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RESUMO

Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para caracterizacao e

guantificacdo de derivados anfetaminicos

Palavras-chaves: anfepramona, femproporex, metilfenidato, 4-bromo-2,5-dimetoxi-

anfetamina, 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina, CG e CLAE.

O consumo licito e licito de derivados anfetaminicos tem aumentado
significativamente nos udltimos anos, acentuando a necessidade de métodos
analiticos adequados para a determinacédo dessas substancias pelos laboratérios de
toxicologia forense. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de métodos
cromatograficos para a analise simultanea de anfepramona (DEP), femproporex
(FEM), metilfenidato (MPH), 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina (DOB) e 4-bromo-2,5-
dimetoxi-fenetilamina (2-CB) em amostras nao-bioldgicas. Foram desenvolvidos
métodos de deteccdo por cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama
(CG/DIC), de confirmacao por cromatografia a gas com detector de espectrometria
de massas (CG/EM) e de deteccao e quantificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE/UV). Os derivados anfetaminicos
estudados foram identificados e quantificados simultaneamente através do método
CLAE/UV utilizando uma coluna C-18, comprimento de onda 206 nm e modo
isocratico. DEP, FEM, MPH e DOB foram detectados simultaneamente por CG/DIC e
CG/EM utilizando colunas capilares, sem derivatizacdo e com um tempo de corrida
inferior a 10 minutos. Os métodos desenvolvidos foram validados através da
avaliacdo dos parametros de linearidade, especificidade, precisdo, exatidao, limite
de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez. Os métodos desenvolvidos sao de

facil execucao, rapidos e adequados para a utilizacao na rotina laboratorial.






ABSTRACT

Development and validation of analytical methodology for characterization and

guantification of amphetamine derivatives

Keywords: amfepramone, fenproporex, methylphenidate, 4-bromo-2,5-

dimethoxyamphetamine, 4-bromo-2,5-dimethoxyphenetylamine, GC and HPLC.

The consumption of both licit and illicit amphetamine derivatives has grown
increasingly in recent years, emphasizing the need for analytical methods suitable for
identification and quantification of these substances by forensic toxicology
laboratories. This aim of this work was to develop and validate methods for the
simultaneous chromatographic analysis of amfepramone (diethylpropione, DEP),
fenproporex (FEM), methylphenidate (MPH), 4-bromo-2,5-dimethoxyamphetamine
(DOB), and 4-bromo-2,5 dimethoxyphenetylamine (2-CB) in non-biological samples.
Methods of detection by gas chromatography with flame ionization detector,
(GC/FID), confirmation by gas chromatography with mass spectrometry detection
(GC/MS), and detection and quantification by high performance liquid
chromatography with ultraviolet detection (HPLC/UV) were developed. The
amphetamine derivatives studied were identified and quantified simultaneously by
HPLC/UV using a RP-C18, 206 nm wavelength and isocratic conditions. DEP, FEM,
MPH and DOB were detected both by GC/FID and GC/MS using capillary columns,
without derivatization and running times lower than 10 minutes. The validation
parameters accessed were linearity, specificity, precision, accuracy, limit of detection,
limit of quantification and robustness. The developed methods are easy to

implement, fast and suitable for use in routine laboratory analysis.






1 INTRODUCAO







No ambito da toxicologia social, uma substancia é chamada de
estimulante quando é utilizada voluntariamente com a finalidade de obtencdo de
estados alterados de consciéncia caracterizados por euforia e decorrentes da

estimulacao do sistema nervoso central (SNC) (OGA, 2003).

O consumo de psicoestimulantes, substancias que aumentam a atividade
cerebral, € indissociavel da evolugdo da humanidade (BARCELLOS et al., 1997;
SCIVOLETTO e DUARTE, 2004). Nos dultimos 50 anos, tem-se notado uma
utilizacao significativa dessas drogas na pratica médica e ndo-meédica, sendo objeto
de padrdes identificaveis de uso e abuso (BARCELLOS et al., 1997). Entre as
substancias estimulantes, destacam-se os derivados anfetaminicos, disponiveis
tanto no comércio oficial quanto no ilicito (BARCELLOS et al., 1997; LIMA, 2004).

As anfetaminas e seus derivados possuem a estrutura basica da f-
fenetilamina, semelhante as catecolaminas. Quimicamente, sdo estruturas simples,
porém apresentam uma multiplicidade de efeitos biol6gicos, atuando como aminas
simpatomiméticas (ANDRADE et al., 2001; OGA, 2003; ONU, 2006). Modificagcbes
guimicas na estrutura da molécula resultam em um grande nimero de compostos
farmacologicamente ativos, dando origem as drogas de abuso conhecidas como
designer drugs, cujo consumo estda aumentando nos Ultimos anos
(CHRISTOPHERSEN, 2000; COSTA et al.,, 2005; MALDANER et al., 2005; ONU,
2006).

De acordo com os resultados da Policia Rodoviaria Federal, houve um
aumento no numero de apreensfes de anfetaminas nas rodovias federais de 17 em
2002 para 311 em 2003 (BRASIL, 2003a). Esse aumento esta associado a utilizagédo
dos chamados “rebites”, comprimidos de femproporex (FEM), que os trabalhadores
de companhias transportadoras utilizam para manter a vigilia e poder atender os

horarios estabelecidos pelas empresas contratantes (TEIXEIRA et al., 2001).

Segundo o relatério da Junta Internacional de Fiscalizagcdo de
Entorpecentes 2006, 6rgdo da Organizagdo das Nacdes Unidas (ONU), o Brasil
apresenta um consumo per capita de medicamentos anorexigenos 40% maior do
gue os EUA. Em 2005, 98,6% do femproporex e 89,5% da anfepramona foram
produzidas no Brasil e a maior parte foi consumida no proprio pais onde as compras



sao feitas sem receita médica — ou receitadas de forma indevida — por meio, até, de

remessas contrabandeadas (JIPE, 2006).

Os derivados anfetaminicos figuram entre as substancias mais
consumidas pelos jovens, ao lado dos solventes e ansioliticos, conforme dados
levantados em treze capitais brasileiras (BARCELLOS et al., 1997). Na regido sul,
foram as substancias mais consumidas entre os estudantes do sexo feminino
(GALDUROZ et al., 2004).

Dentre as anfetaminas mais comumente prescritas estdo a anfepramona
(DEP) e o FEM, na forma de cloridrato (TRUJILLO et al., 1999). Corroborando esses
dados, de acordo com uma avaliacdo dos principais medicamentos anorexigenos
dispensados em farmacias da regido noroeste do estado do RS, no periodo de junho
de 2003 a junho de 2004, o DEP foi o mais prescrito, com 49,6% das receitas
avaliadas, seguido pela sibutramina com 24,6 % e pelo FEM com 16,8% (CAUMO et
al., 2005).

De acordo com as estatisticas do Laboratorio de Pericias do Instituto-
Geral de Pericias (IGP) do estado do Rio Grande do Sul, os compostos
anfetaminicos representaram 10,9% das pericias realizadas em materiais brutos em
2004 e em 2005, esse numero passou para 20,7%, registrando-se a presenca,
dentre outros, de DEP, FEM e metilfenidato (MPH) (FASSINA et al., 2007).

Além dos compostos de uso controlado, segundo a Portaria 344/98 da
ANVISA, tém-se ainda os derivados anfetaminicos de uso proscrito, como a droga
sintética chamada de “capsula do vento” ou “capsula do medo”, cuja substancia ativa
€ 0 4-bromo-2,5-dimetoxianfetamina (DOB). Essa substancia possui grande
capacidade de induzir alucinagdes, mesmo em quantidades muito baixas, causando
efeitos que podem durar véarias horas (COSTA et al., 2005; COSTA et al., 2007).
Céapsulas contendo DOB ja foram apreendidas em varios estados brasileiros e,
recentemente, em abril de 2008, o Laboratério de Pericias recebeu uma amostra
proveniente da area metropolitana de Porto Alegre com suspeita de conter esse

derivado.

Outro derivado anfetaminico, de estrutura similar a do DOB, a 4-bromo-

2,5-dimetoxifenetilamina (2-CB) é uma droga psicoativa relacionada a mescalina que



foi desenvolvida como uma alternativa a dietilamida do acido lisérgico (LSD) e que
também apresenta potencial para abuso. Até o momento, ndo ha relatos de que
essa substancia tenha sido apreendida no Brasil, entretanto sua presenca ja foi
detectada na Europa (Suica e Holanda) e nos EUA (Texas, California, Arizona e
Flérida) (RAGAN et al., 1985; GLENNON et al., 1988; DeRUITER et al., 1995;
GIROUD et al., 1998).

O surgimento de novos derivados anfetaminicos tem obrigado as
autoridades a atualizar constantemente a legislagdo, bem como, a adequar
rapidamente os laboratorios forenses, pois a pericia deve ser capaz de analisar um
grande numero de substancias de forma répida e precisa por meio de métodos

especificos para a identificacdo das drogas de abuso (ONU, 2006).

De acordo com o levantamento de Laboratorios Analiticos de Toxicologia
Forense (BRASIL, 2004) realizado pela ANVISA/REBLAS em marco de 2004,
nenhum dos laboratérios da regido sul participantes da pesquisa declarou estar com

seus meétodos de pesquisa de compostos anfetaminicos validados.

Face ao exposto e considerando a importancia dos exames periciais no
processo de apuracdo da responsabilidade penal, mais especificamente, no
estabelecimento da materialidade do delito (BRASIL, 1941; BRASIL, 2006), este
trabalho visa ao desenvolvimento e a validacdo de metodologia analitica para
identificacdo e quantificacdo simultanea de DEP, FEM, MPH, DOB e 2-CB em
materiais nao-bioldgicos apreendidos.






2 OBJETIVOS







2.1 Gerais

Desenvolver e validar métodos de analise simultanea de DEP, FEM,
MPH, DOB e 2-CB por cromatografia a liquido de alta eficiéncia e por cromatografia

a gas.

2.2 Especificos

1) Desenvolver método analitico de deteccdo e quantificacdo por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (CLAE/UV),

para as substancias em questéo.

2) Desenvolver método analitico de deteccdo por cromatografia a gas

com detector de ionizacdo de chama (CG/DIC), para as substancias em questao.

3) Desenvolver método analitico de identificagdo por cromatografia a gas
com detector de massas (CG/EM), para as substancias em questao.

4) Validar a metodologia de acordo com a Resolu¢cdo RE n.° 899, de 29
de maio de 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003b).

5) Comparar os resultados, discutindo as vantagens e limitacdes dos
métodos desenvolvidos para a pesquisa desses compostos anfetaminicos em

materiais brutos (ndo-bioldgicos) apreendidos.






3 REVISAO







13

3.1 Anfetaminas

Quimicamente, a anfetamina e seus derivados sédo considerados aminas
aroméaticas, denominadas fenilalquilaminas, compostos organicos com apreciavel
basicidade (FOGLIATTO, 1998; UTRILLA, 2000; BALIKOVA, 2005).

Esses compostos apresentam a estrutura basica da p-fenetilamina
(FIGURA 1) formada por um anel benzénico e uma cadeia lateral de etilamina. Sua
estrutura permite substituicbes no anel aromatico, nos carbonos alfa e beta e no

grupo amino terminal originando muitos derivados.

Carbono alfa
Carbono beta 1

R5

R6

FIGURA 1. Estrutura geral das anfetaminas.

Considerando a relagdo estrutura atividade, a maior atividade
simpatomimética ocorre quando dois atomos de carbono separam o anel benzénico
do grupo amina. Em geral, quanto menor for o volume do substituinte em R1 e R2,
maior sera a sua seletividade o-adrenérgica; enquanto que, quanto maior for o
volume desses substituintes, maior serd a atividade p-adrenérgica (FOGLIATTO,
1998; KARCH, 1998; UTRILLA, 2000; GOODMAN e GILMAN, 2001; SILVA, 2002;
OGA, 2003; BALIKOVA, 2005).

Uma N-metilacdo aumenta a poténcia das aminas primarias, aumentando
a acao broncodilatadora e o efeito anorexigeno e anulando o efeito vasopressor.
Uma substituicio no carbono o blogueia a oxidagcdo pela monoaminoxidase,
prolongando a duracédo do efeito. Quando ha uma hidroxila em R4, obtém-se uma
reducdo na acgao estimulante central possivelmente em funcdo da diminuicdo da
lipossolubilidade. Contudo, essa substituigdo aumenta a atividade agonista nos

receptores o e B adrenérgicos, passando a apresentar efeitos broncodilatadores,
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aumento da pressdo sanglinea e da frequéncia cardiaca (FOGLIATTO, 1998;
KARCH, 1998; UTRILLA, 2000; GOODMAN e GILMAN, 2001; SILVA, 2002; OGA,
2003; BALIKOVA, 2005).

As atividades o e  adrenérgicas dependem da presenca simultdnea de
grupos hidroxila nas posicées R5 e R6. Compostos anfetaminicos que apresentam
grupamentos metoxi, dimetoxi ou trimetoxi no anel aromatico possuem propriedades
alucinégenas e perdem a habilidade de inibir a recaptacdo de norepinefrina e de
libera-la de seus sitios de ligacdo, passando a atuar diretamente sobre o receptor.
Além disso, quando ha um halogénio na posicao R6, os efeitos sdo semelhantes aos
dos agentes liberadores de serotonina (FOGLIATTO, 1998; KARCH, 1998;
UTRILLA, 2000; GOODMAN e GILMAN, 2001; SILVA, 2002; OGA, 2003;
BALIKOVA, 2005).

As acles anorexigenas com utilidade terapéutica podem ser
consequéncias de dois mecanismos diferentes: aumento da liberacdo de dopamina
e inibicdo da recaptacéo de serotonina (GOODMAN e GILMAN, 2001; RANG et al.,
2004). Anfetaminas alucinégenas (como o DOB e o 2-CB) apresentam afinidade
elevada pelos receptores 5-HT2A (NICHOLS, 2004; VIEGAS, 2005). Além disso,
esses compostos inibem a monoaminoxidase, enzima responsavel pela oxidacédo da
norepinefrina, gerando aumento da sua concentragdo na fenda sinaptica
(FOGLIATTO, 1998; CORDIOLI, 2000; BALIKOVA, 2005). Os mecanismos de
neurotransmissé@o relacionados as anfetaminas sé@o descritos detalhadamente no
trabalho de SULZER e colaboradores (2005).

Os derivados anfetaminicos aumentam a capacidade fisica e psiquica,
provocando bem-estar, anorexia e vigilia prolongada, o que possibilita 0 seu uso na
medicina para o tratamento da narcolepsia (disturbio caracterizado por crises de
sono), catalepsia (perda subita do ténus muscular) e obesidade. Paradoxalmente,
também sdo utilizados no tratamento da sindrome hipercinética, doenca da infancia
caracterizada por hiperatividade, incapacidade de concentracdo e alto grau de
comportamento impulsivo (FOGLIATTO, 1998; RIBEIRO e MARQUES, 2002; OGA,
2003; LIMA, 2004; RANG et al., 2004; BALIKOVA, 2005; ONU, 2006).
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Quando administrados em altas doses ou por longos periodos de tempo,
essas substancias podem apresentar elevada toxicidade, incluindo dermatoses,
nauseas, vomito, psicoses, convulsées, perda de memodria, insdnia, alucinacdes,
auto-escoriac¢oes, faléncia renal, comportamento agressivo, irritabilidade, depresséao,
taquicardia, hipertensdo, arritmias, hipertermia, midriase, hiperatividade e rigidez
muscular, podendo levar ao 0bito, geralmente resultado de infarto do miocardio ou
hemorragia cerebral (DELLIOU, 1980; BUCHANAN e BROWN, 1988; FOGLIATTO,
1998; CORDIOLI, 2000; GOODMAN e GILMAN, 2001; RIBEIRO e MARQUES,
2002; RANG et al., 2004; MALDANER et al., 2005; MEDLEY, 2006; ONU, 2006).

As anfetaminas e seus derivados podem causar dependéncia e induzir
lenta e progressiva tolerancia, sem causar sindrome de abstinéncia (LIMA, 2004;
RANG et al.,, 2004). A dependéncia a essas substancias estd se tornando fonte
crescente e alarmante de preocupacdo meédica e social, além de aumentar a

violéncia e a criminalidade, que estéo vinculadas ao narcotrafico (BRASIL, 2002).

Atualmente, a Portaria da SVS/MS n° 344, de 12 de maio de 1998, é o
instrumento sanitério legal que define as diretrizes de controle das substancias e
medicamentos sujeitos a controle especial no Brasil. Segundo a RDC n° 19, de 24
de marco de 2008, que atualiza o Anexo | da referida Portaria, o DEP e o FEM
fazem parte da lista “B2” — Lista das substancias psicotropicas anorexigenas
(sujeitas a notificagao de receita “B”), o MPH e o 2-CB fazem parte da lista “A3” —
Lista das substancias psicotropicas (sujeitas a notificagdo de receita “A”) e o DOB
faz parte da lista “F2” — Lista das substancias de uso proscrito no Brasil —
Substancias psicotropicas (BRASIL, 2008).

3.2 Anfepramona (DEP)

O DEP (FIGURA 2) foi sintetizado em 1928 e apresenta acao
anorexigena, sendo, portanto, indicado nos casos de obesidade (GOODMAN e
GILMAN, 2001).

Sua formula molecular é C13H19NO.HCI, apresentando-se na forma de um

fino po6 cristalino branco ou praticamente branco. O cloridrato contém,
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aproximadamente, 85% de base livre, apresenta ponto de fusdo em 168°C, com
decomposicao, e possui elevada solubilidade em agua, etanol e cloroférmio, sendo,
porém, praticamente insolivel em éter (FOGLIATTO, 1998; BUDAVARI, 2001;
GALICHET et al., 2004; BALIKOVA, 2005; SWEETMAN, 2005).

CH
o) ( 8
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FIGURA 2. Estrutura quimica da anfepramona (dietilpropiona, DEP).

Esse farmaco apresenta em sua estrutura quimica um grupamento amina
na forma terciaria e um atomo de carbono quiral, sendo utilizado comercialmente
como uma mistura racémica nos medicamentos Dualid S®, Inibex S®, Moderine® e

Hipofagin S® (MEY et al., 1999).

A DLsp do DEP para camundongos é 50 mg/kg (FOGLIATTO, 1998), para
criancas é 200 mg e para adultos é 2 g (GALICHET et al., 2004). As manifesta¢des
da intoxicagdo crbnica com anorexigenos incluem severas dermatoses, insénia e

irritabilidade.

O metabolismo do DEP envolve dois mecanismos: N-dealquilacéo e ceto-

reducdo levando a formagdo de um alcool secundério (TESTA e BECKETT, 1972).

Medicamentos contendo DEP podem causar hipertensdo pulmonar e
aumentar a incidéncia de convulsfes em alguns pacientes epilépticos. A prescricao
desse farmaco deve ser criteriosa, 0 meédico deve realizar uma avaliagao risco-
beneficio e informar ao paciente sobre os problemas relacionados ao seu uso,
incluindo a possibilidade de dependéncia (MEDLEY, 2006).

Os meétodos analiticos encontrados para a determinacdo de DEP em

materiais ndo-biologicos estdo resumidos na TABELA 1.
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TABELA 1. Sistemas cromatograficos utilizados para a determinacdo de DEP em materiais
nao-bioldgicos.

Cromatografia Coluna* Fase movel Deteccdo Referéncia
. WALTERS e
C-18 Acetonlt[|Ia}/metanollcgrb(_)nato de 255nm  WALTERS,
amonio 0,1% (70:10:20) 1977
Chiralcel n-hexano/2-propanol/dietilamina 254 nm MEY et al.,
oD® (98:2:0,1) 1999
Metanol/1,12-diaminododecano 0,005 PIETRA et
C-18 M contendo heptanosulfonato de s6dio 254 nm al. 2001
0,02 M pH 3 (5:95) B
Perclorato de aménio 0,01 M e
CLAE C-18 Metanol/tampao nitrato de amdnio - Sﬂ]lcz%%l-
) (90:10) B
Acido sulftrico em &gua/acido sulfarico
em acetonitrila (gradiente) e GALICHET
C-18 trietilamina/acido DAD et al., 2004
fosférico/agua/acetonitrila pH 3,3
. - ~ . THE
Agua/acetonitrila/ftampéo fosfato/nitrato
L1 de sédio 1 M (730:200:50:20) 254 nm Ug'OTOED’
. o TRUJILLO et
SE 30 Hidrogénio DIC al., 1999
. GALICHET
cG X-le X-5 Hélio EM etal., 2004
3% OV
17 e 3% Nitrogénio EM Stﬁ%lcz%%l—
A103 B

*C-18/L1 — octadecilsilano, Chiralcel OD® - celulose, SE-30 - metilsilicone, X-1 - 100%
dimetilpolisiloxano, X-5 - 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano, 3% OV 17 - 50%
fenilmetilsiloxano e 3% A103 — poliamida.

3.3 Femproporex (FEM)

O FEM (ou cianoetilanfetamina) é uma substancia simpatomimética com
propriedades farmacologicas similares as da anfetamina, ou seja, apresenta um
elevado potencial para abuso. Da mesma forma que o DEP, apresenta acéo
anorexigena, sendo empregado conjuntamente as dietas emagrecedoras (BELL et
al., 2001; ACHE, 2007). Essa substancia também ¢é muito utlizada por
caminhoneiros para diminuir 0 sono e aumentar o estado de vigilia e atencdo (BELL
et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2001; MARIZ e SILVA, 2003).

A dose usual de FEM (FIGURA 3) varia de 20 a 25 mg/dia, sendo
preconizada a administracdo antes da refeicdo (BELL et al., 2001; ACHE, 2007).
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Essa substancia pode ser encontrada nos seguintes medicamentos comercializados

no mercado brasileiro: Lipomax AP®, Desobesi-M®, Inobesin® e Nobese®.

H
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FIGURA 3. Estrutura quimica do femproporex (FEM).

O FEM foi sintetizado em laboratérios franceses em 1965 (FOGLIATTO,
1998; BALIKOVA, 2005) e sua estrutura quimica é caracterizada por apenas uma
substituicdo no anel benzénico e pela presenca de um substituinte muito volumoso
no grupamento amino, sendo, portanto, uma amina secundaria. Estas modificacoes
diminuem a capacidade de criar dependéncia, mantendo o efeito anorexigeno
(UTRILLA, 2000). Além disso, essa molécula apresenta um atomo de carbono quiral,
sendo comercialmente empregada na forma de um racemato (FARMACOPEIA
Brasileira, 1977; BUDAVARI, 2001; GALICHET et al., 2004; SWEETMAN, 2005).

A dose letal (DLsp) de FEM em ratos via oral na forma de racemato € de
65 mg/kg e ja houve um relato de morte pelo uso dessa substancia associada ao
acido gama hidroxibutirico (GHB) (BELL et al., 2001).

Em torno de 30% da dose ingerida de FEM sofre biotransformacao pre-
sistémica devido ao efeito de primeira passagem e a acdo enzimatica da flora
intestinal. Um dos principais metabdlitos produzidos por uma reacdo de N-
dealquilacdo é a anfetamina (CODY e VALTIER, 1996; LARINI, 1999; BELL et al.,
2001; MARIZ e SILVA, 2003).

CODY e VALTIER (1996) relataram que o FEM pode ser detectado em
amostras de urina até 25 horas apds a administracdo e que, no entanto, a
anfetamina produzida seria detectavel por vérios dias apds o uso. Para tanto, esses
pesquisadores utilizaram CG/EM empregando o anidrido heptafluorobutirico como

derivatizante e a metanfetamina deuterada como padrao interno (PI).
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O FEM apresenta formula molecular C;2H16N2.HCI e é encontrado na
forma de um po cristalino de cor branca ou levemente amarelado solivel em agua,
metanol e etanol e pouco solivel em acetona. A faixa de fusdo dessa substancia
varia entre 148 e 150°C (FARMACOPEIA Brasileira, 1977; BUDAVARI, 2001).

Os métodos analiticos encontrados para a determinacdo de FEM em

materiais ndo-biologicos estdo resumidos na TABELA 2.

A Farmacopéia Brasileira 3. ed. (1977) traz o método de volumetria em
meio ndo-aquoso para a andlise de FEM. HAUBOLD (1977) empregou a titulacédo
com acido perclérico para a andlise de comprimidos contendo FEM e ndo obteve
éxito na determinacdo do ponto de equivaléncia devido a interferéncia dos

excipientes.

TABELA 2. Sistemas cromatograficos utilizados para a determinacdo de FEM em materiais
nao-bioldgicos.

Cromatografia Coluna* Fase movel Deteccéo Referéncia
c-18 Acido sulfarico em agua/acido DAD GALICHET et
CLAE sulfarico em acetonitrila (gradiente) al., 2004
C-8 Tampao fosfato pH 3,8/acetonitrila DAD GALICHET et
(gradiente) al., 2004
A HAUBOLD,
SE-30 Nitrogénio DIC 1977
. A TRUJILLO et
CG SE-30 Hidrogénio DIC al., 1999
X-1le X- - GALICHET et
5 Helio EM al., 2004
*C-18 - octadecilsilano, C-8 - octilsilano, SE-30 - metilsilicone, X-1 - 100%

dimetilpolisiloxano e X-5 - 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano.

3.4 Metilfenidato (MPH)

O MPH foi sintetizado em 1944 e introduzido na terapéutica em 1956
(FOGLIATTO, 1998; BALIKOVA, 2005). Atualmente, essa substancia esta presente

nas especialidades farmacéuticas Ritalina®, Metadate® e Concerta®.
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Quimicamente, o MPH (FIGURA 4) é um derivado da piperidina, cuja
estrutura € caracterizada pela presenca de um grupamento aminico secundario e
por dois &tomos de carbono quiral, sendo, portanto, passivel de apresentacdo em
quatro formas enantioméricas. Em relacdo a atividade terapéutica do MPH, as
formas d e | treo sdo mais ativas que as formas d e | eritro. Dessa forma, utiliza-se
uma mistura racémica do par de enantibmeros d e | treo nas preparactes
farmacéuticas desse farmaco, sendo a forma eritro metilfenidato classificada como
uma impureza (CHALLMAN e LIPSKY, 2000; ZHANG et al., 2003; THE UNITED,
2007).

. HCI

FIGURA 4. Estrutura quimica do metilfenidato (MPH).

O MPH é um estimulante leve do SNC, com efeitos mais notaveis nas
atividades mentais que nas motoras (GOODMAN e GILMAN, 2001; NOVARTIS,
2006). Grandes doses desse farmaco produzem sinais de estimulacao generalizada,
podendo culminar em convulsdes (GOODMAN e GILMAN, 2001).

O consumo brasileiro dessa substancia foi superior a 8,5 milhdes de
comprimidos, de janeiro de 1998 a julho de 2001 (CARLINI et al., 2003),
observando-se um crescente potencial de abuso (GOODMAN e GILMAN, 2001;
KOLLINS et al., 2001).

A DLsp do MPH, por via oral em ratos, é de 190 mg/kg e para adultos é de
2 g, contudo, ja houve relatos de morte pelo uso desse medicamento na forma
injetavel (LEVINE et al., 1986; BUDAVARI, 2001; GALICHET et al., 2004). O MPH foi

considerado teratogénico em coelhos, porém néo apresentou esse efeito em ratos. A
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carcinogenicidade do MPH ainda é desconhecida em humanos (NOVARTIS, 2006).
O maior metabolito do MPH é o &cido ritalinico (ALLEN e SEDGWICK, 1984).

O MPH, na forma de base livre, apresenta faixa de fusdo entre 74 e 75°C
e é insolivel em agua, solivel em etanol, acetato de etila e em éter (GALICHET et
al., 2004).

Ja o cloridrato de MPH, que contém, aproximadamente, 87% da base
livre, apresenta formula molecular C;4H319NO,.HCI e encontra-se na forma de um fino
po cristalino branco, inodoro, com faixa de fusdo entre 224 e 226°C, facilmente
solivel em agua, etanol e metanol, sendo, entretanto, fracamente sollvel em
acetona e cloroférmio (FARMACOPEIA Brasileira, 1977; BUDAVARI, 2001;
GALICHET et al., 2004; SWEETMAN, 2005).

Essa substancia € indicada no tratamento da hiperatividade com déficit de
atencdo. Esse transtorno é uma sindrome que se manifesta na infancia e é
caracterizada por uma atividade motora excessiva, dificuldade para manter a
atencao e impulsividade, gerando problemas de desempenho escolar e nas relacdes
interpessoais (CHALLMAN e LIPSKY, 2000; GOODMAN e GILMAN, 2001,
NOVARTIS, 2006). O tratamento com Ritalina® néo é indicado em todos os casos de
transtorno de déficit de atencéo e deve ser considerado somente apos levantamento
detalhado da historia e avaliacdo da crianca (NOVARTIS, 2006).

Os efeitos adversos das medica¢bes que contém MPH incluem insonia,
tontura, sonoléncia, cefaléia, dor abdominal e anorexia, podendo causar supressao
do crescimento (GOODMAN e GILMAN, 2001; NOVARTIS, 2006). Criancas
menores de seis anos de idade ndo devem utilizar produtos contendo MPH
(NOVARTIS, 2006).

Os métodos analiticos encontrados para a determinacdo de MPH em

materiais ndo-bioldgicos estdo resumidos na TABELA 3.
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TABELA 3. Sistemas cromatograficos utilizados para a determinacdo de MPH em materiais
nao-bioldgicos.

Cromatografia  Coluna* Fase movel Detecc¢éo Referéncia

Metanol/acetonitrila/tamp&o ERRAMOUSPE e

L10 i~ 210 nm JARVI, 1997; THE
acetato (4:3:3) UNITED, 2007
Perclorato de aménio 0,01 M e
C-18 Metanol/tampéao nitrato de - GALICZ%%Z etal,

amonio (90:10)

Acido sulfarico em agua/acido
CLAE C-18 sulfdrico em acetonitrila DAD
(gradiente)

GALICHET etal.,
2004

Acetonitrila/acido

(®

SuLpgl_%oPs L fosférico/tampado trietilamina 229 nm GALICZ%%Z etal,

(25:10:5)

Acetonitrila/acido

C-8 fosforico/tampao trietilamina 229 nm GALIC2I—(|)|(E)1' etal,

(60:25:15)
X-1e X-5 Hélio EM GALICHET et al.,

CG 2004

3% OV 17 Nitrogénio EM GALICZ%%I et al.,

*L10 — nitrila, C-18 — octadecilsilano, Supelcosil® LC-DP - difenil, C-8 — octilsilano, X-1 -
100% dimetilpolisiloxano, X-5 - 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano e 3% OV 17 empacotada —
50% fenilmetilsilicone.

A Farmacopéia Brasileira 3. ed. (1977) traz o método de volumetria em

meio ndo-aquoso para a analise de MPH.

3.5 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina (DOB)

O DOB é uma substéancia sintética cuja dose efetiva, por via oral, é de 2
mg para um homem de 80 kg (FOGLIATTO, 1998; BALIKOVA, 2005).

Na forma de cloridrato, o DOB apresenta-se como um po6 branco
cristalino, com faixa de fusdo entre 197 e 199°C, sendo solivel em cloroférmio,

etanol e metanol e insoltvel em éter (DELLIOU, 1983).

Os efeitos decorrentes de seu uso aparecem lentamente depois de 1-2
horas e podem durar até 36 horas. A acao alucindgena é cem vezes maior que a da
mescalina e a da 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) sendo, portanto, uma das mais
fortes substancias psicotrépicas conhecidas (FOGLIATTO, 1998; KARCH, 1998;
MALDANER et al., 2005).
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O DOB causa dilatacdo das pupilas e aumento na pressado sistdlica,
temperatura corporal e taxa dos batimentos cardiacos e. Em altas doses, pode
causar problemas cardiovasculares, convulsdes, desorientacéo, estado de panico e
comportamento violento e agressivo. A DLsg do DOB em ratos é de 146-168 mg/kg
dependendo do isémero (DELLIOU, 1983).

As possiveis rotas de metabolizacdo do DOB incluem uma simples ou
dupla O-desmetilacdo, uma desaminagcdo oxidativa seguida por uma reducédo do
grupamento alcool correspondente, uma hidroxilacdo da cadeia lateral e, por fim,
uma combinacgéo dessas varias etapas. Com excec¢do dos metabdlitos deamino-oxo,
todos os demais metabdlitos parecem estar conjugados por glicuronidacdo ou
sulfatacdo (EWALD et al., 2006; COSTA et al., 2007).

A atividade alucinégena do DOB (FIGURA 5) é causada pela presenca de
uma amina primaria separada da fenila por dois atomos de carbono, pela presenca
de grupos metoxila na posicdo 2 e 5 do anel aroméatico e por um substituinte
hidrofébico (halogénio) na posicdo 4, o que 0 torna resistente ao metabolismo
oxidativo, aumentando sua estabilidade e poténcia (DELLIOU, 1983; GHYSEL,
2004; EWALD et al., 2006).

FIGURA 5. Estrutura quimica da 4-bromo-2,5-dimetoxianfetamina (DOB), em sua
configuracao mais ativa.

Na estrutura quimica do DOB ha um &tomo de carbono quiral, o0 que
possibilita a existéncia de isémeros. O isébmero R(-) do DOB é a sua forma mais
ativa (DELLIOU, 1983; NIDA, 2006a). Contudo, durante a producdo clandestina,
muitas substancias de abuso séo sintetizadas na forma racémica (NIDA, 2006b).

Jé& foi registrada uma morte por overdose apoés a ingestdo de 30 mg de
DOB (DELLIOU, 1980; DELLIOU, 1983).
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TOENNES e colaboradores (2000) e BALIKOVA (2005) relatam em seus
artigos os primeiros casos documentados de intoxicagcédo por DOB na Alemanha e na
Republica Tcheca, respectivamente. O nimero de casos de intoxicacdo por DOB
pode ser mais expressivo, pois provavelmente muitos deles permanecem

desconhecidos, sem um diagnéstico preciso (VIEGAS, 2005).

Apesar de ser conhecida desde 1967, somente nos ultimos anos essa
substancia reapareceu, inicialmente na Europa e nos EUA e, agora, no Brasil, onde
foi apreendido na forma de capsulas transparentes contendo de 1 a 3 mg da droga.
O nome popular de “capsula do vento” originou-se pelo fato de as capsulas
apresentarem uma infima quantidade de substancia. As primeiras apreensdes de
DOB no Brasil ocorreram em novembro de 2004 no Balneario Camborit (SC) e em
maio de 2005 na cidade de Sao Paulo (VIEGAS, 2005). Em abril de 2008, foram
apreendidas na regidao metropolitana de Porto Alegre (RS) 5 capsulas com suspeita

de conterem DOB.

Os meétodos analiticos encontrados para a determinacdo de DOB em

materiais nao-bioldgicos estdo resumidos na TABELA 4.

TABELA 4. Sistemas cromatograficos utilizados para a determinacdo de DOB em materiais
nao-bioldgicos.

Cromatografia Coluna* Fase movel Deteccéo Referéncia

a) Metanol/amdnia 2N/nitrato de
amonio 0,1N (27:2:1)

1®
Porasil b) Metanol/agua/etanolamina 293 nm DELLIOU, 1983
(700:300:2)
Tampéo fosfato pH
CLAE C-18 3/metanol/trietilamina 280 nm DeRU[I;)%I; etal,
(500:250:1)
i Tampéao fosfato pH 3/acetonitrila DeRUITER et al.,
c-18 (85:15) 280 nm 1998b
- - EM COSTA et al., 2005
OV : DIC  DELLIOU, 1983
DeRUITER et al.,
HP-1 Hélio EM 1995; DeRUITER et
CG al., 1998b
X-1e X- . GALICHET et al.,
5 Hélio EM 2004
RTX-5 i EM MALDANER et al.,

2005

*Porasil® - dioxosilano, C-18 — octadecilsilano, 3% OV 17 - 50% fenilmetilsilicone, HP-1/X-1 -
100% dimetilpolisiloxano, X-5/RTX-5 - 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano.
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3.6 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina (2-CB)

O 2-CB, também conhecido por Venus, Bromo, Erox e Nexus (GIROUD et
al., 1998; COLE et al., 2002; CARMO et al., 2005; ROHANOVA et al., 2008), é
utilizado na forma de p6 ou comprimido contendo de 4 a 30 mg e seu efeito inicia-se
em 20 a 90 minutos, podendo durar de 4 a 8 horas. Os efeitos analgésicos causados
por muitas drogas psicodélicas nao sédo obtidos pelo uso do 2-CB, pelo contrério, ha
um aumento da sensibilidade como um todo. Além disso, ha relatos de que se utiliza
0 2-CB em conjunto com a 3,4-metilenodioxi-metanfetamina (MDMA) de modo a
obter um efeito sinérgico afrodisiaco (RAGAN et al., 1985; GIROUD et al., 1998;
COLE et al., 2002).

O 2-CB (FIGURA 6) apresenta afinidade pelos receptores de serotonina e
seus efeitos variam conforme a dose ingerida: entre 5 e 10 mg o efeito é estimulante
e, entre 10 e 20 mg, os efeitos sédo alucindgenos. Essa substancia produz
relaxamento, passividade, euforia, aumento da capacidade visual, auditiva, olfatéria
e tactil, além de intensa alucinagdo, promovendo uma integracdo sensorial e emotiva
diferente do efeito causado pelo LSD (RAGAN et al., 1985; GIROUD et al., 1998;
CARMO et al. 2005; ROHANOVA et al., 2008).

CH,

NH

Br

SN

CH,

FIGURA 6. Estrutura quimica da 4-bromo-2,5-dimetoxifenetilamina (2-CB).

O 2-CB é excretado na urina apos trés horas da ingestdo na forma
inalterada e também na forma dos metabdlitos acido 4-bromo-2,5-
dimetoxifenilacético, acido 4-bromo-2,5-dimetoxibenzéico e 4-bromo-5-hidroxi-2-
metoxifenetilamina (COLE et al., 2002; CARMO et al., 2005). Os processos

metabolicos do 2-CB parecem envolver reacfes de desaminacdo oxidativa,
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formando o 2-(4-bromo-2,5-dimetoxifenil)-etanol (BDMPE), e demetilacdo (CARMO
et al., 2005).

Os métodos analiticos encontrados para a determinacdo de 2-CB em

materiais ndo-bioldgicos estao resumidos na TABELA 5.

TABELA 5. Sistemas cromatogréficos utilizados para a determinacdo de 2-CB em materiais
nao-bioldgicos.

Cromatografia Coluna* Fase movel Detecc¢éo Referéncia

Tampao fosfato pH DeRUITER et al.,

C-18 3,0/metanol/trietilamina 280 nm 1995
(500:250:1)
c-18 Tampao fosfato.pH 3,0/metanol 280 nm DeRUITER et al.,
CLAE (75:25) 1998a
c-18 Tampao fosfato pH 280 nm DeRUITER et al.,
3,0/metanol/acetonitrila (75:20:5) 1998a
Acetonitrila (gradiente 5- GIROUD et al.,
C-8 60%)/fosfato de potdssio 10 mM 210 nm  1998; COLE et al.,
pH 3,2 2002
SOV : EM  RAGAN etal, 1985
DeRUITER et al.,
CG HP-1 Hélio EM 1995; DeRUITER et
al., 1998a
HP- Hélio EM GIROUD et al., 1998
Ultra-2

*C-18 — octadecilsilano, C-8 — octilsilano, 3% OV 17 — 50% fenilmetilsilicone, HP-1 - 100%
dimetilpolisiloxano e HP-Ultra-2 — 5% difenil 95% dimetil siloxano.

3.7 Métodos cromatograficos

Cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo onde o0s
componentes a serem separados sao distribuidos entre duas fases: uma
estacionéria e outra movel. Os métodos cromatograficos que empregam gases como
fase moével sdo chamados de cromatografia em fase gasosa e 0os que empregam

liquidos, sdo chamados de cromatografia em fase liquida.

Tanto a cromatografia a gas (CG) quanto a cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) vém se destacando na quimica analitica pela capacidade de
realizarem analises qualitativas e quantitativas em amostras farmacéuticas e
biologicas (RIBANI et al., 2004).



27

O tempo de retencdo, quando comparado a um padrdo nas mesmas
condicOes, pode ser usado para confirmar uma possivel identidade da substancia e
a area sob a curva pode ser empregada na sua quantificacdo (LANCAS, 1993;
ELLIOTT e HALE, 1998; KARCH, 1998).

As vantagens da CG séao rapidez da analise, eficiéncia da separacéo (alta
resolucao), sensibilidade e necessidade de pequenas quantidades de amostra. Por
outro lado, suas desvantagens incluem: limitado niumero de substancias volateis,
inadequacao para amostras termolabeis e, dependendo do detector, necessidade de
métodos confirmatérios para a identificacdo das substéncias analisadas, pois
diferentes compostos podem apresentar o mesmo tempo de retencdo (LANCAS,
1993; ELLIOTT e HALE, 1998; KARCH, 1998; McNAIR e MILLER, 1998).

A CG é o procedimento padrdo em laboratorios forenses ha décadas. O
detector de ionizagdo de chama (DIC) é o mais comum, mas pode-se trabalhar com
detector de nitrogénio e fosforo (DNF), com o de captura de elétrons (DCE) e com o
detector de espectrometria de massas (EM) (LANCAS, 1993; ELLIOTT e HALE,
1998; KARCH, 1998).

O funcionamento do DIC se baseia no principio de que a condutividade
elétrica de um gas é diretamente proporcional a quantidade de particulas carregadas
nele presentes. O efluente da coluna, misturado com o hidrogénio e queimado ao ar,
produz uma chama que tem energia suficiente para ionizar as moléculas do soluto.
Os ions assim produzidos séo coletados por eletrodos, medindo-se a corrente i6nica
resultante. Quando apenas o gas de arraste puro passa pela chama de hidrogénio,
havera uma corrente muito pequena. Por outro lado, quando existirem na amostra
vaporizada compostos organicos, a chama queimara estes compostos formando
CO,, 4gua e particulas portadoras de carga, consequientemente, havera um grande
aumento na condutividade elétrica da chama. Agua e compostos inorganicos nao
apresentam sinal mensuravel por esse detector (JEFFERY et al., 1992; LANCAS,
1993).

O DIC, apesar de ser um detector destrutivo, tem grande aplicabilidade,
sendo quase universal na CG de compostos organicos; esta universalidade,

associada a sua elevada sensibilidade, alta estabilidade, resposta rapida e amplo
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intervalo de linearidade da resposta, faz com que seja o detector mais popular de
uso corrente (JEFFERY et al., 1992; LANCAS, 1993).

No detector de espectrometria de massas (EM) os componentes da
amostra séo ionizados por meio de um bombardeamento de feixe de elétrons. Esse
impacto eletrénico de alta energia (geralmente 70 eV) quebra a molécula formando
um conjunto de fragmentos carregados positivamente que sdo separados de acordo
com a sua massa ao atravessar um campo magnético. Se adequadamente
executado, o espectro de massas pode ser usado para confirmar conclusivamente a
identidade de uma substancia. A maioria dos detectores de massas possui um
sistema de banco de dados que armazena muitos espectros de massas, tornando-se
possivel confrontar-se o espectro obtido para o composto de interesse com aquele
da biblioteca. A principal vantagem desse método € que a amostra ndo precisa estar
pura e varios compostos podem ser identificados numa mesma analise. Por outro
lado, uma das desvantagens € que certos isdbmeros apresentam 0 mesmo espectro
de massas, dificultando a sua diferenciacdo (LANCAS, 1993; ELLIOTT e HALE,
1998; KARCH, 1998).

Na CLAE né&o ha degradacao térmica nem a amostra precisa ser volatil,
entretanto, ha uma forte dependéncia da polaridade do soluto. Os detectores mais
comuns acoplados a CLAE séo: UV, fluorescéncia, eletroquimico, indice de refracéo,
EM e arranjo de fotodiodos (DAD) (ELLIOTT e HALE, 1998; KARCH, 1998).

Nosso grupo de trabalho vem estudando varios métodos cromatogréaficos
para a analise de compostos anfetaminicos, pois os descritos na literatura (TABELA
6) ndo foram capazes de detectar adequada e simultaneamente DEP, FEM, MPH, 2-
CB e DOB.

TABELA 6. Sistemas cromatogréficos utilizados para a determinacdo de anfetaminas tipo
estimulantes em materiais ndo-biolégicos.

Cromatografia Coluna* Fase movel Deteccdo Referéncia
10% acetonitrila e 90% fosfato 50 mM + ONU,
CLAE C-18 trietanolamina 50 mM pH 2,2 210 nm 2006
- ONU,
CG HP-5 Hélio DIC 2006

*C-18 — octadecilsilano e HP-5 - 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano.
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3.7.1 Derivatizacao

Derivatizacéo é a transformacéo de um composto quimico em outro com a
finalidade de melhorar o perfil cromatografico, aumentando a estabilidade térmica e
a volatilidade e diminuindo a polaridade e a adsor¢do a coluna. Se por um lado, a
derivatizacao resulta em um aumento no tempo de retencao (BLAU e KING, 1977;
KATAOKA, 1996) e na inclusdo de mais etapas no procedimento analitico, com
probabilidade de mais erros (McNAIR e MILLER, 1998), por outro lado, melhora a
especificidade, a precisdo, a sensibilidade, a reprodutibilidade e a linearidade do
método (LANCAS, 1993; ELLIOTT e HALE, 1998; KARCH, 1998). Outra razao
utilizada com frequéncia para derivatizar um composto € a introducdo de grupos
especificos para 0s quais detectores mais sensiveis possam ser utilizados
(LANCAS, 1993).

As reacOes de derivatizacdo podem ser classificadas em: esterificacéo,
sililacédo, acetilacdo, formacdo de hidrazona e de heptafluorobutiratos, alquilacdo e
complexacao (LANCAS, 1993; McNAIR e MILLER, 1998).

3.8 Validacdo de métodos analiticos

Validar um sistema é dar ao mesmo validade, credibilidade, confianca. No
caso de um sistema analitico, a validacdo objetiva assegurar o cumprimento as
exigéncias das suas aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados obtidos (BRASIL, 2003b; LANCAS, 2004).

O tipo de método e seu respectivo uso determinam quais parametros
devem ser investigados, pois, tanto a Farmacopéia Americana (USP) quanto o
International Conference on Harmonisation (ICH, 2005), reconhecem que ndo ha
necessidade de se avaliar todos os par@metros de desempenho analitico (SWARTZ
e KRULL, 1998; ERMER, 2001; RIBANI et al., 2004).

A TABELA 7 mostra as caracteristicas de validacdo de acordo com os

tipos de procedimento analitico, segundo as recomendacgdes do ICH.
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TABELA 7. Caracteristicas de validacdo do ICH versus tipo de procedimento analitico
(SWARTZ e KRULL, 1998; SHABIR, 2003; ICH, 2005).

Procedimento analitico Identificacs Testes de impureza
[ caracteristicas entificacdo —— - Doseamento
_ Quantitativo  Ensaios limite

Exatidao NAO SIM NAO SIM
Preciséo

Repetibilidade NAO SIM NAO SIM

Precis&o intermed. NAO SIM* NAO SIM*
Especificidade SIM SIM SIM SIM
L. detecgéo NAO Em alguns SIM NAO
L. Quantificacao NAO SIM NAO NAO
Linearidade NAO SIM NAO SIM
Faixa de variacéo NAO SIM NAO SIM

*ou reprodutibilidade

Além dos parametros citados na TABELA 7, quando se emprega CLAE,
outros parametros de conformidade do sistema cromatografico devem ser avaliados,
como, fator de capacidade, repetibilidade de tempo de retencdo e de area,
resolucdo, assimetria e numero de pratos teéricos da coluna (CHASIN et al., 1994;
RIBANI et al., 2004).

A especificidade (ou seletividade) de um método analitico expressa a
habilidade de avaliar de forma inequivoca a substancia de interesse na presenca
outras substancias ativas, excipientes, impurezas ou contaminantes (BRASIL,
2003b; LANCAS, 2004). Esse é o principal parametro que deve ser avaliado nos
métodos de identificacdo de substancias controladas, principalmente fenetilaminas,
pois ha uma grande similaridade quimica entre os seus derivados (KARCH, 1998;
UTRILLA, 2000).

A FIGURA 7 mostra as estruturas quimicas das substancias escolhidas
neste trabalho para a avaliacdo da especificidade dos métodos. O benzaldeido
poderia estar presente nas amostras como residuo remanescente da sintese do
DOB, assim como, a cafeina, por ser estimulante, poderia ser empregada como

adulterante.
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FIGURA 7. Estrutura quimica das substancias relacionadas testadas na especificidade dos
meétodos.

A linearidade de um método analitico corresponde a sua capacidade de
fornecer resultados (intensidade da resposta do detector) diretamente proporcionais
a quantidade da substancia analisada dentro de um intervalo de concentracao
definido (BRASIL, 2003b; LANCAS, 2004; LAPACHINSKE, 2004).

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) de um método
analitico correspondem, respectivamente, a menor concentracdo da substancia de
interesse que pode ser detectada e quantificada com precisdo e exatidao
satisfatorias (LANCAS, 2004).

A precisdo é a medida da concordancia entre os valores experimentais
obtidos pela execucéo repetida do procedimento em uma mesma amostra e deve
ser a primeira etapa no estabelecimento de um método quantitativo de analise. Esse

parametro é avaliado pelo desvio padrédo relativo (DPR) inter-dias (precisao
intermediéria) e intra-dia (repetibilidade) (LANCAS, 1993).

Em analises cromatograficas faz-se necessario conhecer a repetibilidade
do tempo de retencdo e da area do pico. A repetibilidade do tempo de retencéo é

importante porque, na maioria das analises, é usada para confirmar a identidade do
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composto (analise qualitativa) e a repetibilidade da area do pico, por ser um

parametro utilizado na quantificacdo da substancia de interesse (LANCAS, 2004).

A exatiddo de um método analitico representa a proximidade entre os
resultados obtidos e um valor aceito como verdadeiro e pode ser avaliada pelo teste
de recuperacao, onde quantidades conhecidas sdo adicionadas a amostra (BRASIL,
2003b).

Embora néo faca parte de alguns procedimentos de validacdo, a robustez
deve ser também avaliada. Esse parametro mede a confiabilidade do método em
condicdes normais de operacdo, permitindo fixar as tolerancias dos fatores que
influenciam o método, ou seja, verifica a capacidade de ndo sofrer alteracdes em
decorréncia de pequenas variacdes deliberadamente introduzidas nos parametros
experimentais (BRASIL, 2003b; LANCAS, 2004).



4 MATERIAL E METODOS







35

4.1 Material

4.1.1 Material de referéncia

As substancias quimicas de referéncia (SQR) utilizadas estao descritas na
TABELA 8.

TABELA 8. Identificacdo e procedéncia das SQR.

Substancia Numero do Procedéncia Teor
lote declarado
DEP 0602000032 Aché Laboratdrios Farmacéuticos S.A. 98,81%
FEM 0512000032 Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A. 98,69%
MPH D0012 Novartis Pharma Brasil 100,55%
2-CB 32454-81F Cerilliant Corporation 100,00%
DOB i Instituto Nacional de Criminalistica - 100,00%

Departamento de Policia Federal

O DEP, FEM e o MPH, bem como todos os demais derivados
anfetaminicos utilizados nos testes de especificidade, foram cedidos pelo
Laboratério de Pericias do IGP-RS, através do Termo de Convénio n° 89/2007

(publicado no Diario Oficial do Estado em 19 de setembro de 2007).

O DOB foi obtido de capsulas apreendidas pelo Departamento de Policia

Federal e identificadas pelo Instituto Nacional de Criminalistica.

O 2-CB foi adquirido na forma de solucdo metandlica (1 mg/mL) pelo
Laboratério de Producdo de Padrbes Secundarios (LAPPS) da Faculdade de
Farméacia da UFRGS.

A difenilamina (DFA) (Merck), que foi utilizada como PI na linearidade por
CG/DIC, foi disponibilizada pelo LAPPS.

4.1.2 Produtos farmacéuticos

Os produtos farmacéuticos utilizados foram adquiridos do mercado e
estdo descritos na TABELA 9.
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TABELA 9. Identificacdo dos produtos farmacéuticos.

Produto Subsjtanua Dosagem Numero do Fabricante
ativa lote
. ® 7 -
Inlng S N DEP 75 mg 06090567 Medley S.A.AInQUstrla
desintegracao lenta Farmacéutica
Capsulas Rede Férmula —
PS DEP 70 mg - Laboratério de
manipuladas . ~
Manipulacdo
. ® Aché Laboratorios
Desobesi-m FEM 25 mg 0701777 Earmacéuticos S A.
Ritalina® MPH 10 mg Z0056 Novartis Biociéncias S.A.

4.1.3 Placebos

Foram preparados placebos dos produtos Inibex®S desintegracéo lenta,
Desobesi-m® e Ritalina® para a realizacdo dos testes de especificidade do DEP,

FEM e MPH, respectivamente.

A partir do peso médio das capsulas ou comprimidos, determinou-se o

conteudo referente aos excipientes.

Esses placebos foram preparados com as matérias-primas declaradas na
bulas desses produtos (TABELA 10) e as concentracdes utilizadas foram calculadas
a partir dos dados da literatura (KIBBE et al., 2000).

TABELA 10. Composicéo dos placebos.

Produto Excipientes
Inibex® S Celulose microcristalina, diéxido de silicio coloidal, estearato de
desintegracao lenta magnésio, carbdmer, hipromelose.

Talco, estearato de magnésio, amido de milho, diéxido de silicio
coloidal, 6leo de ricino e sacarose.

Fosfato tricalcico, lactose, amido de milho, gelatina, estearato de
magnésio e talco.

Desobesi-m®

Ritalina®

4.1.4 Equipamentos

O desenvolvimento analitico por CLAE foi realizado em equipamento
SHIMADZU® modelo LC-10AD, equipado com detector SPD-M10AVyr de DAD,

degaseificador DGU-14A, central de controle SCL-10Ayr € injetor manual
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RHEODYNE localizado no LAPPS. A aquisicdo e a analise dos dados foram

realizadas atraves do aplicativo CLASS-VP.

A validagdo do método por CLAE foi realizada em equipamento
SHIMADZU® modelo LC-20AT, equipado com detector SPD 10AV (UV/VIS),
degaseificador DGU-20A3, central de controle CBM-20AV, injetor automatico Sil-20A
e forno CTO 20-A localizado no LAPPS. A aquisicdo e a andlise dos dados foram

realizadas através do aplicativo CLASS-VP.

O método de detecgcdo por CG/DIC foi desenvolvido em equipamento
PERKIN ELMER® modelo XL GC Autosystem, com injetor manual, localizado na
Central Analitica 2 do PPGCF.

O método de confirmacédo por CG/EM foi desenvolvido no equipamento
SHIMADZU® modelo GC17A/QP5000 equipado com quadrupolo cilindrico GC/MS,
operado a 70 eV, com ionizacdo por impacto de elétrons e injetor manual localizado
na Central Analitica 2 do PPGCF.

4.2 CLAE/UV

O desenvolvimento analitico foi baseado nos métodos cromatograficos
descritos na literatura (TABELAS 1 a 6) para a determinacdo das substancias
isoladas, visando a obtencdo de um sistema que fosse adequado a determinacao

simultanea das substancias em estudo.

ApOs vérios ensaios preliminares para a determinagdo simultdnea do
DEP, FEM, MPH, DOB e 2-CB, foram estabelecidas as seguintes condicOes

analiticas:

e Coluna de fase reversa: LiChrocart®/LiChrospher®, 100 RP 18 (250 x 4,0 mm,
5 um, Merck)

e Deteccédo (UV): 206 nm

e Tempo de corrida: 20 minutos

e Volume de injecao: 20 pL
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e Fase movel (sistema isocratico - 0,8 mL/min): acetonitrila, metanol, acido
fosforico 0,025% e tampéo de trietilamina pH 5,0 (15:15:19:51, V/V)

A solucdo tampéao de trietilamina pH 5,0 foi preparada pela mistura de
10,0 mL de trietilamina PA, 9,0 mL de acido fosférico PA e agua q.s.p. 1000 mL,
ajustando-se o pH até 5,0, em pHmetro, com solucéo diluida de trietilamina ou &cido

fosfoérico.

A adequabilidade do sistema foi avaliada por meio de cinco injecdes de
uma solucdo contendo todas as SQR (30 pg/mL) observando-se o0s seguintes
parametros: repetibilidade de tempo de retencdo e de area, numero de pratos

tedricos, assimetria, fator de capacidade e resolucao.

4.2.1 Preparagdo da amostra

Apds pesagem, trituracdo e homogeneizagdo das amostras, foram
pesadas massas correspondentes a 2 mg de cada substancia em baldo volumétrico
(BV) de 20 mL. Adicionou-se 10 mL de metanol e, apés 10 min em banho de ultra-
som, diluiu-se até a marca com metanol, obtendo-se uma concentracdo de 100
pug/mL de cada analito. Ap6s homogeneizacédo, essa solucdo foi filtrada através de
papel de filtro e 3,0 mL foram transferidos para um BV de 10 mL. Diluiu-se até a

marca com fase moével, obtendo-se uma concentragao final de 30 pg/mL.

4.2.2 Validagdo do método por CLAE/UV

4.2.2.1 Especificidade

A avaliacdo da interferéncia dos excipientes das formas farmacéuticas
contendo DEP, FEM e MPH por CLAE foi realizada através da andlise individual dos

placebos, conforme descrito no item 4.1.3.
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De forma complementar, foi avaliada a interferéncia dos excipientes
presentes (cuja composicao nao foi informada) em um produto contendo DEP que

foi adquirido de farméacia de manipulacéo.

As solugdes contendo as SQR, as solugdes provenientes dos produtos
farmacéuticos e as solugcbes preparadas a partir dos placebos foram injetadas
separadamente para posterior analise dos cromatogramas. Todas as solu¢cdes foram

preparadas conforme descrito no item 4.2.1.

Além disso, foram injetadas solu¢cdes contendo outras substancias
estruturalmente relacionadas ou que poderiam estar presentes nas amostras como
adulterantes, produtos remanescentes da sintese, impurezas ou para ajuste de
volume (Qi et al., 2006). Essas solucfes foram preparadas em BV pela solubilizac&o
em metanol e diluicdo final em fase movel. A TABELA 11 mostra as substancias que
foram testadas e suas respectivas concentragoes.

TABELA 11. Substéancias relacionadas testadas na especificidade do método por CLAE.

Substancia Concentragao (pg/mL)
3,4-metilenodioxi-etilanfetamina (MDEA) 28,8
Anfetamina 33,0
Benzaldeido 31,3
Cafeina 35,6
Efedrina 36,4
MDA 28,8
MDMA 33,6
Metanfetamina 29,6
N-metil-3,4-metilenodioxifenil-2-butanamina (MBDB) 30,0

Os cromatogramas foram avaliados quanto a presenca de interferentes no
tempo de retencdo dos analitos e quanto & pureza dos picos de DEP, Inibex®s,
capsula manipulada de DEP, FEM, Desobesi-m®, MPH e Ritalina®, através dos
dados do DAD.

4.2.2.2 Linearidade

Cinco niveis de concentracdo foram avaliados para cada substancia em

trés diferentes dias. A partir das trés curvas obtidas, determinou-se a equacao da
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reta e o coeficiente de determinacdo (R?) pelo método dos minimos quadrados
através do programa Microsoft® Excel 2002. A linearidade do método foi verificada

através da andlise de variancia (ANOVA).

Cada substancia foi avaliada separadamente e cada solucao foi injetada

em triplicata.

A partir de uma solucdo contendo 100 pg/mL de DEP, FEM e MPH em
metanol, foram preparadas solu¢des contendo 10, 20, 30, 40 e 50 yg/mL em fase

movel.

A partir de uma solucdo contendo 20 ug/mL de DOB e 2-CB em fase
movel, foram injetados, por meio do amostrador automatico do cromatografo,
volumes correspondentes as massas presentes nas concentracdes de 10, 20, 30, 40

e 50 ug/mL, conforme a Tabela 12.

TABELA 12. Esquema utilizado para a avaliacdo da linearidade do método por CLAE para o
DOB e 0 2-CB.

Faixa de concentracdo (pug/mL) 10 20 30 40 50
Massa presente em 20 uL (1Q) 02 04 06 08 10
Concentracao da solucdo de DOB e 2-CB (ug/mL) 20 20 20 20 20
Volume de injecdo correspondente a massa (uL) 10 20 30 40 50

As curvas padrao foram obtidas a partir dos valores das areas absolutas

dos picos em funcao das concentracoes.

4.2.2.3 Limites de deteccédo e de quantificacao

Os LD e LQ foram estabelecidos a partir dos dados obtidos das curvas

padrédo de cada substancia, sendo determinados pelas seguintes equacdes:
LD=(DPax3)/IC e LQ =(DPax 10)/IC
Onde:

DPa = desvio padrao médio do intercepto de trés curvas padréo.

IC = inclinacdo média obtida nas trés curvas padrao.
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4.2.2.4 Precisao

Cada preparacao farmacéutica contendo DEP, FEM e MPH foi analisada
separadamente, de acordo com o procedimento descrito no item 4.2.1, e cada

solucéo foi injetada em triplicata.

A precisao intra-dia (repetibilidade) foi avaliada pelo DPR dos resultados
obtidos de seis determinacdes executadas pelo mesmo analista no mesmo
equipamento. A precisdo inter-dias (precisao intermediaria) foi verificada através do
DPR obtido em trés diferentes dias, sendo que em dois desses dias 0s ensaios

foram executados por um analista e no terceiro dia, por outro analista.
A concentracdo das amostras foi calculada através das equacdes abaixo:
Ca = (Aa X Csor) / Asor e Coy = (Cax 100) / Cr

Onde:

Ca = concentracdo da solucdo amostra em pg/mL.

A, = area absoluta do pico da solu¢cdo amostra.

Csor = concentracao da SQR em pg/mL

Asor = area absoluta do pico da solucdo padréo.

Cy = concentracdo percentual da substancia ativa em relacdo ao valor
declarado.

Ct = concentracao tedrica da solugdo amostra em pg/mL.

N&o foi possivel avaliar a precisdo para o DOB e 2-CB, como descrito no
item 4.2.1, em funcdo da indisponibilidade de amostras apreendidas no estado do

RS contendo essas substancias.

4.2.2.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo teste de recuperagdo. Cada preparacéo

farmacéutica contendo DEP, FEM e MPH foi avaliada separadamente.
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Preparou-se uma solucdo padrdo (a partir da SQR) e uma solucdo

amostra (a partir das capsulas ou comprimidos) na concentracédo de 100 pg/mL em

metanol pela diluicdo de massa correspondente a 2,5 mg do farmaco, em um BV de

25 mL.

As solugbes amostra acrescidas de solugdo padrao foram preparadas

conforme a TABELA 13, sendo que as solu¢cbes denominadas F;, F, e F3 foram

preparadas em triplicata.

TABELA 13. Solugbes para o teste de recuperacéo por CLAE.

Volumei de Volume de BV Concentracéo Quantidade
~ solucéo ~ N i : : .
Solucédo amostra solucéo padrao utilizado final obtida adicionada
(mL) adicionado (mL) (mL) (ng/mL) (%)
A 2,0 - 10 20 -
P - 1,0 5 20 -
Fi 2,0 1,0 10 30 50
F, 4,0 3,0 20 35 75
Fs 1,0 1,0 5 40 100
O percentual recuperado foi calculado a partir da equacao que segue:
R% =[(CF - CA) / CP] x 100
Onde:

R% = percentual de recuperacdo em relacdo a quantidade adicionada.
CF = concentracao obtida na solucéo adicionada de padréo.
CA = concentragao da solucdo amostra, sem a adicao de padrao.

CP = concentracdo adicionada a respectiva solugéao.

N&o foi possivel avaliar a exatiddo do método para o DOB e o 2-CB, pois,

como ja descrito anteriormente, seriam necessarias amostras contendo essas

substancias.

4.2.2.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada através das seguintes alteragdes:



43

e pH da solugdo tampé&o de trietilamina da fase moével — 4,9 e 5,1.
e Coluna cromatografica — Phenomenex® Gemini Su C18 (250 x 4,6 mm, 5um).

e Fluxo da fase mével — 0,75 e 0,85 mL/min

A analise cromatografica das diferentes condi¢cdes analiticas foi realizada
em triplicata e separadamente, ou seja, para avaliagdo de um parametro,

mantiveram-se constantes os demais.

4.3 CG/DIC

O desenvolvimento analitico foi baseado nos métodos cromatograficos
descritos na literatura para a determinagcdo das substancias isoladas e sem
derivatizacdo, visando a obtencdo de um sistema que fosse adequado a

determinacao simultanea das substancias em estudo.

ApOs varios ensaios preliminares, foram estabelecidas as seguintes

condi¢cdes analiticas:

e Coluna capilar: SHIMADZU CBP1 (25 x 0,22 x 0,25) preenchida com 100%
dimetilpolisiloxano

e Temperatura do detector (DIC): 300 °C

e Temperatura do injetor: 280 °C

e Tempo de corrida: 6 minutos

e Gas de arraste: Nitrogénio, 20 mL/min

e Volume de injecdo: 3 uL

e Atenuacao: -5

e Temperatura da coluna (programacao): 160 °C por 1 minuto, 12,5 °C/min até
210 °C, 210 °C por 1 minuto.

4.3.1 Preparagao da amostra

Apds pesagem, trituracdo e homogeneizacdo das amostras, foram

pesadas massas correspondentes a 10 mg de cada substancia em BV de 10 mL.
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Adicionou-se 5 mL de metanol e, apés 10 min em banho de ultra-som, diluiu-se até a
marca com metanol. Ap0s homogeneizacdo, essa solucdo (1 mg/mL) foi filtrada

através de papel de filtro e injetada no equipamento.

4.3.2 Validacao do método por CG/DIC
4.3.2.1 Especificidade

A avaliacdo da interferéncia dos excipientes das formas farmacéuticas
contendo DEP, FEM e MPH no método por CG/DIC foi realizada através da analise

individual dos placebos, conforme descrito no item 4.1.3.

De forma complementar, foi avaliada a interferéncia dos excipientes
presentes (cuja composi¢cao nao foi informada) em um produto contendo DEP que

foi adquirido de farmé&cia de manipulacéo.

As solugbes contendo as SQR, as solucdes provenientes dos produtos
farmacéuticos e as solucbes preparadas a partir dos placebos foram injetadas
separadamente para posterior analise dos cromatogramas. Todas as solucdes foram

preparadas conforme descrito no item 4.3.1.

Além disso, foram injetadas solu¢cdes contendo outras substancias
estruturalmente relacionadas ou que poderiam estar presentes nas amostras como
adulterantes, impurezas ou para ajuste de volume (Qi et al., 2006). Essas solugdes
foram preparadas em BV pela diluicdo em metanol, obtendo-se as concentracdes
descritas na TABELA 14.

TABELA 14. Substéncias relacionadas testadas na especificidade do método por CG/DIC.

Substancia Concentracdo (mg/mL)
Anfetamina 0,66
Benzaldeido 0,31
Cafeina 0,89
Efedrina 0,91
MBDB 0,30
MDA 0,36
MDEA 0,36
MDMA 0,56

Metanfetamina 0,74
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Os cromatogramas foram analisados quanto a presenca de interferentes

no tempo de retencéo dos analitos.

4.3.2.2 Linearidade

Cinco niveis de concentracdo foram avaliados em dois diferentes dias
utiizando a DFA como PIl. A partir das duas curvas obtidas, determinou-se a
equacao da reta e o r pelo método dos minimos quadrados através do programa
Microsoft® Excel 2003.

As substancias foram avaliadas simultaneamente e cada solucédo foi

injetada em quintuplicata.

Foram pesadas massas correspondentes a 100 mg de DEP, FEM e MPH
em um BV de 50 mL (MIX). Em um BV de 20 mL, foi pesada massa correspondente
a 100 mg de DFA (PI). Apoés solubilizacdo em metanol, com auxilio de banho de
ultra-som, obtiveram-se as solucbes MIX (2 mg/mL) e PI (5 mg/mL),
respectivamente. Com auxilio de pipetas volumétricas, foram preparadas as

solugdes da curva padrao, conforme a TABELA 15.

TABELA 15. Preparacéo da curva padréao por CG/DIC.

Solugdo MIX (mL) Solugéo PI (mL)* BV (mL) Concentracéo final (mg/mL)

5,0 2,0 10 1,0
11,0 4,0 20 11
3,0 1,0 5 1,2
13,0 4,0 20 13
7,0 2,0 10 14

*Concentracdo igual em todos pontos da curva: 1 mg/mL.

Cada curva padrao foi obtida a partir da razdo entre a area absoluta da

substancia de interesse e a area do Pl em funcao da respectiva concentracao.
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Considerando a faixa de concentracdo requerida pelo método e a
pequena quantidade disponivel de SQR de DOB e de 2-CB, essas substancias nao

foram avaliadas na linearidade do método por CG/DIC.

4.3.2.3 Limites de deteccédo e de quantificacao

Os LD e LQ foram estabelecidos a partir dos dados obtidos das curvas

padréo de cada substancia, sendo determinados pelas seguintes equagodes:
LD=(DPax3)/IC e LQ=(DPax10)/IC
Onde:

DPa = desvio padrdo médio do intercepto de duas curvas padrao.

IC = inclinacdo média obtida nas duas curvas padrao.

4.3.3 Derivatizacdo
Algumas reacdes de derivatizacao foram testadas por CG/DIC.

O FEM e o MPH foram submetidos a uma reagdo com cicloexanona nas
seguintes condi¢des: 200 puL de uma solucdo contendo 1 mg/mL em metanol foram
evaporados a 60 °C até secura. Logo apos, adicionaram-se 25 ulL de cicloexanona,

mantendo-se a 100 °C por 30 minutos. A solugao obtida foi injetada no equipamento.

O DEP, FEM e MPH foram derivatizados, separadamente, com
etilcloroformato e butilcloroformato, conforme descrito por BLAU e KING (1977), da
seguinte maneira: 40 uL de uma solugéo contendo 1 mg/mL foram transferidos para
dois vials. Em um deles, adicionaram-se 27 uL de etilcloroformato e no outro, 33 uL
de butilcloroformato. Em ambos, adicionou-se uma pequena quantidade de
carbonato de sédio, 200 uL de tolueno e 50 pL de hidréxido de sédio 10%. Apds 1 h

a 100 °C em vial fechado, a fase organica foi injetada.
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4.4 CG/EM

ApOs varios ensaios preliminares, visando a obtencdo de um sistema que
permitisse a deteccdo adequada das substancias em estudo, foram estabelecidas as

seguintes condi¢des analiticas:

e Coluna capilar: SUPELCO DB5 Simplicity-5° (30 x 0,25 x 0,25) preenchida
com 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano

e Temperatura do detector (EM): 260 °C

e Temperatura do injetor: 285 °C

e Tempo de corrida: 7,5 minutos

e Aquisicdo dos dados: a partir de 2,5 minutos no modo full scan

e Gas de arraste: Hélio

e Razdo de divisao (split ratio): 1:75

e Volume de injecdo: 3 uL

e Temperatura da coluna (isotérmica): 190 °C

4.4.1 Preparagéo da amostra

Apds pesagem, trituracdo e homogeneizagdo das amostras, foram
pesadas massas correspondentes a 10 mg de cada substancia em BV de 10 mL.
Adicionaram-se 5 mL de metanol e, apés 10 min em banho de ultra-som, diluiu-se
até a marca com metanol (1 mg/mL). Apdés homogeneizacdo, essa solucdo foi
filtrada através de papel de filtro e 5,0 mL foram transferidos para BV de 20 mL,

diluindo-se até a marca com metanol (250 pg/mL).

4.4.2 Validacdo do método por CG/EM
4.4.2.1 Especificidade

A avaliacdo da interferéncia dos excipientes das formas farmacéuticas
contendo DEP, FEM e MPH no método por CG/EM foi realizada através da analise

individual dos placebos, conforme descrito no item 4.1.3.
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De forma complementar, foi avaliada a interferéncia dos excipientes
presentes (cuja composicao nao foi informada) em um produto contendo DEP que

foi adquirido de farméacia de manipulacéo.

As solugbes contendo as SQR, as solugdes provenientes dos produtos
farmacéuticos e as solugcbes preparadas a partir dos placebos foram injetadas
separadamente para posterior analise dos cromatogramas. Todas as solucdes foram

preparadas conforme descrito no item 4.4.1.

Além disso, foram injetadas solu¢des contendo outras substancias
estruturalmente relacionadas ou que poderiam estar presentes nas amostras como
adulterantes, impurezas ou para ajuste de volume (Qi et al., 2006). Essas solucdes

foram preparadas em BV pela diluicdo em metanol, conforme a TABELA 16.

TABELA 16. Substéncias relacionadas testadas na especificidade do método por CG/EM.

Substancia Concentragao (ug/mL)
Anfetamina 264
Benzaldeido 313
Cafeina 356
Efedrina 273
MBDB 300
MDA 360
MDEA 360
MDMA 224
Metanfetamina 296

Os cromatogramas foram avaliados quanto a presenca de interferentes no

tempo de retencao dos analitos.

4.4.2.2 Linearidade

Cinco niveis de concentracdo do FEM foram avaliados em um dia. A partir
da curva obtida, determinou-se a equacao da reta e o r pelo método dos minimos

quadrados através do programa Microsoft® Excel 2003.
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A partir de uma solucdo contendo 100 ug/mL de FEM em metanol, foram
preparadas solucdes contendo 20, 30, 40, 50 e 60 yg/mL em metanol. Cada solucao

foi injetada em triplicata.

A curva padrao foi obtida a partir dos valores das areas absolutas dos

picos em fungéo das concentracdes.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Com a crescente demanda de amostras apreendidas, bem como o
surgimento de novos compostos anfetaminicos, os métodos analiticos empregados
em analises de rotina devem ser capazes de determinar o maximo possivel de
analitos simultaneamente, com relativa facilidade operacional, reduzindo assim custo

e tempo de analise.

Os laboratorios de toxicologia forense possuem equipamentos diversos,
conforme a disponibilidade de cada Estado. Assim, € importante dispor de técnicas

diferentes de analise e comparar os resultados obtidos.

Nesse sentido, este trabalho buscou desenvolver métodos
cromatograficos por CLAE/UV, CG/DIC e CG/EM, que fossem relativamente simples,
que utilizassem poucos reagentes e solventes e que pudessem detectar
simultaneamente DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB em amostras ndo bioldgicas, visto
gue nenhum dos métodos encontrados na revisao bibliografica foi desenvolvido para

esta combinacdo de substancias.

5.1 CLAE/UV

Para estabelecer o método analitico por CLAE/UV e suas condicdes
cromatograficas, foram necessarios diversos ensaios preliminares os quais foram
baseados nos métodos descritos na literatura para as substancias em separado
(TABELAS 1 a 6).

Nos testes efetuados foram avaliados diferentes parametros, entre eles:
composicdo e fluxo da fase moével, pH da solucdo tampé&o, concentracdo das
amostras, comprimento de onda (A) em relacdo a intensidade dos picos e a
estabilidade da linha de base, colunas cromatograficas e temperatura de analise,

onde se observou a resolucao entre os picos e o tempo total da andlise.

O A de 206 nm foi definido a partir da avaliagdo dos maximos de absorgéo
das cinco substancias na regidao do UV (TABELA 17). Apesar de ser uma regiao

onde o ruido da linha de base é maior, apenas nesse A todas as substancias

absorvem e foi possivel detectar simultaneamente DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB.
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TABELA 17. Comprimentos de onda relativos aos maximos de absorcdo na regido do UV,
em solugdo metandlica, e valores de pKa das substancias em estudo.

Substancia A (nm) pKa*
DEP 207,8 € 249,6 7,60
FEM 207,2 e fracamente em 252,2, 258,0 e 263,8 7,70
MPH 206,2 e fracamente em 251,8, 257,8 e 264,1 8,90
2-CB 205,2,225,0 e 293,8 8,80
DOB 212,0 e 296,6 8,80

*Calculado pelo programa ALOGPS v. 2.1 disponivel em www.vcclab.org.

As cinco substancias estudadas séo classificadas como bases fracas,
conforme os valores de constante de dissociacao (pKa) descritos na TABELA 16.
Dessa forma, em pH 5,0, todas elas se encontram na forma ionizada (protonada),
mais hidrofilica e polar, sendo fortemente atraidas pelos grupamentos silandis

inativos da fase estacionaria de uma coluna de fase reversa.

Uma forma de minimizar esse problema, mesmo empregando colunas
protegidas (endcapped), € utilizar trietilamina na fase movel, pois ela funciona como
um competidor dindmico pelos sitios silandis da coluna, evitando um tempo de

retencdo excessivo e a formacao de picos assimétricos (LINDSAY, 1992).

A coluna de separacdo utilizada, aliada a composicdo qualitativa e
guantitativa da fase moével e aos demais parametros do método, proporcionaram
uma boa separacdo cromatografica, o que permitiu detectar nitidamente as cinco
substancias, conforme pode ser visto na FIGURA 8. A ordem de elui¢cdo foi: DEP,
FEM, MPH, 2-CB e DOB.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito por DeRUITER e
colaboradores (1995), ou seja, aminas ndo bromadas apresentam um tempo de
retencdo menor do que aminas bromadas e a presenca de uma metila na posi¢éo o

da cadeia lateral faz com que a substéncia elua em um tempo maior.
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FIGURA 8. Cromatograma da solucdo contendo DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB (SQR) em
fase mével (30 pg/mL): acetonitrila:metanol:acido fosforico 0,025%: tampao de trietilamina
pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® C.s Merck
(250%4,0 mm, 5 um), detec¢cdo em 206 nm e volume de inje¢do 20 uL (DEP= anfepramona,
FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB=
4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).

A verificacdo da adequabilidade do sistema cromatografico visa a garantir
gue as condic¢bes estao adequadas a aplicacdo pretendida, utilizando-se para isto os
parametros repetibilidade, numero de pratos tedricos, assimetria, fator de
capacidade e resolucao (CDER, 1994).

A repetibilidade de injecbes e de areas indica o desempenho do
equipamento (injetor, bomba, coluna, condicbes ambientais e tempo em que as
amostras sao analisadas). O numero de pratos tedricos (N) avalia a eficiéncia da
coluna, sendo influenciado pela posi¢cdo do pico, tamanho das particulas da coluna,
fluxo da fase movel e massa molecular do analito. A assimetria (ou fator de cauda,
T) influencia a determinacdo do inicio e fim do pico e, por consequéncia, na area
obtida. O fator de capacidade (k) avalia onde o pico de interesse esta localizado em
relacdo aos compostos nao retidos (volume “morto”). A resolugdo é a medida do
guanto dois picos estdo afastados um do outro, sendo que esse parametro é

essencial para métodos quantitativos (CDER, 1994).

Os resultados dos testes de adequabilidade do sistema desenvolvido
estdo descritos na TABELA 18 e os critérios para aceitacdo foram os preconizados
pelo CDER (1994).
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TABELA 18. Resultados da adequabilidade do sistema desenvolvido por CLAE/UV nas
condigbes cromatograficas: fase mével acetonitrila:metanol:acido fosforico 0,025%: tampé&o
de trietilamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher®
C18 Merck (250x4,0 mm, 5 um), deteccdo em 206 nm e volume de inje¢do 20 plL.

Tempo de Area Numero Eator
Substancia* retencdo  absoluta/ de pratos Assimetria capacidade Resolucéo
(min)/DPR  DPR tedricos (<2) p(> 2) > 2)
(1) (1) (>2000)
DEP 6,70/0,07 2823584/ 2983 1,98 3,19 9,69
0,25
FEM 8,77/0,10 1630887/ 5651 1,60 4,48 4,31
0,42
MPH 10,99/1,00 1122881/ 3092 1,59 5,87 3,54
0,84
2.CB 13,41/0,50 4569173/ 4445 1,53 7,39 3,04
0,48
DOB 17,55/0,52 3896946 / 5877 1,35 9,98 4,81
0,81

*Concentragdo 30 pg/mL em fase movel
Valores referentes & média de 5 injecdes e limites de aceitacéo conforme CDER (1994).
DPR - desvio padréo relativo

5.1.1 Validagéo do método por CLAE/UV

5.1.1.1 Especificidade

A avaliacdo da especificidade do método por CLAE foi realizada de

acordo com o item 4.2.2.1.

A FIGURA 9 apresenta a sobreposi¢cdo dos cromatogramas das solucdes

de DEP (SQR), do Inibex® S, da capsula manipulada e do placebo de Inibex® S.

maLl
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a

FIGURA 9. Especificidade: sobreposicdo dos cromatogramas das solucdes de DEP SQR,
Inibex® S, capsula manipulada e placebo de Inibex® S em metanol (30 pg/mL). CondicBes
cromatogréficas: fase movel acetonitrila:metanol:dcido fosférico 0,025%: tampéo de
trietilamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® Cg
Merck (250x4,0 mm, 5 um), deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 pulL.
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A FIGURA 10 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas das

solucdes de FEM (SQR), do Desobesi-m® e do placebo de Desobesi-m®.
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FIGURA 10. Especificidade: sobreposicdo dos cromatogramas das solu¢cées de FEM SQR,
Desobesi-m® e placebo de Desobesi-m® em metanol (30 pg/mL). Condicbes
cromatogréficas: fase movel acetonitrila:metanol:4dcido fosférico 0,025%: tampéo de
trietilamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® Cis
Merck (250x4,0 mm, 5 um), deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 plL.

A FIGURA 11 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas das
solucdes de MPH (SQR), da Ritalina® e do placebo de Ritalina®.
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FIGURA 11. Especificidade: sobreposicdo dos cromatogramas das solu¢gées de MPH SQR,
Ritalina® e placebo de Ritalina® em metanol (30 pg/mL). Condicdes cromatograficas: fase
movel acetonitrila:metanol:4cido fosforico 0,025%: tampéo de trietilamina pH 5 (15:15:19:51
VIV), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® C;s Merck (250x4,0 mm, 5 um),
deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 pL.

Os resultados obtidos demonstraram a auséncia de qualquer pico
interferente proveniente dos componentes da matriz no tempo de retencdo do DEP,
FEM e MPH.
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A especificidade de um método analitico pode ser avaliada também pela

determinacao da pureza do pico cromatografico através do DAD (BRASIL, 2003b).

A pureza total de um pico cromatografico é calculada por comparacao de
todos o0s espectros desse pico com o0 espectro do apice, considerado o espectro de
referéncia. Quanto mais proximo de 1,0 for o indice de similaridade, mais puro é o
pico (SHIMADZU, 2001).

A pureza dos picos cromatograficos obtidos esta descrita na TABELA 19
e indica que os mesmos referem-se apenas as substancias de interesse, sem

interferentes.

Para a avaliacdo de possiveis interferentes foram selecionadas algumas
substancias (FIGURA 7) estruturalmente relacionadas, que apresentassem acao
estimulante, ou, ainda, que fossem produtos remanescentes da sintese (Qi et al.,
2006).

TABELA 19. indice de pureza dos picos cromatogréaficos do DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB,
em metanol (30 pug/mL), fase mével acetonitrila:metanol:acido fosforico 0,025%: tampéo de
trietilamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® C18
Merck (250x4,0 mm, 5 pm), detecgdo em 206 nm e volume de injecdo 20 pL .

Solucao indice de pureza do pico
DEP SQR 0,999928
Inibex® S 0,999839
Céapsula manipulada contendo DEP 0,999924
FEM SQR 0,999999
Desobesi-m® 0,999998
MPH SQR 0,999997
Ritalina® 0,999997
2-CB SQR 0,999564
DOB SQR 0,999984

A TABELA 20 mostra os tempos de retencéo obtidos na especificidade do
método por CLAE/UV.
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TABELA 20. Tempos de retencdo obtidos na especificidade do método por CLAE/UV, em
ordem de eluigéo.

Substancia Tempo de retencédo (min)

Efedrina 4,13
Anfetamina 4,90
MDA 4,94
Cafeina 5,47
MDMA 5,54
Metanfetamina 5,60
MDEA 6,45
DEP 6,70
MBDB 7,76
FEM 8,77
MPH 10,99
2-CB 13,41
DOB 17,55
Benzaldeido 18,89

A FIGURA 12 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas da solucao
contendo as cinco substancias e da solugcdo contendo o benzaldeido (possivel

produto remanescente da sintese do DOB).
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FIGURA 12. Especificidade: sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo contendo as
cinco SQR (33 pg/mL) e da solucdo contendo o benzaldeido (31,3 pug/mL) em metanol
(DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-
fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).

Como se pode observar, ndo houve uma boa resolucéo entre os picos do
DOB e do benzaldeido. Contudo, observa-se que é a regido basal dos picos que
coincide no caso do DOB e do benzaldeido. Dessa forma, pode-se esperar que uma

menor concentracdo de benzaldeido néo interfira na determinacdo do DOB, visto
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gue um pico menor apresenta, consequentemente, uma base menor, o que pode

permitir uma adequada resolucao entre essas substancias.

A FIGURA 13 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas da solucéo

contendo as cinco substancias e da solugdo contendo o MDEA.
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FIGURA 13. Especificidade: sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo contendo as
cinco SQR (33,0 ug/mL) e da solucao contendo o MDEA (28,8 ng/mL) em metanol (MDEA=
3,4-metilenodioxi-etilanfetamina DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH=
metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-
anfetamina.

De acordo com o resultado obtido, verifica-se que os tempos de retencao
do DEP e do MDEA sdo muito préximos, impossibilitando a utilizacdo do método
desenvolvido por CLAE na diferenciacdo dessas substancias. Entretanto, uma
andlise diferencial do DEP com relacdo ao MDEA poderia ser feita através do
emprego do método por CG, pois houve uma boa resolugcéo entre os picos desses

compostos.

As FIGURAS 55 a 61 (ANEXO 8.1) apresentam a sobreposicdo dos
cromatogramas das solugbes contendo as cinco substancias e cada uma das
substancias relacionadas: anfetamina, metanfetamina, efedrina, cafeina, MDA,
MDMA e MBDB, respectivamente. Os resultados obtidos demonstram que o método

€ especifico e ndo sofre interferéncia dessas substancias.

5.1.1.2 Linearidade

A avaliagdo da linearidade do método por CLAE/UV foi realizada de

acordo com o item 4.2.2.2.
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A TABELA 33 (ANEXO 8.1) apresenta os valores de area absoluta
obtidos para cada concentracéo da curva padréo do DEP, representada na FIGURA

14.

A ANOVA dos resultados por CLAE (TABELA 34) (ANEXO 8.1) indica que
a curva padrdo obtida apresenta regressao linear significativa (p < 0,05) e nao
apresenta desvio de linearidade. O R? (r=0,99975) estd de acordo com as
especificacdes e indica correlacdo entre as areas absolutas e a concentracao do
DEP.
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FIGURA 14. Representacao grafica da curva padrao média do DEP SQR por CLAE.

A TABELA 35 (ANEXO 8.1) apresenta os valores de é&rea absoluta
obtidos para cada concentracdo da curva padrdo do FEM, representada na FIGURA
15.
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FIGURA 15. Representacao grafica da curva padrao média do FEM SQR por CLAE.
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A ANOVA dos resultados por CLAE (TABELA 36) (ANEXO 8.1) indica que
a curva padrdo obtida apresenta regresséo linear significativa (p < 0,05) e néo
apresenta desvio de linearidade. O R? (r=0,99995) estd de acordo com as
especificacdes e indica correlacdo entre as areas absolutas e a concentracdo do
FEM.

A TABELA 37 (ANEXO 8.1) apresenta os valores de area absoluta
obtidos para cada concentracdo da curva padrdo do MPH, representada na FIGURA
16.
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FIGURA 16. Representacao grafica da curva padrao média do MPH SQR por CLAE.

A ANOVA dos resultados por CLAE (TABELA 38) (ANEXO 8.1) indica que
a curva padrdo obtida apresenta regresséo linear significativa (p < 0,05) e néo
apresenta desvio de linearidade. O R? (r=0,99995) estd de acordo com as
especificacdes e indica correlacdo entre as areas absolutas e a concentracdo do
MPH.

A TABELA 39 (ANEXO 8.1) apresenta os valores de &rea absoluta
obtidos para cada concentragéo da curva padrao do 2-CB, representada na FIGURA
17.
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FIGURA 17. Representacéo grafica da curva padrdo média do 2-CB SQR por CLAE.

A ANOVA dos resultados por CLAE (TABELA 40) (ANEXO 8.1) indica que
a curva padrdo obtida apresenta regressdo linear significativa (p < 0,05) e néo
apresenta desvio de linearidade. O R? (r=1,00000) estd de acordo com as

especificacdes e indica correlagcdo excelente entre as areas absolutas e a

concentracéo do 2-CB.

A TABELA 41 (ANEXO 8.1) apresenta os valores de area absoluta

obtidos para cada concentracdo da curva padrao do DOB, representada na FIGURA

18.
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FIGURA 18. Representacao grafica da curva padrao média do DOB SQR por CLAE.
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A ANOVA dos resultados por CLAE (TABELA 42) (ANEXO 8.1) indica que
a curva padrdo obtida apresenta regressdo linear significativa (p < 0,05) e nédo
apresenta desvio de linearidade. O R? (r=1,00000) estd de acordo com as
especificacdes e indica correlagdo excelente entre as areas absolutas e a

concentracdo do DOB.

5.1.1.3 Limites de deteccao e de quantificacéo

A determinacgé&o dos LD e LQ do método por CLAE foi realizada de acordo
com o item 4.2.2.3.

Os valores obtidos para a determinacdo dos limites de deteccédo e de
guantificacdo do DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB através do método por CLAE podem
ser observados na TABELA 21.

TABELA 21. Valores obtidos para a determinacéo do LD e do LQ do DEP, FEM, MPH, 2-CB
e DOB por CLAE.

Substéncia LD (ug/mL) LQ (ug/mL)

DEP 0,48 1,61
FEM 0,65 2,18
MPH 1,10 3,66
2-CB 0,14 0,47
DOB 0,30 1,00

5.1.1.4 Precisao

A avaliacao da precisdo do método por CLAE foi realizada de acordo com
0 item 4.2.2.4.

Os resultados da determinacdo do teor de DEP, FEM e MPH nas
preparacdes farmacéuticas através de CLAE encontram-se na TABELA 22. Os
resultados obtidos demonstraram que o método desenvolvido é preciso, tendo em

vista que os DPR intra e inter-dias foram inferiores a 2,0 (SHABIR, 2003).
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TABELA 22. Valores experimentais obtidos na determinacéo da repetibilidade e da precisédo
intermediaria do método para Inibex® S (DEP), Desobesi-m® (FEM) e Ritalina® (MPH) por
CLAE.

Produto _ Teor (%)* / _DPR intra-dia_l Teor médio (%) + DPR inter-
Dial Dia 2 Dia 3 e.p.m** dias**
Inibex® S 98:?; / 9§:gg / 9‘11:38 / 94,21+ 0,39 1,77
Desobesi-m® 98:88 / 93:22 / 9?:2;‘ / 95,39 + 0,24 1,06
Ritalina® 88:;11 / 88122 / 88:22 / 88,23 + 0,38 1,84

* cada valor corresponde a média de seis ensaios completos.

** corresponde aos resultados das 18 determinacfes

Um analista realizou os ensaios nos dias 1 e 2 e outro analista no dia 3.
e.p.m. — erro padrdo da média

DPR — desvio padréo relativo

Os resultados da determinac&o do teor de MPH no medicamento Ritalina®

foram confirmados pela aplicacdo do método farmacopéico (THE UNITED, 2007)
demonstrando que o lote utilizado realmente se encontra fora da especificacdo de 93
a 107%.

5.1.1.5 Exatidao

A avaliagdo da exatiddo do método por CLAE/UV foi realizada de acordo

com o item 4.2.2.5.

Na TABELA 23 encontram-se 0s resultados experimentais obtidos para a
determinacado da exatiddo pelo teste de recuperagdo do método por CLAE/UV para o
DEP, FEM e MPH. Pelos resultados obtidos ficou demonstrado que o método
desenvolvido mostrou-se exato, levando-se em consideracdo os DPR obtidos e as

condi¢des experimentais avaliadas.
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TABELA 23. Valores experimentais obtidos na determinacdo da exatiddo do método para
Inibex® S (DEP), Desobesi-m® (FEM) e Ritalina® (MPH) por CLAE.

Concentracdo Concentracdo Recuperacio Média

Produto  Solugéo adicionada média encontrada '2/ ¢ DPR o

(hg/mL) (hg/mL)* %) )
Fi 10 10,24 102,38 0,29

Inibex® S Fs 15 15,31 102,07 0,88 102,61
Fs 20 20,68 103,40 1,31
Fi 10 9,90 99,02 0,55

Desobes-m”® F, 15 14,75 98,31 0,44 98,72
Fs 20 19,77 98,83 0,58
Fi 10 10,33 103,35 0,25

Ritalina® Fs 15 15,45 102,98 0,34 102,79
Fs 20 20,41 102,05 0,33

* cada valor refere-se a média de trés amostras analisadas, sendo que cada solucéo foi
injetada em triplicata.
DPR - desvio padréo relativo

A exatiddo também poderia ter sido inferida, pois 0 método mostrou-se
preciso, linear e especifico para o DEP, FEM e MPH (ICH, 2005).

5.1.1.6 Robustez

A avaliagdo da robustez do método por CLAE/UV foi realizada de acordo
com o item 4.2.2.6 e os resultados obtidos foram comparados aos descritos na
TABELA 18.

As FIGURAS 62 e 63 (ANEXO 8.1) apresentam 0s cromatogramas
obtidos com pH, respectivamente, de 4,9 e 5,1 da solugcado tampao de trietilamina da
fase mével e a TABELA 43 (ANEXO 8.1) mostra os resultados dos parametros

cromatograficos avaliados.

O pH de 4,9 causou uma aproximacado do DEP com relacdo ao FEM,
porém essa diminuicdo na diferenca do tempo de retencdo ndo comprometeu a
resolucdo entre essas duas substancias. Os demais parametros cromatograficos
permaneceram dentro das especificacdes. A alteracdo no pH da solucdo tampéao de
trietlamina para 5,1 causou um aumento nos tempos de retencdo de todas as

substancias.
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Substituindo a coluna Merck® por uma coluna Phenomenex® Gemini Su
C18 110A 250 x 4,6 mm 5 um, conforme a FIGURA 64 (ANEXO 8.1), hd uma
aproximagcdo do MPH em relagdo ao FEM, mantendo ainda uma resolugao
adequada. Entretanto, hd também um aumento da assimetria do pico do DEP de

forma a ultrapassar a especificacdo de, no maximo, 2, conforme o CDER (1994).

Uma lenta transferéncia de massa pode explicar a assimetria do pico,
assim como os fendmenos de adsorg&o e desorcéo envolvidos (PAPAI e PAP, 2002)

e a forma de empacotamento da silica.

As FIGURAS 65 e 66 (ANEXO 8.1) apresentam 0s cromatogramas
obtidos, respectivamente, com o fluxo de 0,75 e 0,85 mL/min e os resultados dos

parametros cromatograficos avaliados estdo descritos na TABELA 44 (ANEXO 8.1) .

O fluxo de 0,75 mL/min aumentou o tempo de retengcdo de todas as
substancias, mantendo semelhantes os demais parametros. O fluxo de 0,85 mL/min,
por outro lado, diminuiu os tempos de retencdo, apresentando resultados muito

semelhantes aos da condi¢do 0,80 mL/min definida no método.

Embora os tempos de retencéo tenham sofrido algumas modificagcdes em
funcdo das alteragBes propositais realizadas no método, os perfis cromatogréficos
obtidos ndo sofreram maiores modificacfes. Dessa forma, € possivel afirmar que o
método proposto apresenta robustez quanto aos parametros avaliados, com

excec¢do da coluna cromatogréfica.

5.2 CG/DIC

Diversas andlises preliminares foram executadas, avaliando-se a
programacao de temperatura do forno, ajustes de atenuacéo, variagdes no volume
de injecdo e no fluxo dos gases (razdo de split), concentragdo das amostras,
temperatura do injetor e do detector, intensidade das respostas obtidas, simetria dos

picos e a separacao entre eles.
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Apos a definicdo dos melhores parametros, com a coluna capilar utilizada,
foi obtida uma boa resolucdo cromatografica, permitindo a deteccdo de DEP, FEM,
MPH e DOB, conforme pode ser visto na FIGURA 19.
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FIGURA 19. Cromatograma da solucdo contendo DEP, FEM, MPH e DOB (SQR) em
metanol (1 mg/mL), coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm
ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector 300 °C, injetor 280 °C
e volume de injeg&o 3 pL.

A substancia 2-CB, na concentragdo de 1 mg/mL, ndo apresentou
resposta satisfatéria nas condi¢cdes cromatograficas testadas, como pode ser
observado na FIGURA 20, apresentando um sinal de intensidade muito baixa,

préximo ao ruido da linha de base do equipamento.

Metanal 2-Ch

m

Tempo (min]

FIGURA 20. Cromatograma da solucdo contendo 2-CB (SQR) em metanol (1 mg/mL),
coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 pum, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD)
160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector 300 °C, injetor 280 °C e volume de
injecdo 3 plL.

Além disso, o tempo de retencédo do 2-CB ficou muito préximo ao tempo
de retencdo do DOB. Conforme se observa na FIGURA 21, ha uma deformidade na
regido ascendente do pico do DOB, correspondente ao pico do 2-CB parcialmente

encoberto, ndo permitindo uma resolucdo adequada entre essas substancias.
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FIGURA 21. Cromatogramas das solucdes contendo (1 mg/mL) de DOB e de 2-CB SQR em
metanol (superior) e da solugéo contendo apenas DOB na mesma concentracéo (inferior).

A intensidade dos picos do DOB e do 2-CB foi muito inferior a dos demais

derivados anfetaminicos testados (FIGURA 22).
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FIGURA 22. Cromatograma da solu¢édo contendo DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB (SQR) em
metanol (1 mg/mL), coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 n&o polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm
ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector 300 °C, injetor 280 °C
e volume de injec&o 3 pL.

Provavelmente, derivatizando essas substancias com TFAA (anidrido
trifluoracético) (CARMO et al., 2005), BSTFA (bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida)
(ONU, 2006) ou, ainda, anidrido acético / acido acético / piridina (ROHANOVA et al.,
2008) melhores resultados poderiam ser obtidos. Além disso, poderia ser utilizado o
DCE, pois esse detector é muito sensivel a compostos halogenados (JEFFERY et
al.1992, KATAOKA, 1996).
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5.2.1 Validacdo do método por CG/DIC

5.2.1.1 Especificidade

A avaliacdo da especificidade do método por CG/DIC foi realizada de

acordo com o item 4.3.2.1.

As FIGURAS 23 a 25 apresentam o0s cromatogramas das solucdes
preparadas a partir dos produtos farmacéuticos e a partir dos placebos de Inibex® S,
Desobesi-m® e Ritalina®, respectivamente. A FIGURA 23 mostra ainda o
cromatograma de uma solucdo preparada a partir de capsulas contendo DEP
obtidas de uma farméacia de manipulacdo. Como pode ser observado, ndo ha

interferéncia de nenhum excipiente dos produtos testados no método desenvolvido.

E Metanol DEF
=
E }L
Termpo (mir)
Metanol
DEF
=
E 'l
Termpo (min)
hetanol
=
S
Tempo (mind

FIGURA 23. Especificidade: cromatogramas da solugéo da capsula manipulada, do Inibex®S
e da solucdo placebo de Inibex®S em metanol, respectivamente. Condicdes
cromatogréficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm ID e
0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector 300 °C, injetor 280 °C e
volume de inje¢do 3 puL.
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FIGURA 24. Especificidade: cromatogramas da solucdo do Desobesi-m® e da solucédo
placebo de Desobesi-m® em metanol, respectivamente. Condicdes cromatogréficas: coluna
SHIMADZU CBP1 M25 025 nao polar (25 m, 0,25 pum, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1
min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector 300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 uL.
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FIGURA 25. Especificidade: cromatogramas da solucdo de Ritalina® e da solucdo placebo
de Ritalina® em metanol, respectivamente. Condi¢cdes cromatograficas: coluna SHIMADZU
CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min)
12,5°C/min 210 °C (1 min), detector 300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 L.

Para a avaliacdo de outros possiveis interferentes nas amostras foram
selecionadas substancias (FIGURA 7) que apresentassem acdo estimulante, que
fossem estruturalmente relacionadas aos derivados anfetaminicos estudados ou,

ainda, que pudessem ser produtos remanescentes da sintese.

A TABELA 24 mostra os tempos de retencéo obtidos na especificidade do
método por CG/DIC.
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TABELA 24. Tempos de retencao obtidos na especificidade do método por CG/DIC, em
ordem de eluigéo.

Substancia Tempo de retencédo (min)

Benzaldeido 1,44
Anfetamina 1,51
Metanfetamina 1,64
Efedrina 2,29
MDA 2,81
DEP 3,00
MDMA 3,13
MDEA 3,43
FEM 3,51
MBDB 3,71
MPH 4,52
Cafeina 5,07
DOB 5,08
2-CB 5,03

Apesar da proximidade do tempo de retencdo do DEP com relacédo ao do
MDMA e ao do MDA, ha uma boa resolucdo entre essas substancias, como pode

ser observado nas FIGURAS 26 e 27, respectivamente.

MDA,
FEM
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FIGURA 26. Especificidade: cromatograma de uma solu¢cédo contendo DEP, MDMA, FEM e
MPH em metanol.
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FIGURA 27. Especificidade: cromatograma de uma solugdo contendo MDA, DEP, FEM e
MPH em metanol.

O MDEA e o FEM apresentaram tempos de retencdo muito proXimos,

porém, ainda, distinguiveis, conforme a FIGURA 28.
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FIGURA 28. Especificidade: cromatograma de uma solu¢do contendo DEP, MDEA, FEM e
MPH em metanol. A regido ampliada corresponde aos picos do MDEA e do FEM.

As FIGURAS 67 a 72 (ANEXO 8.2) apresentam 0s cromatogramas das
solucbes contendo as substancias relacionadas: efedrina, benzaldeido, anfetamina,

metanfetamina, cafeina e MBDB, respectivamente.

Pelos tempos de retencdo obtidos é possivel observar que nao ha
interferéncia da efedrina, do MDMA, do benzaldeido, da anfetamina, do MDEA, do
MDA, da metanfetamina e do MBDB no método desenvolvido para a deteccdo de
DEP, FEM, MPH e DOB. Entretanto, a cafeina e o 2-CB, como ja descrito, nao
podem ser diferenciados do DOB pelo DIC, nas condicGes experimentais testadas.

5.2.1.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método por CG/DIC foi realizada de acordo

com o item 4.3.2.2.

Preliminarmente, foi realizada uma avaliacdo do DPR entre as injecdes de

3 solugdes contendo FEM. Os resultados podem ser vistos na TABELA 25.

TABELA 25. Valores obtidos de DPR das areas absolutas de 3 inje¢Bes de cada solucao
contendo FEM em metanol por CG/DIC.

Concentracdo (ug/mL) 10 70 250
DPR 18,69 25,86 15,32
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Considerando que o limite maximo de DPR especificado na legislacdo

(BRASIL, 2003b) € 5,0, os resultados encontrados foram insatisfatorios.

Visando a tentar reduzir esses valores de DPR, buscou-se uma
substancia que pudesse ser utilizada como PI. A utilizacdo de padronizagdo interna
minimiza o efeito das flutuagdes no sistema de inje¢do, na vazao do gas de arraste,
na temperatura da coluna e do detector sendo usualmente empregada em métodos
por CG (LANCAS, 1993; CDER, 1994; LANCAS, 2004). As exigéncias para um PI
incluem n&o interferéncia no resultado, eluicdo em tempo proximo ao da substancia

a ser analisada e similaridade quimica e/ou estrutural (LANCAS, 2004).

Dessa forma, a efedrina e a DFA foram testadas. Inicialmente, testou-se a
efedrina, porém o seu comportamento nas condi¢cdes estabelecidas foi instavel,
optando-se pela DFA, cujas é&reas absolutas e simetria do pico foram mais

reprodutiveis.

No intuito de se verificar, também, o efeito da concentracdo no DPR
obtido, solugbes contendo maiores concentracbes de DEP, FEM e MPH, na

presenca de DFA, foram testadas. Os resultados encontram-se na TABELA 26.

TABELA 26. Valores obtidos de DPR de 5 injecdes de cada concentracdo por CG/DIC.

Concentracdo (mg/mL) 10 11 12 13 14

DEP Areas absolutas 503 3,02 6,84 4,40 5,12
Areas relativasao Pl 1,19 193 2,32 3,10 1,82
FEM Areas absolutas 2,39 527 8,09 4,69 5,88
Areas relativas ao Pl 4,71 4,12 4,15 3,36 3,09
MPH Areas absolutas 3,61 6,50 6,63 6,48 5,80

Areas relativas ao Pl 7,20 6,52 4,45 5,34 3,18

Os resultados obtidos demonstraram que o aumento da concentracao das
amostras aliado a presenca do PI diminuiu a maioria dos valores de DPR intra-dia. O
MPH, mesmo na presenca de PI, apresentou alguns valores acima de 5,0.

Na FIGURA 29 pode-se observar o cromatograma obtido a partir de uma
solucdo contendo 1 mg/mL de, em ordem de eluicdo, DEP, FEM, DFA (PI), MPH e
DOB.
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FIGURA 29. Cromatograma de uma solucédo contendo 1 mg/mL em metanol de DEP, FEM,
DFA, MPH e DOB. Condi¢bes cromatograficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 nédo
polar (25 m, 0,25 pum, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C,
detector 300 °C, injetor 280 °C, atenuacéo -5 e volume de injecdo 3 pL.

Vérios testes foram efetuados até que se obtivesse uma boa correlagao
entre as concentracfes e as razdes das areas (da substancia de interesse em
relacdo ao PI). A dificuldade na obtenc&o de curvas lineares por CG pode indicar
problemas de adsorcdo (GROB e BARRY, 2004).

A TABELA 45 (ANEXO 8.2) apresenta os valores obtidos da razéo entre a
area absoluta do pico do DEP e a area absoluta do pico do Pl para cada

concentracéo da curva padrao, representada na FIGURA 30.

O R? (r=0,9992) est4 de acordo com as especificacdes e indica correlacdo
entre as raz0es das areas e a concentracdo do DEP, porém um valor de DPR inter-

dias ficou acima de 5,0.
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FIGURA 30. Representacao grafica da curva padrao média do DEP SQR por CG/DIC.
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A TABELA 46 (ANEXO 8.2) apresenta os valores obtidos da razéo entre a
area absoluta do pico do FEM e a area absoluta do pico do Pl para cada

concentracéo da curva padrao, representada na FIGURA 31.
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FIGURA 31. Representacéo grafica da curva padrdo média do FEM SQR por CG/DIC.

O R? (r=0,9991) est& de acordo com as especificacdes e indica correlacéo
entre as razfes das areas e a concentracdo do FEM, porém alguns valores de DPR

intra-dia e inter-dias ficaram acima de 5,0.

A TABELA 47 (ANEXO 8.2) apresenta os valores obtidos da razéo entre a
area absoluta do pico do MPH e a area absoluta do pico do PI para cada
concentracéo da curva padrao, representada na FIGURA 32.
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FIGURA 32. Representacao grafica da curva padrao média do MPH SQR por CG/DIC.

O R? (r=0,9983) esta de acordo com as especificacdes e indica correlacéo
entre as razdes das areas e a concentragcdo do MPH, porém o DPR intra-dia e inter-

dias apresentou valores acima de 5,0.
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Conforme ja descrito, a regulamentacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) quanto a validacdo de procedimentos analiticos
(BRASIL, 2003b), estabelece uma variagdo aceitavel de DPR de, no maximo, 5,0.
Como os resultados obtidos foram superiores a 5,0, optou-se por ndo prosseguir na
avaliacdo da linearidade (dia 3), bem como, na avaliacdo dos demais parametros

para testes quantitativos.

Avaliando os dados obtidos em 2 dias, ja foi possivel observar que o
método desenvolvido apresenta uma variagdo maior quando aplicado a analise de

MPH do que quando utilizado para o DEP e o FEM.

Como as substéncias foram avaliadas simultaneamente e os resultados
obtidos para o DEP e FEM foram mais satisfatorios, podem-se eliminar as variacoes
decorrentes da injecdo manual ou de possiveis vazamentos no septo nos resultados
encontrados para o MPH. Esses resultados poderiam ser melhores através do uso
de outro detector, pois LEVINE e colaboradores (1986) desenvolveram um método
para analise de MPH em amostras biolégicas sem derivatizacdo por CG/DNF ou
entdo, ainda, como descrito por ALLEN e SEDGWICK (1984) por meio de uma
reacao de derivatizagdo por metilacdo. Outra opcao, poderia ser o uso do detector

de massas no modo Selected lon Monitoring (SIM).

Além disso, KATAOKA (1996) afirma em seu trabalho que aminas
primarias tendem a adsorver mais a coluna que aminas secundarias e terciarias. De
fato, os picos do DOB e do 2-CB (aminas primérias) foram os que apresentaram
maior cauda e menor resposta ao detector, bem como, o MPH (amina secundaria)
foi a substancia que menos reproduziu os resultados na avaliacdo da linearidade do

método.

5.2.1.3 Limites de deteccao e de quantificacao

A determinacdo dos LD e LQ do método por CG/DIC foi realizada de

acordo com o item 4.3.2.3.

Os valores obtidos para os LD e LQ para o DEP, FEM e MPH através do
método por CG/DIC podem ser observados na TABELA 27.
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TABELA 27. Valores obtidos para a determinagéo do LD e do LQ do DEP, FEM e MPH por
CG/DIC.

Substancia LD (mg/mL) LQ (mg/mL)

DEP 0,21 0,71
FEM 0,29 0,96
MPH 0,18 0,60

HUIZER e colaboradores (2001) relataram que o sinal gerado pelo DIC é
proporcional a massa de carbono da molécula, mas que alguns grupos funcionais,
como aminas, produzem sinais muito baixos. De acordo com o0 esperado, 0S
resultados obtidos indicaram que o método apresenta uma baixa sensibilidade, com

valores elevados de LD e de LQ.

Existem duas formas de se determinar o LD e 0 LQ: 0 método estatistico
e 0 método empirico (ou experimental), onde se analisa uma série de amostras
contendo concentracdes decrescentes do farmaco até a obtencdo da menor

concentracao que satisfaca os critérios pré-estabelecidos.

ARMBRUSTER e colaboradores (1994) analisaram algumas substancias
de interesse forense por CG/EM e compararam os resultados obtidos de LD pelos
dois métodos. Eles obtiveram valores maiores pelo método empirico e concluiram
gue esse método fornece resultados mais adequados por serem obtidos nas
condi¢bes experimentais do laboratério. Entretanto, se a curva padréo for obtida com
varios pontos proximos a origem, a inclinacdo da curva na regido de baixas
concentracdes, o intercepto e a imprecisdo associados serdo melhor definidos e o

método estatistico pode fornecer resultados satisfatérios.

5.2.2 Derivatizacéo

A avaliacdo de alguns reagentes derivatizantes foi realizada conforme o
item 4.3.3, pois, de acordo com a literatura, a maioria dos compostos anfetaminicos
apresenta melhores resultados na forma derivatizada (LANCAS, 1993; McNAIR e
MILLER, 1998).
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Embora esses derivados anfetaminicos sejam suficientemente volateis
para andlise direta por CG, os grupos polares —NH podem adsorver na coluna
cromatografica, pela tendéncia a formar pontes de hidrogénio, o que dificulta a sua
eluicdo da coluna gerando picos com cauda, dificuldade de deteccdo de
concentracfes muito baixas ou, ainda, levando a formacao de artefatos (LANCAS,
1993; KATAOKA, 1996; McNAIR e MILLER, 1998; McAVOY et al., 1999).

Baseando-se em alguns resultados satisfatérios obtidos em outras
pesquisas com derivados anfetaminicos, testou-se a cicloexanona como um

reagente derivatizante para o FEM e o MPH.

A eficiéncia do procedimento de derivatizacdo depende do tipo de
amostra, da estrutura quimica, do tempo e da temperatura da reacao, da natureza
dos reagentes e solventes, das caracteristicas do meio reacional e do sistema de
deteccdo empregado (HERNANDEZ e FALCO, 2000a; SHAREEF et al., 2006).

O ESQUEMA 1 mostra a reacdo entre aminas secundarias (FEM e MPH)

e compostos carbonilicos, formando enaminas (EL-HAJ et al., 2003).

RZI\ Ry Fl'
ORI § HO R1 R1_ _N_
IH + R Ry y  -H20 I R,
R2” TH R2” TH R2” TH
ESQUEMA 1

O cromatograma obtido, FIGURA 33, mostra um pico além do pico do
MPH, sugerindo a produgdo de apenas um derivado. Entretanto, na FIGURA 34
pode-se observar que o0 pico correspondente ao FEM sobrepde-se a um pico,
provavelmente, o do excesso de cicloexanona, caracterizando uma co-eluicao
indesejada por dificultar o acompanhamento do progresso da reagcdo. Essa limitacao
poderia ser corrigida pelo uso do detector de massas no modo SIM, selecionando-se

alguns ions correspondentes apenas ao produto formado.
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FIGURA 33. Cromatogramas da solucédo contendo MPH 1 mg/mL e MPH derivatizado com
cicloexanona, respectivamente, em metanol nas condicbes cromatograficas: coluna
SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 80 °C (3
min), 40 °C/min 220 °C (4 min), 40 °C/min 280 °C (2 min), detector 260 °C e injetor 225 °C.
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FIGURA 34. Cromatogramas da solugéo contendo FEM 1 mg/mL e FEM derivatizado com
cicloexanona, respectivamente, nas condicbes cromatograficas: coluna SHIMADZU CBP1
M25 025 n&o polar (25 m, 0,25 pm, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 80 °C (3 min), 40 °C/min
220°C (4 min), 40 °C/min 280 °C (2 min), detector 260 °C e injetor 225 °C.

Varios outros reagentes sdo usados na derivatizacdo de compostos
anfetaminicos, porém, a maioria deles apresenta maior dificuldade para reagir com
aminas terciarias, como € o caso do DEP. Como o propoésito desse trabalho era
desenvolver um sistema que fosse adequado a analise simultanea de DEP, FEM,
MPH, DOB e 2-CB, havia a necessidade de se testar reagentes capazes de

derivatizar o DEP (pior condi¢édo) e de produzir resultados satisfatérios com o DIC.
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Reacdes de acilacdo podem ser usadas para derivatizar aminas
terciarias, resultando na formacéo de trifluoracetofenonas, cujos niveis de deteccéo
séo baixos pelo DCE (BLAU e KING, 1977).

Cloroformatos podem ser usados na derivatizacdo de aminas terciarias
devido a uma reacdo de dealquilagdo, onde um dos grupamentos ligados ao
nitrogénio é substituido, formando um carbamato (ESQUEMA 2), detectavel tanto
pelo DCE quanto pelo DIC (BLAU e KING, 1977; NICHOLSON, 1978; KATAOKA,
1996; HERNANDEZ e FALCO, 2000b).

0 0
R1
cl
N + HCo B . Rl\NJ\O + HC™
NN O Cl 3
R2” “CH, |
R2  C,H,
ESQUEMA 2

A presenca de carbonato de sédio ou outra base como a trimetilamina ou
diisopropiletilamina & importante por funcionar como um catalisador reduzindo o
tempo de reagdo (BLAU e KING, 1977; NICHOLSON, 1978; KATAOKA, 1996).

A FIGURA 35 mostra os cromatogramas obtidos apés a reacdo do DEP

com o etilcloroformato e butilcloroformato, respectivamente.
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FIGURA 35. Cromatogramas da solucao contendo DEP 1 mg/mL, DEP derivatizado com
etilcloroformato e com butilcloroformato, respectivamente, nas condi¢cdes cromatograficas:
coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD)
190 °C (4 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, atenuacao -6.

O cromatograma obtido apds derivatizacdo com etilcloroformato mostrou
o pico do DEP ainda muito intenso (area DEP antes da reacdo 89166 e apds reacao

com o etilcloroformato 40117) e com o butilcloroformato (area apés reacédo 27973),
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indicando que nao houve a reacdo completa nas condicGes testadas. Além disso,
houve o aparecimento de mais de um pico e em tempos de retencdo muito proximos

ao do tolueno.

O mesmo procedimento foi aplicado ao FEM e ao MPH. Com o reagente
etilcloroformato, se observou o surgimento de apenas um pico simultaneamente ao
desaparecimento dos picos originais, conforme as FIGURAS 36 e 37,
respectivamente, demonstrando que as condic¢des utilizadas foram suficientes para a

reacao completa.

Na presenca de butilcloroformato também se observou o
desaparecimento do pico original de FEM e de MPH e o surgimento de um pico,
provavelmente, do derivado formado, porém, surgiram mais dois picos de baixa

intensidade em tempos de retencao préximos ao do tolueno.

A formacdo de um uUnico derivado é essencial para se obter maior

sensibilidade e condicbes adequadas para quantificacao.
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FIGURA 36. Cromatogramas da solu¢do contendo FEM 1 mg/mL, FEM derivatizado com
etilcloroformato e com butilcloroformato, respectivamente, nas condigbes cromatogréficas:
coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD)
190 °C (4 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, atenuacao -6.
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FIGURA 37. Cromatogramas da solucdo contendo MPH 1 mg/mL, MPH derivatizado com
etilcloroformato e com butilcloroformato, respectivamente, nas condi¢cdes cromatograficas:
coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD)
190 °C (4 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, atenuacao -6.

A velocidade da reacdo dos cloroformatos com aminas terciarias é muito
menor do que com aminas primarias e secundarias (HERNANDEZ e FALCO, 2000b;
HERNANDEZ et al., 2006). Além disso, compostos que possuem substituintes
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maiores que N,N-dimetil, como por exemplo, N,N-dietil, apresentam uma velocidade

da reacédo de formacao do carbamato menor (NICHOLSON, 1978).

De acordo com os resultados obtidos, seriam necessarios mais testes,
contudo, considerando que a praticidade, o custo e o tempo de analise sdo muito
importantes na rotina de um laboratério forense, concluiu-se que essa técnica de

derivatizacdo néo seria viavel para o objetivo proposto.

5.3 CG/EM

Para o estabelecimento do método analitico foram avaliadas diversas
condicbes cromatograficas. Nessas analises preliminares foram testados diferentes
parametros, entre eles: programacdo de temperatura da coluna, ajustes de
integragao (slope), variagbes no volume de inje¢cdo e na razdo de divisdo das
amostras (split), concentragcdo das amostras, temperatura do injetor e da interface,

modo full scan e SIM.

A simetria dos picos e os baixos tempos de retencéo foram determinantes
na escolha da temperatura da coluna e dos demais parametros do método, o que
proporcionou uma adequada separagao das substancias e permitiu a identificacao
simultanea de DEP, FEM, MPH e DOB, conforme pode ser visto na FIGURA 38.

Uma vantagem de se usar um método isotérmico € a rapidez da analise.
Quando é necessario analisar varias amostras, 0 que € comum em laboratérios de

toxicologia forense, o tempo para resfriamento da coluna passa a ser significativo.
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FIGURA 38. Cromatograma da solugdo contendo DEP, FEM, MPH e DOB (SQR),
respectivamente, em metanol (250 pg/mL), coluna SUPELCO DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25
mm ID e 0,25 um film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, split 1:75, slope 8000
e volume de injecdo 3 uL (DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato e
DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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A substancia 2-CB apresentou um pico de intensidade baixa e coincidente
ao DOB no tempo de retencdo. Varios programas de temperatura do forno, inclusive
com rampas de aquecimento, foram testados sem éxito na separacdo dessas
substancias. Nesses testes 0s tempos de retencdo foram maiores, 0S picos
produzidos foram mais largos e, ainda, ndo houve um aumento significativo na

intensidade das respostas.

A FIGURA 39 mostra o cromatograma obtido pela analise de uma solugcao
contendo DEP, FEM, MPH, DOB e 2-CB onde se pode observar que a area do pico

do DOB aumentou devido a co-eluicdo do 2-CB.

A similaridade estrutural do 2-CB em relagcdo ao DOB pode ter sido a

causa da dificuldade na separacéo dessas substancias na coluna testada.
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FIGURA 39. Cromatograma da solucdo contendo DEP, FEM, MPH, DOB e 2-CB (SQR),
respectivamente, em metanol (250 pg/mL), coluna SUPELCO DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25
mm ID e 0,25 um film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, split 1:75, slope 8000
e volume de inje¢cdo 3 pL (DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato,
DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina e 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina).

Além disso, observou-se que a intensidade do pico obtido a partir de uma
solugdo contendo 2-CB foi inferior & obtida a partr do DOB, na mesma

concentracéo, como pode ser visto na FIGURA 40.
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FIGURA 40. Cromatogramas das solugdes contendo 2-CB e DOB (SQR), respectivamente,
em metanol (1 mg/mL), coluna SUPELCO DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID e 0,25 um
film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, split 1:75, slope 8000 e volume de

injecdo 3 plL.

Tanto o DOB, quanto o 2-CB, apresentaram variagbes no perfil
cromatografico a cada injecao efetuada nas mesmas condi¢cdes experimentais,
demonstrando que essa técnica ndo é a mais indicada para a determinacdo dessas

substancias ndo derivatizadas.

As FIGURAS 41 a 45 mostram os espectros de massas do DEP, FEM,
MPH, DOB e 2-CB, respectivamente.
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FIGURA 41. Espectro de massas do DEP.
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FIGURA 42. Espectro de massas do FEM.
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FIGURA 43. Espectro de massas do MPH.
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FIGURA 44. Espectro de massas do DOB.
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FIGURA 45. Espectro de massas do 2-CB.

A FIGURA 46 mostra as propostas de fragmentacdo das moléculas de

DEP, FEM e MPH.

m/z 72
CH 3 — m/z 68
@) ( m/z 91 m/z 56 miz 77
m/z 77 CH H
N _-~Ms N JLCN m/z 84 CH,
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m/z 100 — pico base
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FIGURA 46. Proposta para a fragmentacéo principal do DEP, FEM e MPH, respectivamente.

O espectro de massas do DOB (FIGURA 44) apresenta a seguinte
fragmentacgao ionica (m/z): 44 (pico base), 77, 91, 105, 215/217, 230/232 e 273. Os
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picos 230/232 sao relativos ao ion CgH;10BrO, , resultante da fissédo da ligacdo alfa e
a expulsédo do C;HgN (DeRUITER et al., 1998Db).

Como descrito na literatura, no espectro de massas do 2-CB (FIGURA 45)
pode-se observar o ion molecular de razdo m/z 259/261 e os fragmentos contendo
bromo que s&o facilmente identificados pela proximidade da razao isotépica do Br"
e Br® apresentando os seguintes fragmentos de razdo m/z 201/203, 215/217 e
230/232 (RAGAN et al., 1985; GIROUD et al., 1998; COLE et al., 2002).

As possiveis estruturas quimicas referentes aos fragmentos obtidos
podem ser vistas na FIGURA 47.

+ EHZ MeO N
m/z = 215,217
Br 0]
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m/z = 91 miz = 121 Br OMe

FIGURA 47. Possiveis fragmentos provenientes da quebra das moléculas de DOB e 2-CB
(DeRUITER et al., 1995; GIROUD et al., 1998).

Comparando os espectros de massas do DOB e do 2-CB se observa uma
grande similaridade no padrédo de fragmentacdo. Os espectros de massa de
derivados bromo-dimetoxianfetaminicos variam somente na intensidade do ion
molecular relativo ao pico base, impossibilitando o uso da CG/EM como um método
definitivo de identificagdo dessas substancias (DELLIOU, 1983).

As dimetoxianfetaminas apresentam espectro de massas muito similares
(fragmento de razdo m/z 44 que corresponde ao ion imina CH3CH=NH,", comum a
todos 1-fenil-2-aminopropanos), sendo necessario outros métodos, como o CLAE e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de préton, para diferenciar compostos
isémeros de posicédo (DeRUITER et al., 1998b; COLE et al., 2002).

Os derivados dimetoxianfetaminicos que apresentam o grupamento Br na

posicdo orto em relacdo a cadeia lateral alquilamina mostram no espectro de
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massas o fragmento de razdo m/z 194. Ja outros isémeros (como o DOB), ndo
apresentam esse fragmento. Os derivados dimetoxifenetilaminicos (como o 2-CB)
gue apresentam o grupamento Br na posicdo orto em relacdo a cadeia lateral
alquilamina mostram no espectro de massas o fragmento de razdo m/z 180. Como o
2-CB nao perde o bromo do ion molecular, ndo apresenta o fragmento de razdo m/z
180 no espectro de massas (DeRUITER et al., 1998a; DeRUITER et al., 1998b).

E muito importante a identificacdo estrutural de compostos de forma
inequivoca, pois existem 16 formas possiveis de isdmeros dimetoxianfetaminicos
monobromados no anel aromatico. O espectro de massas, devido aos dois isétopos
do bromo, permite o reconhecimento e a distingdo desses compostos, entretanto,
nao define em qual posicdo do anel aromatico ha esse halogénio (BAILEY et al.,
1976).

Sendo assim, nao foi possivel diferenciar o DOB do 2-CB sem

derivatizacao por CG/EM nas condi¢cdes experimentais testadas.

Em geral, os espectros de massas dos derivados anfetaminicos
apresentam fragmentos de baixa massa, comuns a varias aminas. O procedimento
de derivatizagcdo aumenta o peso molecular dessas substancias, gerando a

producao de ions de massa maior e, consequentemente, mais especificos.

O modo Selected ion Monitoring (SIM) melhorou o limite de deteccéo do
método, como pode ser observado na FIGURA 48. Esse recurso do equipamento
permite a selecdo de ions caracteristicos da substancia de interesse, o que aumenta
a seletividade da deteccado. Por outro lado, aquelas substancias que nao apresentam
os fragmentos selecionados ndo sdo detectadas pelo método. Esse modo de
deteccdo € vantajoso nos casos onde se deseja detectar uma substancia em

especifico, ndo em métodos para triagem de amostras.
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FIGURA 48. Cromatogramas de uma solugao contendo FEM na concentracao de 10 ug/mL
em metanol no modo full scan e no modo Selected lon Monitoring (SIM), respectivamente.

5.3.1 Validag¢éo do método por CG/EM
5.3.1.1 Especificidade

A avaliacdo da especificidade do método por CG/EM foi realizada de

acordo com o item 4.4.2.1.

As FIGURAS 49 a 51 apresentam o0s cromatogramas das solucbes
preparadas a partir dos produtos farmacéuticos e a partir dos placebos de Inibex® S,
Desobesi-m® e Ritalina®, respectivamente. A FIGURA 49 mostra ainda o
cromatograma de uma solucdo preparada a partir de capsulas contendo DEP

obtidas de uma farmécia de manipulacéo.
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FIGURA 49. Especificidade: cromatogramas da solucéo da capsula manipulada, do Inibex®S
e da solucdo placebo de Inibex®S em metanol, respectivamente. Condicdes
cromatogréficas: : coluna SUPELCO DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID e 0,25 um film
190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, split 1:75 e volume de injecéo 3 L.
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FIGURA 50. Especificidade: cromatogramas da solucdo do Desobesi-m® e da solucdo
placebo de Desobesi-m® em metanol, respectivamente. Condi¢des cromatograficas: : coluna
SUPELCO DBS5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID e 0,25 um film 190 °C (7,5 min), detector
260 °C, injetor 285 °C, split 1:75 e volume de injecdo 3 pL.
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FIGURA 51. Especificidade: cromatogramas da solucdo de Ritalina® e da solucdo placebo
de Ritalina® em metanol, respectivamente. Condi¢es cromatograficas: coluna SUPELCO
DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID e 0,25 um film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor
285 °C, split 1:75 e volume de injegédo 3 pL.

Os resultados obtidos demonstraram a auséncia de qualquer pico
interferente proveniente dos componentes da matriz no tempo de retencéo do DEP,

FEM e MPH, respectivamente.

Para a avaliacdo de possiveis interferentes nas amostras foram
selecionadas substéancias (FIGURA 7) que apresentassem acgdo estimulante, que
fossem estruturalmente relacionadas aos derivados anfetaminicos estudados ou,

ainda, que pudessem ser produtos remanescentes da sintese.

A TABELA 28 mostra os tempos de retencéo obtidos na especificidade do
método por CG/EM.

A anfetamina, a metanfetamina e o benzaldeido ndo foram detectados.
Provavelmente, o tempo de retencdo dessas substancias foi inferior a 2,5 min,

tempo definido no método para o inicio da aquisicdo dos dados.
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TABELA 28. Tempos de retencdo obtidos na especificidade do método por CG/EM, em
ordem de eluicéo.

Substancia  Tempo de retengéo (min)

Anfetamina -

Benzaldeido -

Metanfetamina -
Efedrina 2,58
MDA 3,08
DEP 3,19
MDMA 3,38
MDEA 3,72
FEM 3,96
MBDB 4,13
MPH 5,56
2-CB 6,88
DOB 6,90
Cafeina 7,47

As FIGURAS 73 a 76 (ANEXO 8.2) apresentam os cromatogramas das
solu¢des contendo as substancias relacionadas: efedrina, cafeina, DEP / MDMA e
MDEA / FEM, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstraram n&o haver coincidéncia de tempo de
retencdo entre os picos das substancias relacionadas efedrina, cafeina, MDMA e
MDEA e as substancias de interesse, indicando auséncia de interferéncia dessas

substancias no método desenvolvido.

As FIGURAS 52 e 53 apresentam os cromatogramas das solucbes
contendo FEM / MBDB e MDA / DEP, respectivamente. Como se pode observar, os
tempos de retencdo do MBDB e do MDA estdo muito proximos aos tempos de
retencdo do FEM e DEP, respectivamente, ndo havendo uma adequada separacao

entre eles.
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FIGURA 52. Especificidade: cromatograma da solu¢édo contendo FEM e MBDB em metanol
(50 e 150 pg/mL, respectivamente).
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FIGURA 53. Especificidade: cromatograma da solugcédo contendo MDA e DEP em metanol
(180 e 50 pg/mL, respectivamente).

5.3.1.2 Linearidade

Conforme descrito no item 4.4.2.2, foi realizada uma avaliacdo preliminar
da linearidade do método por CG/EM no modo full scan a partir de uma solucéo

contendo FEM e os resultados podem ser vistos na FIGURA 54 e na TABELA 29.
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FIGURA 54. Representacédo gréafica da curva padréo do FEM SQR por CG/EM no modo full
scan.
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TABELA 29. Valores obtidos de DPR das éareas absolutas de 3 injecbes de cada
concentracdo do FEM por CG/EM no modo full scan.

Concentracdo (ug/mL) 20 30 40 50 60
DPR 24,91 25,01 30,03 19,91 9,41

O R? (r=0,9970) esta de acordo com as especificacées e indica correlacdo

entre as areas absolutas e a concentracdo do FEM.

Entretanto, os valores de DPR intra-dia ficaram acima de 5,0 indicando
haver uma grande variacdo entre as injecées de uma mesma solucéo, efetuadas

pelo mesmo analista e nas mesmas condi¢cdes experimentais.

Visando a, ainda, verificar a influéncia da concentracdo da amostra e do
modo de deteccdo empregado, foram injetadas solucbes contendo 10, 70 e 250
pMg/mL de FEM no modo full scan e no modo SIM. Os resultados estdo descritos na
TABELA 30.

TABELA 30. Valores obtidos de DPR das areas absolutas de 3 inje¢Ges de cada solucéo
contendo FEM em metanol por CG/EM.

Concentracdo (ug/mL) 10 70 250
Full scan 1,47 31,91 23,05
SIM 23,79 9,80 18,43

No intuito de se verificar a influéncia da forma de injecdo de amostras
(split) nos resultados de DPR, foi injetado 1 puL de uma solucdo contendo 50 pg/mL
de DEP, FEM e MPH no modo SIM splitless, utilizando a temperatura de 260 °C no

injetor. Os resultados estdo descritos na TABELA 31.
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TABELA 31. Valores obtidos de DPR das areas absolutas de 3 injecdes de uma solugéo
contendo 50 pg/mL de DEP, FEM e MPH em metanol por CG/EM no modo SIM splitless.

m/z DPR
DEP 100 12,37
FEM 97 23,10
MPH 84 24,21

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que existe uma
grande variacdo nos valores de DPR encontrados, ndo havendo uma relacdo entre a
concentracéo da substancia, nem com relacéo ao sistema de detec¢ao ou injecao.

O uso de padronizagdo interna e/ou a utlizacdo de reacdes de

derivatizacao poderiam ser testados com o objetivo de tentar reduzir esses desvios.

5.4 Comparacgédo dos métodos

Os métodos analiticos propostos fundamentam-se, basicamente, na
dissolucdo de uma pequena quantidade da amostra em metanol, posterior diluicdo
em fase moével (CLAE) ou em metanol (CG) e injecao, oferecendo muita praticidade,

simplicidade, rapidez e, relativamente, baixo custo.

Todo sistema analitico apresenta limitagcdes. O importante em um método
analitico € conhecer essas limitacbes e assegurar que 0 sistema apresente o
desempenho esperado (LANCAS, 2004).

Um resumo dos resultados obtidos pelos trés métodos desenvolvidos
pode ser observado na TABELA 32.

A CG, apesar de ser amplamente utilizada em laboratérios de toxicologia
forense, ndo permitiu uma analise simultanea satisfatoria de DEP, FEM, MPH, 2-CB
e DOB nas condi¢cbes avaliadas. Tanto utilizando o DIC quanto o EM, n&o foi
possivel diferenciar satisfatoriamente o DOB do 2-CB.
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TABELA 32. Analise comparativa dos métodos desenvolvidos.

CLAE/UV CG/DIC CG/EM

EgtﬁfﬁﬂaF?Hisz'r_"ggae”g%Bde DEP, Sim NZo (2-CB) NZo (2-CB)
Concentragdo amostras (pug/mL) 30 1000 250
Especificidade®
Anfetamina Sim Sim Sim
Benzaldeido Sim Sim Sim
Cafeina Sim Nao Sim
Efedrina Sim Sim Sim
MBDB Sim Sim Nao
MDA Sim Sim Nao
MDEA Nao Sim Sim
MDMA Sim Sim Sim
Metanfetamina Sim Sim Sim
Placebos Sim Sim Sim
Intervalo de linearidade (ng/mL) 10 a 50 1000 a 1400 20 a 60
Coefic. de determinagéo médio? 0,9998 0,9978 0,99413°
DPR intra-dia médio? 0,20 3,91 21,85
DPR inter-dias médio? 1,30 6,71 -
LD médio (ug/mL)? 0,74 226,67 -
LQ médio (ug/mL)? 2,48 756,67 -
Tempo de analise (min) 20,0 6,0 7,5

. Analise qualitativa e Andlise Analise
Melhor aplicacdo L e , -

guantitativa gualitativa confirmatoéria

Sim corresponde a néo interferéncia no método. “Corresponde a média do DEP, FEM e
MPH. Corresponde ao valor da curva padréo do FEM.

O método desenvolvido por CLAE/UV mostrou-se mais adequado a
andlise qualitativa e quantitativa dessas substancias simultaneamente, pois, sem a
necessidade de utilizacdo de PI, apresentou LD e LQ menores, concentracdo das
amostras menor, maior reprodutibilidade dos resultados e melhor sensibilidade. A
sensibilidade de um método pode ser avaliada pela inclinacdo da reta na curva
padrao. Quanto maior for o angulo de inclinacdo, mais sensivel sera o método, ou
seja, maior capacidade ele ter4 de discriminar concentracdes proximas dos analitos
(LANCAS, 2004).

Além disso, CLAE equipado com DAD, permite a deteccdo em multiplos A
0 que fornece informacBes a respeito do espectro na regido do UV de cada
substancia eluida da coluna, auxiliando na sua identificacdo, o que ndo é possivel

com o DIC.

O método desenvolvido por CG/EM apresentou algumas vantagens com

relacdo ao CG/DIC, como a necessidade de menores concentracdes das amostras e
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a capacidade de identificar substancias pela comparacéao direta com 0s espectros de

massas disponiveis na espectroteca do equipamento.

Com relacdo a especificidade, apenas o MDEA (CLAE/UV), a cafeina
(CG/DIC), o MBDB e o MDA (CG/EM) nao apresentaram resultados satisfatorios.
Contudo, essas substancias podem ser diferenciadas dos analitos de interesse pela

aplicacao sucessiva dos diferentes métodos desenvolvidos.

5.5 Perspectivas

Considerando que o DEP é uma amina terciaria e que os resultados
obtidos na sua analise por CG/DIC foram os melhores dentre as substancias
testadas, sugere-se a continuidade da validacdo e o estabelecimento do método

desenvolvido para a detecgao dessa substancia.

Com relagdo ao FEM, MPH, 2-CB e DOB, que sdo aminas primarias ou
secundarias, poderiam ser testados varios outros reagentes para a derivatizacdo
objetivando melhorar o desempenho da analise por CG. Esse procedimento, apesar
de ser mais trabalhoso, demorado e dispendioso, poderia aumentar a sensibilidade
do método, sua reprodutibilidade e, ainda, proporcionar uma eluicdo distinta para o
2-CB e o0 DOB. Além disso, varios reagentes de derivatizacdo sdo também utilizados
em determinacdes quirais por permitirem a separacdo de enantibmeros, o que é de
grande utilidade na avaliacdo das propriedades farmacoldgicas e toxicologicas de

derivados anfetaminicos.

LAPACHINSKE (2004) desenvolveu um método com boa sensibilidade
para analise MDMA por CG/DNF, obtendo valores de DPR de, no maximo, 5,4. Isso
demonstra que esse detector pode ser mais adequado que o DIC para a pesquisa

de DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB, visto serem todos esses compostos nitrogenados.

CONCHEIRO e colaboradores (2005) desenvolveram um método por
CLAE com deteccdo por fluorescéncia para determinacdo de MDMA, MDA, MDEA e
MBDB em saliva. Dessa forma, por serem derivados anfetaminicos analogos, poder-

se-ia também testar esse método para a determinacdo simultdnea de DEP, FEM,
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MPH, 2-CB e DOB no intuito de diversificar ainda mais as op¢des de analise desses

derivados em amostras apreendidas.






6 CONCLUSOES
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O meétodo desenvolvido e validado por CLAE/UV demonstrou ser
especifico, linear, preciso, exato e robusto para a andlise quantitativa simultanea de

DEP, FEM e MPH nos produtos farmacéuticos testados;

O método desenvolvido e validado por CLAE/UV demonstrou ser

especifico, linear e robusto para deteccéo simultanea de DOB e 2-CB;

O método desenvolvido por CG/DIC demonstrou ser especifico para DEP,
FEM, MPH e DOB e, ainda, linear para detec¢céo simultanea de DEP, FEM e MPH,;

O método desenvolvido por CG/EM demonstrou ser especifico para a
caracterizacdo simultanea de DEP, FEM, MPH e DOB;

O método de escolha para a diferenciacéo de DOB e 2-CB é o CLAE/UV;

Os métodos cromatograficos desenvolvidos sdo complementares e, com
as suas respectivas limitacbes, podem ser utilizados na rotina de laboratérios de
toxicologia forense para a andlise de DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB em materiais

nao-bioldgicos.
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FIGURA 55. Especificidade CLAE/UV: sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo
contendo as cinco SQR e da solugdo contendo a anfetamina em metanol (33 pg/mL).
Condi¢cBes cromatogréaficas: fase mdvel acetonitrila:metanol:acido fosférico 0,025%:tampéo
de trietilamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher®
C18 Merck (250 x 4,0 x 5), deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 pL (DEP=
anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-
fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 56. Especificidade CLAE/UV: sobreposicdo dos cromatogramas da solugéo
contendo as cinco SQR (33 pg/mL) e da solugdo contendo a metanfetamina (29,6 pg/mL)
em metanol. Condi¢cdes cromatogréficas: fase moével acetonitrila:metanol:acido fosférico
0,025%:tampdo de trietlamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna
LiChrocart®/LiChrospher® C18 Merck (250 x 4,0 x 5), deteccdo em 206 nm e volume de
injecdo 20 pL (DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-
bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 57. Especificidade CLAE/UV: sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo
contendo as cinco SQR (33 pg/mL) e da solugédo contendo a efedrina (36,4 pg/mL) em
metanol. CondigBes cromatogréficas: fase movel acetonitrila:metanol:4dcido fosforico
0,025%:tampdo de trietlamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna
LiChrocart®/LiChrospher® C18 Merck (250 x 4,0 x 5), deteccdo em 206 nm e volume de
injecdo 20 pL (DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-
bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 58. Especificidade CLAE/UV: sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo
contendo as cinco SQR (33 pg/mL) e da solucdo contendo a cafeina (35,6 pg/mL) em
metanol. Condi¢cdes cromatograficas: fase maovel acetonitrila:metanol:acido fosférico
0,025%:tampéo de trietlamina pH 5 (15:15:19:51 V/N), fluxo 0,8 mL/min, coluna
LiChrocart®/LiChrospher® C18 Merck (250 x 4,0 x 5), deteccdo em 206 nm e volume de
injecdo 20 pL (DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-
bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 59. Especificidade CLAE/UV: sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo
contendo as cinco SQR (33 pg/mL) e da solucdo contendo o MDA (28,8 ng/mL) em metanol.
Condi¢bes cromatogréficas: fase mével acetonitrila:metanol:acido fosférico 0,025%:tampéao
de trietilamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher®
C18 Merck (250 x 4,0 x 5), detec¢gdo em 206 nm e volume de inje¢do 20 uL (MDA= 3,4-
metilenodioxi-anfetamina, DEP= anfepramona, FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-
CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 60. Especificidade CLAE/UV: sobreposicdo dos cromatogramas da solucéo
contendo as cinco SQR (33 pg/mL) e da solugcdo contendo o MDMA (33,6 pg/mL) em
metanol. Condigbes cromatogréficas: fase modvel acetonitrila:metanol:4dcido fosforico
0,025%:tampéo de trietlamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna
LiChrocart®/LiChrospher® C18 Merck (250 x 4,0 x 5), deteccdo em 206 nm e volume de
injegdo 20 puL (MDMA= 3,4-metilenodioxi-metanfetamina, DEP= anfepramona, FEM=
femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-
bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 61. Especificidade CLAE/UV: sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo
contendo as cinco SQR (33 pug/mL) e da solucdo contendo o MBDB (30 pug/mL) em metanol.
Condi¢cBes cromatograficas: fase mével acetonitrila:metanol:acido fosférico 0,025%:tampao
de trietilamina pH 5 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher®
C18 Merck (250 x 4,0 x 5), deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 pL (DEP=
anfepramona, MBDB= N-metil-3,4-metilenodioxifenil-2-butanamina, FEM= femproporex,
MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-bromo-2,5-
dimetoxi-anfetamina).

TABELA 33. Valores obtidos de area absoluta para a curva padrao do DEP SQR por CLAE.

Concentracao Areas* | DPR Média das areas +

(ug/mL) Dia 1 Dia 2 SO =P o
0 73313;720 / 73&91529 / 7301,9221 / 732433+ 468 0,11
20 14%4’15255 / 1425’53729 / 14‘(‘)?3}34 I 1460623 +8845 1,05
20 212%1;18 / 21%?;?8 / 21%)?3? gl I 2142826 £ 17906 1,45
20 29%4’1%4 / 28%?;5:0 / 28%??35 /' 2881873+30330 1,82
50 361(3)(?11570 / 37%?2158 / 36%?223?0 ! 3663863+23540 1,11

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrao da média
DPR — desvio padréo relativo

TABELA 34. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencdo da curva padrdo
do DEP SQR por CLAE.

Fontes de variacdo  GL SQ Variancia F (calculado) F (tabelado)
ENTRE 4 1,59262E+13 3,98156E+12 3542,67 3,48*
Regressao linear 1 159175E+13 1,59175E+13  14162,88 4,96*
Desvio da linearidade 3 8751158973 2917052991 2,59 3,71
DENTRO (residuo) 10 11238868053 1123886805

Total 14
* significativo para p < 0,05

1,59375E+13
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TABELA 35. Valores obtidos de area absoluta para a curva padrao do FEM SQR por CLAE.

Concentragdo _ Areas* / DPR _ Média das areas+ o
(ng/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 e.p.m.

10 483%%8 / 49%?(‘)5525 / 48(‘)‘3%7 I 4g7087+1792 064

20 943,31%32 / 963’%3;7 / 955"%‘;9 I os6036+7231 131

0 144(1)?353 / 14%?3274 / 14%?3,;38 I 1442765+ 15064 1,81

20 19?6?(?811 / 192(135220 / 19%?(‘)526 /' 1043929 + 16459 1,47

- 24204,112??2 / 242"12658 / 23%?5 37 I 2427036 + 26382 1,88

* Resultado de trés determinacdes

e.p.m. — erro padrdo da média
DPR - desvio padréo relativo

TABELA 36. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtengcdo da curva padréo
do FEM SQR por CLAE.

Fontes de variacdo

GL

SQ

Variancia

F (calculado) F (tabelado)

ENTRE

Regressao linear
Desvio da linearidade 3
DENTRO (residuo)

4  7,10943E+12
1 7,10862E+12
813318340

10 7495768732

1,77736E+12
7,10862E+12
271106113,3
749576873,2

2371,15 3,48*
9483,51 4,96*
0,36 3,71

Total

14 7,11693E+12

* significativo para p < 0,05

TABELA 37. Valores obtidos de area absoluta para a curva padrao do MPH SQR por CLAE.

Concentragéo ' Areas* / DPR : Média das areas = 5o
(ng/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 e.p.m.

10 415})198 / 413%513 / 4183’122 / 415941 +1981 0,82

20 8103’%11 / 8301'%884 / 848"%26 / 829927 + 8859 1,85

20 12%?5254 / 12%?329 / 1271?:33;‘5 I 12653334346 059

20 16%%2328 / 16%%527 / 17%{?{’8 /" 1680354 +18808 1,94

o 20%%:’»8110 / 20%?;14 / 213?35373’ 2090276 + 19996 1,66

* Resultado de trés determinacdes

e.p.m. — erro padrao da média
DPR - desvio padréo relativo
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TABELA 38. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencdo da curva padrao
do MPH SQR por CLAE.

Fontes de variacdo GL SQ Variancia F (calculado) F (tabelado)
ENTRE 4 5,29025E+12 1,32256E+12 2578,43 3,48*
Regressao linear 1 5,28972E+12 5,28972E+12  10312,71 4,96*
Desvio da linearidade 3 524873134,5 174957711,5 0,34 3,71

DENTRO (residuo) 10
Total 14
* significativo para p < 0,05

5129325745
5,29538E+12

512932574,5

TABELA 39. Valores obtidos de area absoluta para a curva padrao do 2-CB SQR por CLAE.

Concentracdo _ Areas_* / DPR _ Média das areas + DPR
(ng/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 e.p.m.

10 15%?27; 8/ 15%9”5594 / 15%?35 2/ 15132813757 0,43

20 30?6?%721 / 3020?556 / 30‘2’;’32571 / 3035483 + 8137 0,46

30 45‘(‘535 / 45%%‘;4 / 45%?330 ! 455377017631 0,67

40 60%?;_1;7 / 60%?]?29 / 61%‘15;38 / 6081898 + 17181 0,49

50 75%?55’7 / 75%?;25 / 768?08;4/ 7599465 + 22452 0,51

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrédo da média
DPR - desvio padréo relativo

TABELA 40. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencao da curva padréao
do 2-CB SQR por CLAE.

Fontes de variacdo  GL SQ Variancia F (calculado) F (tabelado)
ENTRE 4 6,94835E+13 1,73709E+13  24320,23 3,48*
Regressao linear 1 6,94834E+13 6,94834E+13  97280,82 4,96*
Desvio da linearidade 3 63334469,15 21111489,72 0,03 3,71

DENTRO (residuo) 10
Total 14
* significativo para p < 0,05

7142560825
6,94906E+13

714256082,5
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TABELA 41. Valores obtidos de area absoluta para a curva padrao do DOB SQR por CLAE.

Concentragao ' Areas* / DPR _ Média das areas + oo
(ng/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 e.p.m.

10 112%2138 / 112(,3;;1 / 1150%719 /' 1167699+ 6460 0,96

20 232?;3885 / 23%?337 / 23%75?56 /' 2360066+ 3661 0,27

20 35%?11715 / 35‘(‘)‘?8;33 / 35‘5?;‘713 /' 3559527 +11331 0,55

40 476(5)4’1551 / 47%5,9827 / 47%?230 I 4740123 £12003 0,44

50 59%?01;2 / 58%"1153?2 / 58(7):"00813’ 5910916 + 24529 0,72

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrao da média
DPR - desvio padréo relativo

TABELA 42. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencao da curva padréao
do DOB SQR por CLAE.

Fontes de variacdo  GL SQ Variancia F (calculado) F (tabelado)
ENTRE 4 4,21811E+13 1,05453E+13  18869,34 3,48*
Regresséao linear 1 4 218E+13 4 218E+13 75475,44 4 ,96*
Desvio da linearidade 3 1081034933 360344977,6 0,64 3,71

DENTRO (residuo) 10
Total 14
* significativo para p < 0,05

5588574787 558857478,7
4,21867E+13
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FIGURA 62. Cromatograma da solu¢édo contendo DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB (SQR) em
fase mavel (30 pg/mL): acetonitrila:metanol:acido fosforico 0,025%: tampao de trietilamina
pH 4,9 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® C;s Merck
(250%4,0 mm, 5 pm), detecgdo em 206 nm e volume de injecdo 20 uL (DEP= anfepramona,
FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB=
4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 63. Cromatograma da solu¢édo contendo DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB (SQR) em
fase mével (30 ug/mL): acetonitrila:metanol:acido fosférico 0,025%: tampdao de trietilamina
pH 5,1 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® C;s Merck
(250%4,0 mm, 5 pm), detecgdo em 206 nm e volume de injegdo 20 uL (DEP= anfepramona,
FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB=
4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).

TABELA 43. Robustez do método por CLAE - avaliacdo da influéncia do pH da solucéo
tampao de trietilamina da fase mével em solucdo contendo 30 pg/mL de cada SQR.

Tempo de Area NUmero
Substancia pH r(?';iir:]g):a/o absoluta de pratos Assimetria ca I;?:tiz; de Resolucéo
P DPR /DPR  tedricos (<2) p(> 2) (>2)
o <1)  (>2000)
49 84712770377 44, 1.05 3.05 10,51
Ep 0.06 /0,31
704/ 2792267
51 Gos e 3146 188 3.40 10,52
49 0921 1607381 o g 168 3.95 3.23
en 0,01 /0,08
947/ 1589676
51 o6 oo 5879 157 4,92 4,88
49 10707 1111537 4557 158 5.69 4,74
P 022 /0,83
1149/ 1071695
51 00 o1 3296 151 6.18 313
49 1325/ 4580421 .o 1,50 7.27 3.30
pcE 035 /0,26
13.80/ 4520470
51 oen Jone 4518 146 763 2 86
49 1741/ 3928099 g, 131 9.89 4,87
OB 033 /0,45
1816/ 3902361
51 o1 1008 5912 1.29 10,35 4,94

Valores referentes a média de 3 injecdes e limites de aceitacdo conforme CDER (1994).
DPR - desvio padréo relativo.
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FIGURA 64. Cromatograma da solu¢céo contendo DEP, FEM, MPH, 2-CB e DOB (SQR) em
fase movel (30 pg/mL): acetonitrila:metanol:acido fosforico 0,025%: tampéo de trietilamina
pH 5,0 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,8 mL/min, coluna Phenomenex® Gemini Su C18 110A 250
X 4,6 mm 5 um, deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 uL (DEP= anfepramona, FEM=
femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB= 4-
bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).
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FIGURA 65. Cromatograma da solu¢édo contendo DEP, FEM, MPH, DOB e 2-CB (SQR) em
fase moével (30 pg/mL): acetonitrila:metanol:acido fosforico 0,025%: tampéo de trietilamina
pH 5,0 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,75 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® C,s Merck
(250%x4,0 mm, 5 pum), deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 uL (DEP= anfepramona,
FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB=
4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).



126

I-CB

DEP

ooe

100 125 150

mdsL
a0 73
=
3
T

25

|

0 2 4 g g 10 12 14 18 18 20
Minute=

FIGURA 66. Cromatograma da solu¢édo contendo DEP, FEM, MPH, DOB e 2-CB (SQR) em
fase moével (30 pg/mL): acetonitrila:metanol:acido fosforico 0,025%: tampéo de trietilamina
pH 5,0 (15:15:19:51 V/V), fluxo 0,85 mL/min, coluna LiChrocart®/LiChrospher® C,;s Merck
(250%x4,0 mm, 5 pum), deteccdo em 206 nm e volume de injecdo 20 uL (DEP= anfepramona,
FEM= femproporex, MPH= metilfenidato, 2-CB= 4-bromo-2,5-dimetoxi-fenetilamina e DOB=
4-bromo-2,5-dimetoxi-anfetamina).

TABELA 44. Robustez do método por CLAE - avalia¢do do fluxo da fase mdével em solucdo
contendo 30 pug/mL de cada SQR.

Tempo " Numero
de Area
~ de : . Fator ~
A retencdo absoluta Assimetria . Resolucgéo
Substancia Fluxo : pratos capacidade
(min) / / DPR L (=£2) (>2
DPR (1) tedricos (>2)
1) (> 2000)
075 4/ 2980808 54, 1,98 3,46 10,08
DEP 0,00 /0,02
6,32/ 2657793
0,85 0.00 10,08 2994 1,96 2,95 9,27
0,75 9,36/ 1742439 5811 1,61 4,85 4,41
FEM 0,06 /0,56
8,28/ 1537811
0,85 0.07 10,07 5623 1,60 4,18 4,34
075 11647 1196270 5 ,q 1,57 6,28 3,45
MPH 0,09 /1,16
10,27/ 1053251
0,85 0.00 /052 3148 1,57 5,42 3,38
0,75 14,127 4887325 4494 1,54 7,83 2,97
2-CB 0,08 /0,10
12,44/ 4315430
0,85 0.05 1006 4457 1,52 6,77 2,94
075 18497 4lelrlz  gouq 1,34 10,56 4,85
DOB 0,14 /0,81
16,29/ 3697925
0,85 0.06 1023 5808 1,34 9,18 4,80

Valores referentes a média de 3 injecdes e limites de aceitagéo conforme CDER (1994).
DPR - desvio padréo relativo.
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FIGURA 67. Especificidade CG/DIC: cromatograma da solucdo de efedrina em metanol
(0,91 mg/mL). Condi¢cGes cromatograficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 nao polar (25
m, 0,25 pm, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector
300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 pL.
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FIGURA 68. Especificidade CG/DIC: cromatograma da solucao de benzaldeido em metanol
(0,31 mg/mL). Condi¢cbes cromatograficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25
m, 0,25 pm, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector
300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 L.
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FIGURA 69. Especificidade CG/DIC: cromatograma da solucdo de anfetamina em metanol
(0,66 mg/mL). Condi¢Bes cromatograficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 n&o polar (25

m, 0,25 pum, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector
300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 pL.
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FIGURA 70. Especificidade CG/DIC: cromatograma da solucdo de metanfetamina em
metanol (0,74 mg/mL). Condi¢Bes cromatogréficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo
polar (25 m, 0,25 um, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1
min), detector 300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 L.
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FIGURA 71. Especificidade CG/DIC: cromatograma da solugéo de cafeina em metanol (0,89
mg/mL). Condi¢Bes cromatograficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m,
0,25 pm, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector
300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 L.
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FIGURA 72. Especificidade CG/DIC: cromatograma da solugdo de MBDB em metanol (0,30
mg/mL). Condi¢Bes cromatograficas: coluna SHIMADZU CBP1 M25 025 néo polar (25 m,
0,25 um, 0,22 mm ID e 0,33 mm OD) 160 °C (1 min) 12,5 °C/min 210 °C (1 min), detector
300 °C, injetor 280 °C e volume de injecdo 3 pL.

TABELA 45. Valores obtidos da razdo das areas de DEP/DFA para a curva padrao por
CG/DIC.

Razao* / DPR

Concentracdo (mg/mL) Média das areas + e.p.m. DPR

Dia 1 Dia 2
1,0 0,57/2,15 0,52/1,19 0,54 +0,03 6,83
1,1 0,67/0,85 0,63/1,93 0,65 + 0,02 4,40
1,2 0,77/0,75 0,75/2,32 0,76 £0,01 1,89
1,3 0,86/0,61 0,83/3,10 0,84 + 0,02 2,66
1,4 0,95/1,42 0,95/1,82 0,95 + 0,00 0,12

*Média dos valores obtidos por meio de cinco injecoes.
e.p.m. — erro padrao da média
DPR - desvio padréo relativo
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TABELA 46. Valores obtidos da razdo das areas de FEM/DFA para a curva padrao por
CG/DIC.

Razao* / DPR

Concentracdo (mg/mL) Média das areas + e.p.m. DPR

Dia 1 Dia 2
1,0 0,71/556 0,67/4,71 0,69 + 0,02 4,74
1,1 0,79/4,19 0,78/4,12 0,78 + 0,01 1,19
1,2 0,92/4,04 0,90/4,15 0,91 +0,01 1,18
1,3 1,08/8,00 0,96/3,36 1,02 + 0,06 8,07
1,4 1,16 /1,31 1,10/ 3,09 1,13 + 0,03 3,92

*Média dos valores obtidos por meio de cinco inje¢des.
e.p.m. — erro padrédo da média
DPR — desvio padréo relativo

TABELA 47. Valores obtidos da razdo das areas de MPH/DFA para a curva padrdo por
CG/DIC.

Razdo* / DPR

Concentracdo (mg/mL) Média das areas + e.p.m. DPR

Dia 1 Dia 2
1,0 0,42/7,00 0,34/7,20 0,38+ 0,04 14,81
1,1 0,47/4,11 0,40/6,52 0,43+0,03 11,19
1,2 0,54/5,60 0,47/4,45 0,50+ 0,04 10,06
1,3 0,65/11,67 0,50/5,34 0,58 + 0,07 17,90
1,4 0,69/3,76 0,58/3,18 0,63 +0,05 11,62

*Média dos valores obtidos por meio de cinco inje¢des.
e.p.m. — erro padrao da média
DPR - desvio padréo relativo
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FIGURA 73. Especificidade CG/EM: cromatograma da solucéo de efedrina em metanol (273
pg/mL). Condicdes cromatogréficas: coluna SUPELCO DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID
e 0,25 pm film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, split 1:75, slope 8000 e
volume de injecéo 3 pL.
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FIGURA 74. Especificidade CG/EM: cromatograma da solucao de cafeina em metanol (356
pg/mL). CondicGes cromatogréficas: coluna SUPELCO DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID
e 0,25 um film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor 285 °C, split 1:75, slope 8000 e

volume de injecdo 3 pL.
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FIGURA 75. Especificidade CG/EM: cromatograma da solu¢do contendo DEP e MDMA em
metanol (50 e 112 ug/mL, respectivamente). Condi¢cdes cromatogréficas: coluna SUPELCO
DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID e 0,25 um film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor

285 °C, split 1:75, slope 8000 e volume de injecao 3 L.
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FIGURA 76. Especificidade CG/EM: cromatograma da solu¢cdo contendo MDEA e FEM em
metanol (180 e 50 ug/mL, respectivamente). Condi¢cdes cromatogréaficas: coluna SUPELCO
DB5 Simplicity-5® 30 m, 0,25 mm ID e 0,25 um film 190 °C (7,5 min), detector 260 °C, injetor

285 °C, split 1:75, slope 8000 e volume de injecdo 3 pL.



