0,019 0,012%
Efedrina 1344 1344 1344 0,000 0,000%
MAPB e MDMA 1503 1503 1503 0,000 0,000%
MAPB e MDMA 1503 1503 1503 0,000 0,000%
0-CPP 1586 1586 1586 0,003 0,004%
5-1Al 1612 1612 1612 0,000 0,000%
p-CPP 1706 1705 1706 0,004 0,004%
N-etilpentilona 1877 1877 1877 0,000 0,000%
5-MeO-MiPT 2132 2132 2132 0,006 0,004%
Cocaina 2188 2188 2188 0,006 0,004%
U-47700 2423 2423 2423 0,000 0,000%
THC 2478 2478 2478 0,000 0,000%
25C-NBOMe 2549 2549 2549 0,000 0,000%
Heroina 2624 2624 2624 0,009 0,004%
Salvinorina 3054 3054 3054 0,012 0,004%
Salvinorina 3160 3160 3160 0,000 0,000%
AM2201 3246 3246 3246 0,009 0,003%
JWH-210 3343 3343 3343 0,027 0,005%
MAM2201 3383 3383 3383 0,007 0,002%
JWH-081 3424 3424 3424 0,005 | 0,002%
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Figura 44 — Sobreposicdo dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condicGes indicadas

na Tabela 1 como Robustez 5.

Tabela 30 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencéo de Kovats

médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 6.

.. IRK para IRK para - i
Substancia . . IRK médio Variancia DPR
corrida A corrida B

Anfetamina 1105 1105 1105 0,002 0,004%
2-FA 1109 1109 1109 0,000 0,000%
Metiopropamina 1163 1163 1163 0,000 0,000%
Metanfetamina 1166 1166 1166 0,002 0,004%
Efedrina 1345 1345 1345 0,000 0,000%
MAPB e MDMA 1504 1504 1504 0,004 0,004%
MAPB e MDMA 1504 1504 1504 0,004 0,004%
0-CPP 1586 1586 1586 0,004 0,004%
5-1Al 1612 1612 1612 0,004 0,004%
p-CPP 1706 1706 1706 0,004 0,004%
N-etilpentilona 1878 1878 1878 0,019 0,007%
5-MeO-MiPT 2134 2134 2134 0,006 0,004%
Cocaina 2189 2188 2189 0,025 0,007%
U-47700 2423 2423 2423 0,008 0,004%
THC 2478 2478 2478 0,008 0,004%
25C-NBOMe 2549 2549 2549 0,009 0,004%
Heroina 2624 2623 2624 0,009 0,004%
Salvinorina 3057 3057 3057 0,000 0,000%
Salvinorina 3166 3166 3166 0,013 0,004%
AM2201 3249 3249 3249 0,000 0,000%
JWH-210 3347 3347 3347 0,046 0,006%
MAM?2201 3394 3394 3394 0,046 0,006%
JWH-081 3433 3433 3433 0,081 0,008%
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Figura 45 — Sobreposigdo dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condic¢des indicadas

na Tabela 1 como Robustez 6.

Tabela 31 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencéo de Kovats

médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 7.

.. IRK para IRK para - A
Substancia . . IRK médio | Variancia | DPR
corrida A corrida B
Anfetamina 1124 1124 1124 0,002 0,004%
2-FA 1129 1129 1129 0,002 0,004%
Metiopropamina e
. 1181 1181 1181 0,000 0,000%
Metanfetamina
Metiopropamina e
. 1181 1181 1181 0,000 0,000%
Metanfetamina
Efedrina 1372 1372 1372 0,000 0,000%
MAPB 1529 1529 1529 0,004 0,004%
MDMA 1533 1533 1533 0,000 0,000%
0-CPP 1620 1620 1620 0,000 0,000%
5-1Al 1652 1652 1652 0,016 0,008%
p-CPP 1745 1745 1745 0,004 0,004%
N-etilpentilona 1915 1915 1915 0,000 0,000%
5-MeO-MiPT 2185 2185 2185 0,000 0,000%
Cocaina 2242 2242 2242 0,000 0,000%
U-47700 2467 2467 2467 0,008 0,004%
THC 2524 2524 2524 0,000 0,000%
25C-NBOMe 2612 2612 2612 0,000 0,000%
Heroina 2696 2696 2696 0,009 0,004%
Salvinorina 3149 3148 3149 0,013 0,004%
Salvinorina 3258 3258 3258 0,014 0,004%
AM2201 3352 3352 3352 0,013 0,003%
JWH-210 3441 3441 3441 0,010 0,003%
MAM2201 3504 3504 3504 0,067 0,007%
JWH-081 3535 3535 3535 0,000 0,000%
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Figura 46 — Sobreposi¢do dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condic¢des indicadas

na Tabela 1 como Robustez 7.

Tabela 32 — Valores calculados para os indices de Retencdo de Kovats, indice de Retencdo de Kovats

médio, Variancia e Desvio Padrdo Relativo para as duas corridas Robustez 8.

IRK para

IRK para

Substancia . . IRK médio Variancia DPR
corrida A corrida B
Anfetamina 1130 1130 1130 0,009 0,008%
2-FA 1133 1133 1133 0,002 0,004%
Metiopropamina e
. 1186 1186 1186 0,009 0,008%
Metanfetamina
Metiopropamina e
. 1186 1186 1186 0,009 0,008%
Metanfetamina
Efedrina 1377 1377 1377 0,003 0,004%
MAPB 1535 1535 1535 0,003 0,004%
MDMA 1540 1540 1540 0,013 0,008%
0-CPP 1631 1631 1631 0,015 0,008%
5-1Al 1667 1667 1667 0,015 0,007%
p-CPP 1761 1760 1761 0,017 0,007%
N-etilpentilona 1917 1917 1917 0,005 0,004%
5-MeO-MiPT 2189 2189 2189 0,006 0,004%
Cocaina 2242 2242 2242 0,007 0,004%
U-47700 2467 2466 2466 0,031 0,007%
THC 2527 2527 2527 0,008 0,004%
25C-NBOMe 2608 2608 2608 0,009 0,004%
Heroina 2689 2689 2689 0,009 0,004%
Salvinorina 3137 3136 3137 0,051 0,007%
Salvinorina 3252 3251 3252 0,013 0,004%
AM2201 3369 3369 3369 0,099 0,009%
JWH-210 3452 3452 3452 0,034 0,005%
MAM2201 3511 3511 3511 0,007 0,002%
JWH-081 3544 3544 3544 0,059 0,007%
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Figura 47 — Sobreposi¢do dos cromatogramas do Mix de drogas obtidos com as condic¢des indicadas

na Tabela 1 como Robustez 8.

ANEXO 8

Tabela 33 — Valores calculados para o efeito “Marca da Coluna”, sua Varidncia e Intervalo de

Confianca.
Substancia Efeito Marca da Variancia do Efeito I.C. para
Coluna 1,959
Anfetamina 2,698 0,055 10,542
2-FA 2,189 0,017 0,297
Metlopropaml_na ¢ 2,336 0,015 10,282
Metanfetamina
Metlopropamlnna ¢ 2,411 0,017 +0,298
Metanfetamina
Efedrina 2,716 0,019 40,315
MAPB e MDMA 3,441 0,028 +0,389
MAPB e MDMA 3,853 0,028 +0,388
0-CPP 5,689 0,024 +0,358
5-1Al 7,085 0,250 +1,154
p-CPP 7,824 0,033 +0,419
N-etilpentilona 1,682 0,028 +0,388
5-MeO-MiPT 2,987 0,023 +0,353
Cocaina 0,265 0,029 +0,394
U-47700 -0,110 0,031 0,407
THC 1,893 0,035 +0,431
25C-NBOMe -1,406 0,037 +0,445
Heroina -3,412 0,044 +0,482
Salvinorina -5,427 0,046 +0,497
Salvinorina -2,169 0,042 +0,471
AM2201 6,914 0,060 +0,563
JWH-210 3,131 0,042 +0,471
MAM2201 3,794 0,044 +0,485
JWH-081 3,262 0,045 0,491
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Tabela 34 — Valores calculados para o efeito “Polaridade da Coluna”, sua Variancia e Intervalo de

Confianca.
Substancia Efeito Polaridade Variancia do Efeito .C. para
da Coluna 15,0506
Anfetamina 22,595 0,055 +0,542
2-FA 22,858 0,017 +0,297
Metiopropamina e
Metanfetaming 21,450 0,015 +0,282
Metiopropamina e
Metanfetaming 18,531 0,017 +0,298
Efedrina 30,527 0,019 +0,315
MAPB e MDMA 28,976 0,028 +0,389
MAPB e MDMA 33,312 0,028 +0,388
0-CPP 39,327 0,024 +0,358
5-1Al 48,078 0,250 +1,154
p-CPP 47,573 0,033 +0,419
N-etilpentilona 38,516 0,028 +0,388
5-MeO-MiPT 53,987 0,023 +0,353
Cocaina 53,601 0,029 +0,394
U-47700 43,809 0,031 0,407
THC 47,876 0,035 +0,431
25C-NBOMe 61,174 0,037 0,445
Heroina 68,770 0,044 0,482
Salvinorina 86,698 0,046 +0,497
Salvinorina 90,867 0,042 +0,471
AM2201 112,575 0,060 +0,563
JWH-210 100,525 0,042 +0,471
MAM2201 117,074 0,044 +0,485
JWH-081 109,029 0,045 +0,491
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Tabela 35 — Valores calculados para o efeito “Fluxo do gas de arraste”, sua Variancia e Intervalo de

Confianca.
Substancia Efeito Fluxo do Gas Variancia do Efeito .C. para
de Arraste 1s,95%
Anfetamina -1,634 0,055 +0,542
2-FA -1,215 0,017 +0,297
Metiopropamina e
Metanfetaming -1,361 0,015 +0,282
Metiopropamina e
Metanfetamina -1,372 0,017 +0,298
Efedrina -1,565 0,019 +0,315
MAPB e MDMA -1,950 0,028 +0,389
MAPB e MDMA -1,938 0,028 +0,388
0-CPP -3,025 0,024 +0,358
5-1Al -4,382 0,250 +1,154
p-CPP -3,547 0,033 +0,419
N-etilpentilona -2,070 0,028 +0,388
5-MeO-MiPT -2,810 0,023 +0,353
Cocaina -3,256 0,029 +0,394
U-47700 -5,091 0,031 0,407
THC -3,127 0,035 +0,431
25C-NBOMe -3,610 0,037 +0,445
Heroina -5,272 0,044 0,482
Salvinorina -4,294 0,046 +0,497
Salvinorina -4,318 0,042 +0,471
AM2201 -4,899 0,060 +0,563
JWH-210 -3,826 0,042 +0,471
MAM2201 -3,546 0,044 +0,485
JWH-081 -2,922 0,045 +0,491

92



Tabela 36 — Valores calculados para o efeito “Taxa de split”, sua Varidncia e Intervalo de Confianga.

Substancia Efeito Taxa de Split | Variancia do Efeito I'(i bard
8,95%
Anfetamina 0,686 0,055 +0,542
2-FA 0,384 0,017 +0,297
Metiopropamina e 0,343 0,015 +0,282
Metanfetamina
Metiopropamina e 0,483 0,017 +0,298
Metanfetamina
Efedrina -0,270 0,019 +0,315
MAPB e MDMA -0,134 0,028 +0,389
MAPB e MDMA -0,260 0,028 +0,388
0-CPP 0,262 0,024 +0,358
5-1Al 1,364 0,250 +1,154
p-CPP 0,421 0,033 +0,419
N-etilpentilona -0,058 0,028 +0,388
5-MeO-MiPT -1,386 0,023 +0,353
Cocaina -0,283 0,029 +0,394
U-47700 0,031 0,031 +0,407
THC 0,087 0,035 +0,431
25C-NBOMe -0,040 0,037 +0,445
Heroina 0,107 0,044 +0,482
Salvinorina -2,229 0,046 +0,497
Salvinorina -2,676 0,042 +0,471
AM2201 -0,671 0,060 +0,563
JWH-210 -0,528 0,042 +0,471
MAMZ2201 -5,886 0,044 +0,485
JWH-081 -3,322 0,045 +0,491
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Tabela 37 — Valores calculados para o efeito “Temperatura do injetor”, sua Variincia e Intervalo de

Confianca.
Substancia Efeito Temperatura do injetor | Variancia do Efeito I'f' para
8,95%

Anfetamina 1,690 0,055 +0,542
2-FA 1,438 0,017 0,297

Metiopropamina e
Metanfetaming 1,562 0,015 +0,282

Metiopropamina e
Metanfetamina 1,487 0,017 +0,298
Efedrina 2,003 0,019 +0,315
MAPB e MDMA 2,636 0,028 +0,389
MAPB e MDMA 3,048 0,028 +0,388
0-CPP 4,905 0,024 +0,358
5-1Al 6,211 0,250 +1,154
p-CPP 7,186 0,033 +0,419
N-etilpentilona 1,002 0,028 +0,388
5-MeO-MiPT 2,643 0,023 +0,353
Cocaina -0,178 0,029 0,394
U-47700 -0,042 0,031 0,407
THC 1,564 0,035 +0,431
25C-NBOMe -1,767 0,037 0,445
Heroina -3,595 0,044 +0,482
Salvinorina -4,909 0,046 +0,497
Salvinorina -3,130 0,042 +0,471
AM2201 7,360 0,060 +0,563
JWH-210 3,930 0,042 +0,471
MAM2201 3,931 0,044 0,485
JWH-081 3,568 0,045 +0,491
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Tabela 38 — Valores calculados para o efeito “Rampa de Temperatura”, sua Variancia e Intervalo de

Confianca.
Substancia Efeito Rampa de Variancia do Efeito .C. para
Temperatura 18,95%
Anfetamina 0,966 0,055 +0,542
2-FA 0,544 0,017 +0,297
Metiopropamina e
Metanfetaming 0,438 0,015 +0,282
Metiopropamina e
Metanfetamina 0,298 0,017 +0,298
Efedrina -0,043 0,019 +0,315
MAPB e MDMA 0,109 0,028 +0,389
MAPB e MDMA -0,017 0,028 +0,388
0-CPP -0,116 0,024 +0,358
5-1Al 0,700 0,250 +1,154
p-CPP -0,124 0,033 +0,419
N-etilpentilona -0,206 0,028 +0,388
5-MeO-MiPT -0,236 0,023 +0,353
Cocaina -0,195 0,029 +0,394
U-47700 -0,276 0,031 0,407
THC -0,123 0,035 +0,431
25C-NBOMe -0,199 0,037 +0,445
Heroina -0,205 0,044 10,482
Salvinorina 0,591 0,046 +0,497
Salvinorina 1,748 0,042 +0,471
AM2201 3,525 0,060 +0,563
JWH-210 4,393 0,042 +0,471
MAMZ2201 5,619 0,044 +0,485
JWH-081 5,704 0,045 +0,491

95



ANEXO 9

Tabela 39 — Selecao das corridas cuja condi¢ao de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo

(menor polaridade 100% Dimethylpolysiloxane).

Fator1 | Fator2 | Fator3 | Fator4 | Fator5 | Fator 6
Robustez 1 -1 -1 -1 -1 1 1
8 | Robustez 2 1 1 1 1 1 1
?, Robustez 5 -1 -1 1 1 1 -1
© Robustez 6 1 -1 1 -1 -1 1

Tabela 40 — Selegdo das corridas cuja condigdo de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto

(maior polaridade (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane).

Fator 1 | Fator2 | Fator3 | Fator4 | Fator5 | Fator 6
Robustez3 | -1 1 -1 1 -1 1
8 [ Robustez4 |1 1 1 1 1 1
§ Robustez7 | -1 1 1 -1 -1 -1
© Robustez8 |1 1 1 1 1 1

Tabela 41 — Valores calculados para o efeito “Marca da Coluna” para as corridas cuja condi¢do de

“Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

A . . Variancia do
Substancia Efeito Marca da Coluna . 1.C. para ts95%
Efeito
Anfetamina 1,008 0,061 +0,688
2-FA 0,751 0,047 +0,599
Metiopropamina e 0,051 +0,626
. 0,775
Metanfetamina
Metiopropamina e 0,058 +0,668
. 0,923
Metanfetamina
Efedrina 0,712 0,069 +0,729
MAPB e MDMA 0,805 0,100 +0,879
MAPB e MDMA 0,805 0,100 +0,879
0-CPP 0,784 0,076 +0,766
5-1Al 0,874 0,087 +0,818
p-CPP 0,638 0,094 +0,853
N-etilpentilona 0,680 0,088 10,825
5-MeO-MiPT 0,344 0,065 +0,706
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Variancia do

Substancia Efeito Marca da Coluna . 1.C. para ts,9506
Efeito

Cocaina 0,442 0,082 +0,794
U-47700 -0,069 0,083 +0,798
THC 0,329 0,086 +0,812
25C-NBOMe 0,361 0,089 +0,830
Heroina 0,183 0,101 +0,881
Salvinorina -0,518 0,094 +0,849
Salvinorina 0,960 0,094 +0,849
AM2201 -0,446 0,129 +0,998
JWH-210 -0,799 0,075 10,759
MAM2201 -0,136 0,118 10,952
JWH-081 -0,306 0,106 10,905

Tabela 42 — Valores calculados para o efeito “Marca da Coluna” para as corridas cuja condi¢do de

“Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

Substancia Efeito Marca da Coluna Varlanf: la do 1.C. para ts,950
Efeito
Anfetamina 4,389 0,159 +1,108
2-FA 3,626 0,020 10,389
Metiopropamina e 3,898 0,009 +0,260
Metanfetamina
Metiopropamina e 3,898 0,009 +0,260
Metanfetamina
Efedrina 4,719 0,006 10,214
MAPB e MDMA 6,076 0,014 +0,324
MAPB e MDMA 6,901 0,013 +0,318
0-CPP 10,594 0,020 40,393
5-1Al 13,297 0,914 +2,655
p-CPP 15,010 0,038 +0,538
N-etilpentilona 2,684 0,025 +0,440
5-MeO-MiPT 5,631 0,029 10,475
Cocaina 0,087 0,035 40,520
U-47700 -0,152 0,042 10,570
THC 3,457 0,054 +0,646
25C-NBOMe -3,173 0,059 10,677
Heroina -7,006 0,074 10,754
Salvinorina -10,336 0,092 +0,843
Salvinorina -5,299 0,073 0,751
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Variancia do

Substancia Efeito Marca da Coluna . 1.C. para ts,9506
Efeito
AM2201 14,274 0,109 +0,918
JWH-210 7,062 0,092 +0,843
MAM2201 7,725 0,059 +0,674
JWH-081 6,829 0,075 +0,761

Tabela 43 — Valores calculados para o efeito “Fluxo do Gas de Arraste” para as corridas cuja

condi¢do de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

b Efeito Fluxo do Gas de Varién.cia do 1.C. para taass
Arraste Efeito
Anfetamina -1,557 0,061 +0,688
2-FA -1,300 0,047 +0,599
Metiopropamina e
Metanfetaming -1,452 0,051 +0,626
Metiopropamina e
Metanfetamina -1,475 0,058 +0,668
Efedrina -1,579 0,069 +0,729
MAPB e MDMA -1,904 0,100 +0,879
MAPB e MDMA -1,904 0,100 +0,879
0-CPP -2,912 0,076 +0,766
5-1Al -3,543 0,087 +0,818
p-CPP -3,251 0,094 +0,853
N-etilpentilona -1,962 0,088 +0,825
5-MeO-MiPT -2,861 0,065 +0,706
Cocaina -3,238 0,082 +0,794
U-47700 -5,128 0,083 +0,798
THC -2,928 0,086 +0,812
25C-NBOMe -3,449 0,089 +0,830
Heroina -5,370 0,101 +0,881
Salvinorina -4,618 0,094 +0,849
Salvinorina -5,179 0,094 +0,849
AM2201 -5,507 0,129 +0,998
JWH-210 -5,019 0,075 0,759
MAM2201 -5,604 0,118 +0,952
JWH-081 -4,454 0,106 0,905
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Tabela 44 — Valores calculados para o efeito “Fluxo do Gas de Arraste” para as corridas cuja

condicao de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

S . Efeito Fluxo do Gas de Varién-cia do 1.C. para tasss
Arraste Efeito
Anfetamina -1,711 0,159 +1,108
2-FA -1,130 0,020 +0,389
Metiopropamina e -1,270 0,009 +0,260
Metanfetamina
Metiopropamina e -1,270 0,009 +0,260
Metanfetamina
Efedrina -1,550 0,006 +0,214
MAPB e MDMA -1,997 0,014 0,324
MAPB e MDMA -1,971 0,013 +0,318
0-CPP -3,137 0,020 +0,393
5-1Al -5,220 0,914 +2,655
p-CPP -3,844 0,038 +0,538
N-etilpentilona -2,178 0,025 +0,440
5-MeO-MiPT -2,759 0,029 +0,475
Cocaina -3,273 0,035 +0,520
U-47700 -5,054 0,042 +0,570
THC -3,326 0,054 +0,646
25C-NBOMe -3,771 0,059 0,677
Heroina -5,173 0,074 0,754
Salvinorina -3,970 0,092 +0,843
Salvinorina -3,458 0,073 +0,751
AM2201 -4,291 0,109 +0,918
JWH-210 -2,633 0,092 +0,843
MAM2201 -1,489 0,059 0,674
JWH-081 -1,389 0,075 +0,761
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Tabela 45 — Valores calculados para o efeito “Taxa de Split” para as corridas cuja condi¢ao de

“Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

Substancia Efeito Taxa de Split Varian-cia do I.C. para ts95%
Efeito
Anfetamina -0,280 0,061 +0,688
2-FA -0,159 0,047 +0,599
Metiopropamina e -0,096 0,051 10,626
Metanfetamina
Metiopropamina e 0,186 0,058 +0,668
Metanfetamina
Efedrina -0,227 0,069 0,729
MAPB e MDMA -0,243 0,100 +0,879
MAPB e MDMA -0,243 0,100 +0,879
0-CPP 0,378 0,076 +0,766
5-1Al 0,664 0,087 +0,818
p-CPP 0,545 0,094 +0,853
N-etilpentilona 0,147 0,088 +0,825
5-MeO-MiPT -1,150 0,065 +0,706
Cocaina -0,088 0,082 0,794
U-47700 0,307 0,083 +0,798
THC 0,210 0,086 +0,812
25C-NBOMe 0,158 0,089 +0,830
Heroina 0,312 0,101 10,881
Salvinorina -2,820 0,094 +0,849
Salvinorina -4.424 0,094 +0,849
AM2201 -4,196 0,129 +0,998
JWH-210 -4,921 0,075 0,759
MAM2201 -11,505 0,118 +0,952
JWH-081 -9,026 0,106 +0,905
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Tabela 46 — Valores calculados para o efeito “Taxa de Split” para as corridas cuja condicdo de

“Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

Substancia Efeito Taxa de Split Varian-cia do I.C. para ts95%
Efeito
Anfetamina 1,652 0,159 +1,108
2-FA 0,928 0,020 +0,389
Metiopropamina e 0,781 0,009 +0,260
Metanfetamina
Metiopropamina e 0,781 0,009 +0,260
Metanfetamina
Efedrina -0,312 0,006 +0,214
MAPB e MDMA -0,025 0,014 0,324
MAPB e MDMA -0,277 0,013 +0,318
0-CPP 0,146 0,020 +0,393
5-1Al 2,064 0,914 +2,655
p-CPP 0,297 0,038 +0,538
N-etilpentilona -0,264 0,025 +0,440
5-MeO-MiPT -1,623 0,029 +0,475
Cocaina -0,478 0,035 +0,520
U-47700 -0,245 0,042 +0,570
THC -0,035 0,054 +0,646
25C-NBOMe -0,239 0,059 +0,677
Heroina -0,099 0,074 +0,754
Salvinorina -1,638 0,092 +0,843
Salvinorina -0,927 0,073 +0,751
AM2201 2,853 0,109 +0,918
JWH-210 3,866 0,092 +0,843
MAM2201 -0,267 0,059 0,674
JWH-081 2,382 0,075 +0,761
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Tabela 47 — Valores calculados para o efeito “Temperatura do injetor” para as corridas cuja condig¢do

de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

S . Efeito Tferr?peratu rado Varién-cia do 1.C. para tasss
injetor Efeito
Anfetamina -1,008 0,061 +0,688
2-FA -0,751 0,047 +0,599
Metiopropamina e
Metanfetaming -0,775 0,051 +0,626
Metiopropamina e
Metanfetaming -0,923 0,058 +0,668
Efedrina -0,712 0,069 0,729
MAPB e MDMA -0,805 0,100 +0,879
MAPB e MDMA -0,805 0,100 +0,879
0-CPP -0,784 0,076 +0,766
5-1Al -0,874 0,087 +0,818
p-CPP -0,638 0,094 +0,853
N-etilpentilona -0,680 0,088 +0,825
5-MeO-MiPT -0,344 0,065 +0,706
Cocaina -0,442 0,082 0,794
U-47700 0,069 0,083 +0,798
THC -0,329 0,086 +0,812
25C-NBOMe -0,361 0,089 +0,830
Heroina -0,183 0,101 10,881
Salvinorina 0,518 0,094 +0,849
Salvinorina -0,960 0,094 +0,849
AM2201 0,446 0,129 +0,998
JWH-210 0,799 0,075 0,759
MAM2201 0,136 0,118 0,952
JWH-081 0,306 0,106 +0,905
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Tabela 48 — Valores calculados para o efeito “Temperatura do injetor” para as corridas cuja condig¢do

de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

S . Efeito Tferr?peratu rado Varién-cia do 1.C. para tasss
injetor Efeito
Anfetamina 4,389 0,159 +1,108
2-FA 3,626 0,020 +0,389
Metiopropamina e 3,898 0,009 +0,260
Metanfetamina
Metiopropamina e 3,898 0,009 +0,260
Metanfetamina
Efedrina 4,719 0,006 +0,214
MAPB e MDMA 6,076 0,014 0,324
MAPB e MDMA 6,901 0,013 +0,318
0-CPP 10,594 0,020 +0,393
5-1Al 13,297 0,914 12,655
p-CPP 15,010 0,038 +0,538
N-etilpentilona 2,684 0,025 +0,440
5-MeO-MiPT 5,631 0,029 +0,475
Cocaina 0,087 0,035 +0,520
U-47700 -0,152 0,042 +0,570
THC 3,457 0,054 0,646
25C-NBOMe -3,173 0,059 +0,677
Heroina -7,006 0,074 +0,754
Salvinorina -10,336 0,092 +0,843
Salvinorina -5,299 0,073 +0,751
AM2201 14,274 0,109 +0,918
JWH-210 7,062 0,092 +0,843
MAM2201 7,725 0,059 0,674
JWH-081 6,829 0,075 +0,761
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Tabela 49 — Valores calculados para o efeito “Rampa de Temperatura” para as corridas cuja condigao

de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel baixo.

S . Efeito Rampa de Varién-cia do 1.C. para tasss
Temperatura Efeito
Anfetamina 0,280 0,061 +0,688
2-FA 0,159 0,047 +0,599
Metiopropamina e 0,096 0,051 +0,626
Metanfetamina
Metiopropamina e -0,186 0,058 +0,668
Metanfetamina
Efedrina 0,227 0,069 0,729
MAPB e MDMA 0,243 0,100 +0,879
MAPB e MDMA 0,243 0,100 +0,879
0-CPP -0,378 0,076 +0,766
5-1Al -0,664 0,087 +0,818
p-CPP -0,545 0,094 +0,853
N-etilpentilona -0,147 0,088 +0,825
5-MeO-MiPT 1,150 0,065 +0,706
Cocaina 0,088 0,082 0,794
U-47700 -0,307 0,083 +0,798
THC -0,210 0,086 +0,812
25C-NBOMe -0,158 0,089 +0,830
Heroina -0,312 0,101 10,881
Salvinorina 2,820 0,094 +0,849
Salvinorina 4,424 0,094 +0,849
AM2201 4,196 0,129 +0,998
JWH-210 4,921 0,075 0,759
MAM2201 11,505 0,118 0,952
JWH-081 9,026 0,106 +0,905
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Tabela 50 — Valores calculados para o efeito “Rampa de Temperatura” para as corridas cuja condigao

de “Polaridade da Coluna” se manteve no nivel alto.

S . Efeito Rampa de Varién-cia do 1.C. para tasss
Temperatura Efeito
Anfetamina 1,652 0,159 +1,108
2-FA 0,928 0,020 +0,389
Metiopropamina e 0,781 0,009 +0,260
Metanfetamina
Metiopropamina e 0,781 0,009 +0,260
Metanfetamina
Efedrina -0,312 0,006 +0,214
MAPB e MDMA -0,025 0,014 0,324
MAPB e MDMA -0,277 0,013 +0,318
0-CPP 0,146 0,020 +0,393
5-1Al 2,064 0,914 +2,655
p-CPP 0,297 0,038 +0,538
N-etilpentilona -0,264 0,025 +0,440
5-MeO-MiPT -1,623 0,029 +0,475
Cocaina -0,478 0,035 +0,520
U-47700 -0,245 0,042 +0,570
THC -0,035 0,054 +0,646
25C-NBOMe -0,239 0,059 +0,677
Heroina -0,099 0,074 +0,754
Salvinorina -1,638 0,092 +0,843
Salvinorina -0,927 0,073 +0,751
AM2201 2,853 0,109 +0,918
JWH-210 3,866 0,092 +0,843
MAM2201 -0,267 0,059 0,674
JWH-081 2,382 0,075 +0,761
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