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RESUMO

O uso de substancias psicoativas € comum entre 0s jovens, principalmente no contexto
de festas eletronica, porém a maioria dos usuarios nao sabe exatamente o0 que esta consumindo.
Este estudo teve como objetivo a anélise de 77 substancias psicoativas em amostras de fluido
oral utilizando o método QUEChERS acetato modificado e LC-MS/MS, previamente validado
pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Toxicologia. As amostras foram coletadas entre
frequentadores de festa de musica eletronica em Brasilia, Distrito Federal, os quais também
forneceram informagdes sobre o tipo e forma de droga consumida. O método utilizou 200 uLL
de matriz biologica, 400 pL de acetonitrila, 400 pL de agua ultrapura e 200 mg de
MgSO4/NaOAc anidro (4:1) na etapa de extragdo, e 10 mg de amina primaria secundaria (PSA)
e 30 mg de MgSOq4, na etapa de clean up. O extrato obtido (200 pL) foi seco sob vacuo,
reconstituido em 100 pL de dgua:metanol 0,1% de acido formico (1:1) e analisado por LC-
MS/MS, apresentando limites de detecgdo variando de 0,04 a 0,5 ng/mL. O método foi aplicado
na analise de 35 amostras reais, das quais 63 % apresentou pelo menos uma substancia
detectada. Nove amostras continham 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) (entre <0,5 e
829 ng/mL) e/ou metilenodioxianfetamina (MDA) (entre 39,2 e 339,6 ng/mL). Metanfetamina
(11 - 439 ng/mL) foi identificada em quatro amostras, juntamente com MDMA e MDA. Em
uma amostra relatada como ingestdo de “ecstasy” (MDMA), foi detectada a presenga de
eutilona, uma catinona sintética (4,7 ng/mL). Cinco amostras continham cocaina (entre 26,8 ¢
407,3 ng/mL) e seus metabolitos, benzoilecgonina (0,17 - 214,1 ng/mL) e ecgonina metil éster
(7,4 - 150,1 ng/mL). A comparacao entre as informacdes obtidas entre os usuarios e 0s achados
analiticos evidenciou que frequentadores de festa de masica eletrdnica sdo um grupo de alto
risco, devido ao desconhecimento das substancias que foram consumidas. Além do mais, a
andlise da saliva dos usuarios provou ser importante ferramenta de monitoramento de drogas

psicoativas utilizadas pela comunidade.

Palavras-chaves: Fluido oral, QUEChERS, Novas substancias psicoativas, LC-MS/MS
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ABSTRACT

The use of psychoactive substances is common among the younger population, mainly
in the context of electronic parties, although most are not aware of which substance they are
using. The objective of this study was to analyze 77 psychoactive substances in oral fluid
samples, using the modified acetate QUEChERS procedure and LC-MS/MS, a method
previously validated by the Laboratory of Toxicology. The samples were collected from users
at an electronic music party in Brasilia, who also provided information about the type and form
of drug consumed. The QUEChERS method used 200 pL of biological matrix, 400 pL of
acetonitrile, 400 pL of ultrapure water and 200 mg of anhydrous MgSO4/NaOAc (4:1) in the
extraction step, and 10 mg of primary secondary amine (PSA) and 30 mg of MgSO4 in the
clean up step. The obtained extract (200 pL) was dried under vacuum, reconstituted in 100 pL
of water:methanol 0.1% formic acid (1:1) and analyzed by LC-MS/MS, presenting limits of
detection ranging from 0.04 to 0.5 ng/mL. The method was applied in the analysis of 35 real
samples, of which 63% had at least one substance detected. Nine samples contained 3,4-
methylenedioxymethamphetamine (MDMA) (between <0.5 and 829 ng/mL) and/or
methylenedioxyamphetamine (MDA) (between 39.2 and 339.6 ng/mL). Methamphetamine (11
- 439 ng/mL) was identified in four samples, along with MDMA and MDA. In a sample
reported as ingestion of “ecstasy” (MDMA), the presence of eutylone, a synthetic catinone (4.7
ng/mL) was detected. Five samples contained cocaine (between 26.8 and 407.3 ng/mL) and its
metabolites, benzoylecgonine (0.17 - 214.1 ng/mL) and ecgonine methyl ester (7.4 - 150.1
ng/mL). The comparison between the information obtained from the users and the analytical
findings showed that electronic music party goers are a high-risk group, due to the lack of
knowledge of the substances they consumed. Furthermore, the analysis of the users’ saliva

proved to be an important tool for monitoring psychoactive drugs used by the community.

Keywords: Oral Fluid, QUEChERS, New Psychoactive Substances, LC-MS/MS
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1. INTRODUCAO

Novas substancias psicoativas (NSP) sdo moléculas que mimetizam os efeitos adversos
de drogas ja existentes no mercado (DEA, 2019), desenhadas, em sua maioria, para fins ilicitos
e com o objetivo de burlar medidas de controle nacional e internacional aplicadas as
substancias. O termo foi designado para substancias ndo controladas pelas convencGes
estabelecidas pelo Escritorio das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (sigla em inglés,
UNODOC). Entre 2005 e 2009, o nimero de NSP informadas pela UNODC era de 166, chegando
a mais de 1180 em 2022 (UNODC, 2022c; UNODC 2023a). A Figura 1 ilustra o nimero de
NPS reportadas entre os anos de 2013 e 2023.
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Figura 1: Numero de NSP reportadas anualmente entre os anos de 2013 e 2023. Fonte:
UNODC, 2023

O consumo dessas substancias pode causar diversos problemas de salde, tanto psicoldgicos
quanto fisicos, como: taquicardia, midriase (dilatacdo das pupilas), depressdo, ansiedade,
insdnia, entre outros. Além disso, 0 uso de NSP pode levar a danos irreversiveis, podendo
inclusive, levar o usuéario a @bito. Casos de intoxicacdo e overdose normalmente sdo
subnotificados, pois muitos usuarios ndo buscam ajuda médica ou omitem aos profissionais de
salde sobre o consumo dessas substancias, dificultando o correto diagnostico e o tratamento
adequado (OMS, 2004).

Além disso, a adicdo de diluentes e adulterantes nas drogas € uma pratica comum no
mercado ilegal, 0 que aumenta os riscos de episodios de intoxicagdo e overdose. Esses s&o
usados para aumentar o volume, no caso de diluentes, e os adulterantes sdo adicionados para
aumentar a poténcia das drogas simulando os efeitos de outras substancias, tornando o produto
diferenciado, Unico e consequentemente a uma dependéncia maior. No entanto, a utilizagdo de

desses proporciona efeitos desconhecidos e prejudiciais a saude, tornando o uso de drogas
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adulteradas ainda mais perigoso (OMS,2004). Como exemplo, tém-se 0 caso que ocorreu no
Distrito Federal, um frequentador de festas de mdsica eletrdnica veio a dbito ap6s o consumo
de N-etilpentilona, uma catinona sintética (Ferrari e Caldas et al, 2021).

O fluido oral ¢ uma matriz alternativa, pois é de facil coleta, ndo invasiva e pode ser
realizada no momento da abordagem, sem necessitar de local préprio. Recentes trabalhos
demonstraram a possibilidade de monitoramento de drogas de abuso, incluindo NSP, por este
fluido biologico (Krotulski et al., 2018).

O método QUEChERS, cujo acronimo significa “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe” (Rapido, Facil, Economico, Efetivo, Robusto e Seguro), originalmente desenvolvido para
determinacédo de pesticidas em alimentos (Anastassiades et al., 2003), vem sendo empregado
também na toxicologia (Ferrari e Caldas, 2018; Ferrari e Caldas, 2021). Existem trés principais
variacdes do método: o original, 0 QUEChERS acetato e 0 QUEChERS citrato. Todos eles
consistem em extracdo dos analitos com acetonitrila, e particdo com a adigédo de sais (MgSO4
e/ou NaCl) com intuito da ocorréncia do fendmeno “saltin-out”, no qual a solubilidade dos
compostos diminui na presenca de altas concentracdes de sal. A limpeza do extrato é feita com
os adsorventes PSA, C18 (octadecilsilano) e/ou carbono ativado. A principal diferenca entre os
trés métodos estd nos tipos de sais utilizados na etapa de particdo, no QUEChERS acetato o
cloreto de sodio é substituido pelo acetato de sédio e tem um efeito tamponante de 4.8 (Prestes
et al.,2009). Neste trabalho o método usado foi 0 QUEChERS acetato adaptado.

O uso da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-
MS/MS) é frequente para a analise de substancias presentes no fluido oral. Este método é
valorizado por sua habilidade em atingir limites de deteccdo muito baixos, que sdo necessarios
para certas NSP, além de permitir a inclusdo de diversas classes de substancias em um unico
ciclo cromatografico (Ferrari et al., 2022).

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa de Ciéncias da Saude-
Universidade de Brasilia (CAAE 2936819.3.0000.0030).



2. OBJETIVOS
Objetivo geral:

Analisar amostras de fluido oral coletadas em festas de mdsica eletrénica no Distrito
Federal, a fim de detectar novas substancias psicoativas e outras drogas, por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS).

Objetivo especifico:

1. Analisar amostras de fluido oral coletadas em festa eletronica quanto a presenca de
substancias psicoativas;

2. Interpretar os resultados obtidos das andlises laboratoriais junto a informacdes
coletadas com os doadores voluntarios;

3. Avaliar o fluido oral como matriz de escolha para monitoramento toxicologico de

novas substancias psicoativas entre usuarios.
3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Definicdo de novas substancias psicoativas

De acordo com o Relatério Mundial sobre Drogas de 2023 (UNODC, 2023a), NSP séo
“drogas com potencial de abuso, na forma pura ou em preparagdes (misturas), que nao sao
controladas nos termos da Convencéo Unica sobre Entorpecentes de 1961 ou pela Convencéo
sobre Substancias Psicotropicas de 1971, mas que podem constituir uma ameaca a Ssaude
publica’> (UNODC, 2013a). A disponibilidade de NSP aumentou nos ultimos anos, com 1180
informadas em 2022 e um total de 618 identificadas, incluindo 87 substancias descobertas em
2013 (UNODC, 2022c; UNODC 2023a)

A deteccdo de NSP é um fendmeno mundial, na América Latina o uso de substancias
psicoativas como cetamina, catinonas, feniletilaminas e substancias a base de plantas, como a
Salvinorina, obtida de uma espécie de salvia (Salvia divinorum), teve consideravel crescimento
ao longo dos anos. Os Estados Unidos tiveram o maior numero de NSP reportadas, com 158
identificadas em 2022, mais do que o dobro do numero de qualquer outro pais (UNODC,
2023a).

O termo ‘‘novas substancias’’ é erroneamente interpretado com o significado de sintese
atual, entretanto muitas dessas substancias foram sintetizadas ha décadas, sendo utilizadas

como uma novidade no mercado ilegal de drogas psicoativas. Logo o vocabulo nédo trata



necessariamente sobre inovacao e sim sobre a disponibilidade no mercado ilicito e sobre 0 uso
(ANVISA et al, 2018).

A maioria das drogas em questdo sdo andlogas ou miméticas as drogas classicas como a
metanfetamina, 0 MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina), ou o A9-tetrahidrocannabinol o
fitocanabinoide psicoativo presente na Cannabis sativa (SOUSSAN e KJELLGREN, 2016).

Sendo assim, as NSP se tornam um atrativo para os traficantes, devido, a baixa
complexidade quimica de modificacdo estrutural, a facilidade de sintese e os potentes efeitos
psicoativos. Por sua alta variabilidade, como nimero de compostos existentes, natureza quimica
e composicao, as NSP representam um enorme desafio para os sistemas de salde e politica de
controle de drogas, sendo consideradas um crescente desafio mundial para os toxicologistas
(GRIFFITHS et al., 2010; LUETHI e LIECHTI, 2020).

3.1.1 A estrutura quimica das substéncias psicoativas

As drogas recreativas sdo geralmente usadas em ambientes de lazer e entretenimento, como
festas universitarias, acampamentos e shows, com objetivos diversos como relaxamento,
aumento da energia e sensacao de euforia. No entanto, o consumo dessas drogas pode levar a
efeitos colaterais e riscos para a satde. (HSM et al 2019)

Anfetaminas e as metanfetaminas sdo um grupo de compostos sintéticos que atuam como
estimulantes do sistema nervoso central. Eles estdo quimicamente relacionados com as aminas
naturais, especificamente a feniletilamina, e sdo conhecidos por seus efeitos estimulantes e
eufdricos. A estrutura quimica das anfetaminas, como a prépria anfetamina, € baseada em uma
estrutura de feniletilamina, com a adi¢do de um grupo metil no carbono alfa, e a metanfetamina
possui um grupo metil adicional..(IVERSERN,2008).
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Figura 2: Estrutura quimica da anfetamina (a esquerda) (C9H13N) e da metanfetamina. Fonte:
IVERSERN,2008

A anfetamina 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) é caracterizada por um nucleo
feniletilaminico, com dois grupos metoxi ligados aos carbonos do anel benzénico (Figura 3).

Esta estrutura quimica especifica é responsavel pelas propriedades Unicas da MDMA,
4



permitindo que ela atue simultaneamente como um estimulante e um psicodélico.
Quimicamente, a metilenedioxianfetamina (MDA) é muito semelhante 8 MDMA, diferindo
apenas pela auséncia de um grupo metil ligado ao atomo de nitrogénio. Essa diferenca estrutural
resulta em propriedades farmacoldgicas diferentes, € conhecida por produzir efeitos mais
estimulantes e psicodélicos do que a MDMA, incluindo alucinages, sinestesia e experiéncias
espirituais. Além disso, a MDA tende a ter uma duragao de acdo mais longa do que a MDMA.
Comumente disponibilizada em varias formas, incluindo comprimidos, pos e capsulas de
gel.(BAGGOTT et al, 2019)
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Figura 3: Estrutura quimica da a) MDMA e da b) MDA , respectivamente.

Segundo a UNODC (2018), as NSP podem ser classificadas em 8 grandes grupos: as
triptaminas, canabinoides sintéticos, catinonas sintéticas, feniletilaminas, piperazinas,
aminoindanos, substancias do tipo fenciclidina e outras substancias.

As triptaminas sdo do grupo indol-alquilamina, e predominantemente agem como
alucindgenos, muitas vezes séo sintetizadas como 5-MeO-DMT (naturalmente encontrada na
natureza) e 5-metoxi-a-metil-triptamina (AMT), vendidas como alucin6genos mais conhecidos
e consumidos fumados. A familia das triptaminas inclui compostos de ocorréncia natural como
a serotonina, compostos com propriedades psicodélicas, como a dimetiltriptamina (DMT) e
compostos sintéticos obtidos a partir de modificacBes na estrutura da triptamina (CUNHA,
2021).

Os canabinoides sintéticos, comercializados como Space, drogas “K” e/ou kronic (Figura
4), sdao moléculas que buscam efeitos similares aos do A9-tetrahidrocannabinol (Figura 5) e
consequentemente se ligam aos mesmos receptores neurais, tendo efeitos semelhantes e ainda
mais intensos (Molnar et al., 2013), podem ser usados fumados ou misturados com outras

substancias pelos usuérios.



,,g_/(o
o)
NH NH

= )

JWH-210 AM-2201 AB-CHMINACA JWH-081

Figura 4: Estruturas quimicas de 4 canabindides sintéticos diferentes.

Figura 5: Estrutura quimica do A9-tetrahidrocannabinol

Catinonas sintéticas sdo quimicamente similares a metanfetamina e a anfetamina, sendo
assim categorizadas como beta-ceto-feniletilaminas. Sdo estruturalmente derivadas da
catinona (Figura 6a), psico-estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC) encontrada na
Catha edulis (UNODC et al, 2018), planta de origem africana. A Portaria SVS/MS 344/98,
por meio da Resolucéo de Direcdo Colegiada n® 581, de 2 de dezembro de 2021, instituiu o
controle de catinonas sintéticas por meio de classe estrutural, e ndo apenas nominal (Figura
6b). Com este tipo de abordagem, foi possivel classificar como substancias proscritas em
territorio nacional aproximadamente 120 catinonas sintéticas notificadas a EWA/UNODC,
ja que ha predicdo de quais s&o 0s possiveis substituintes. A Figura 7 ilustra algumas das

catinonas sintéticas monitoradas pelo método cromatografico utilizado neste trabalho.
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Figura 6: a) Estrutura quimica da catinona e b) Classe estrutural genérica de catinonas
sintéticas (2-aminopropan-1-ona) b). Fonte: ANVISA, 2018.

/\ o/\o o /\\ .
© o
Eutilona Dibutilona N-etilpentilona N-etilhexedrona

Figura 7: Substancias que possuem a estrutura genérica de catinonas sintéticas

As feniletilaminas, em sua maioria, atuam como estimulantes e/ou alucindgenas no
SNC. Sua acdo estimulante é mediada pela dopamina, norepinefrina e/ou serotonina,
assemelhando aos efeitos de drogas convencionais como a cocaina, anfetamina, metanfetamina
e MDMA. Por outro lado, sua acdo alucindgena é desencadeada pela mediacdo dos receptores
de serotonina, simulando os efeitos de drogas convencionais como 0 LSD e 0o DMT (ANVISA,
2019)

Essa classe de substancias tem uma estrutura quimica caracterizada por um anel
benzénico ligado a um grupo amino através de uma cadeia lateral de dois carbonos. A adicéo
de substituintes nos radicais destacados na Figura 8, resulta em uma variedade de
feniletilaminas substituidas. Essa substancia pode exibir uma ampla gama de efeitos,

dependendo de sua estrutura quimica especifica.
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Figura 8: Estrutura genérica das feniletilaminas com predicdo de posicdo de possiveis
substituintes com fins de modificacdo. Fonte: ANVISA, 2019.

As principais NSP dessa classe sdo: moléculas com estrutura de feniletilamina
substituidas no grupo fenil (exemplo a série 2-C no qual as moléculas se diferenciam apenas
pelo possivel substituinte Br, Cl ou F na mesma posicao), derivados da série 2-C substituidos
no grupo amino por metoxibenzil (NBOMe) ou hidroxibenzil (NBOH), anfetaminas
substituidas no anel aromatico (série D), benzodifuranos (como 2C-B-Fly) e outras substancias
(como PMMA) (ANVISA, 2019).

Por exemplo, as substancias da série 2C-C sdo as: 4-bromometcatinona, 4-clorometcatinona
e 4-fluorometcatinona séo classificadas como NSP derivadas da metcatinona, uma substancia
sob controle internacional. As estruturas dessas NSP apresentam pequenas alteracdes em
relacdo a molécula controlada se distinguindo apenas pela inclusao de halogénios (bromo, cloro

e flior) em uma estrutura principal (Figura 9).
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Serie 2C-C* NBOMe NBOH

*Sendo R os seguintes substituintes: Br, Cl ou F

Figura 9: Substancias que possuem a estrutura genérica das feniletilaminas.

Inicialmente, as piperazinas foram sintetizadas com a finalidade terapéutica, mas nao

chegaram a ser implementadas; no mercado ilegal, sdo comercializadas como MDMA (éxtase)



em comprimidos, ja que possuem efeitos semelhantes. E uma molécula ciclica que faz parte da
familia das etilenodiaminas, caracterizada por um anel heterociclico de seis membros, com

atomos de nitrogénio ocupando as posicdes 1 e 4 (Figura 10).

Figura 10: Estrutura quimica da piperazina.

Os aminoindanos séo conhecidos por seus efeitos, reagdes emocionais e sociais similares
ao MDMA. O 2-aminoindano (2-Al), um analogo ciclico da anfetamina, serve como uma
estrutura molecular base que pode ser modificada para gerar diversas substancias dessa classe
(Figura 11). Essas substancias sdo frequentemente encontradas em diferentes formas, como

comprimidos, po ou cristais.
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Figura 11: Estruturas quimicas da anfetamina (a) e 2-aminoindano (2-Al) (b). A diferenca
estrutural entre a anfetamina (substancia controlada internacionalmente) e o 2-Al é destacada
em vermelho. Fonte: Adaptada UNODC, 2013a.

As substancias que se assemelham a fenciclidina (PCP) e a cetamina sdo conhecidas como
aril-ciclo-alquilaminas (Figura 12). A cetamina é um analgésico de uso veterinario, porém o
uso recreativo da cetamina é um problema antigo que remonta a década de 1980 e esta
relacionado a uma série de graves efeitos adversos a saude (UNODC, 2017). Derivados de
fenciclidina atuam principalmente como estimulantes do sistema nervoso central (SNC)
(ANVISA, 2019a) e sdo utilizados comumente como po6 inalado mas também podem ser

diluidas e injetadas. Assim como as catinonas sintéticas, as feniletilaminas e os canabinoides



sintéticos também sdo regulados pela estrutura geral e possiveis substituintes, segundo a
Portaria SVS/MS n° 344, de 12 de maio de 1998.
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Figura 12: Estrutura da fenciclidina e cetamina, e substancias do tipo aril-ciclo-alquilaminas
similares a estas.

NSP derivadas de medicamentos prescritos, como analogos de fentanil e derivados de
benzodiazepinicos (Figura 13) vem apresentando um aumento importante no numero de

deteccdes e apreensdes, especialmente a partir de 2014. (ANVISA, 2017).

O~y

Figura 13: Férmula estrutural do fentanil.

3.1.2 Métodos analiticos usados na identificacdo e quantificacdo de NSP

A deteccdo e identificacdo de NSP é uma tarefa analitica complexa, devido ao constante
surgimento de compostos com novas estruturas quimicas no mercado ilicito. A técnica LC-
MS/MS ¢ frequentemente empregada para a analise desses compostos, devido a sua capacidade
de detectar e identificar maltiplos analitos em uma unica corrida (BRUNI, et al., 2021).

No entanto, a aplicacdo dessa técnica apresenta desafios significativos, sendo um dos
principais o desenvolvimento de métodos que possam identificar corretamente essas
substancias, especialmente a medida que novas estruturas séo introduzidas no mercado ilicito.
Concomitantemente, a analise de NSP em amostras bioldgicas é mais desafiadora do que a

andlise de drogas apreendidas, devido as baixas concentragdes encontradas em matrizes
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bioldgicas e a0 metabolismo envolvido, muitas vezes ainda desconhecido (Wagman et al.,
2018).

3.1.3 Fluido oral

O fluido oral possui uma consisténcia viscosa e uma aparéncia transparente. Este é
resultado da combinacdo de dois componentes principais: a saliva e o transudato da mucosa
bucal. A saliva é produzida por trés glandulas principais, as glandulas parétida, sublingual e
submandibular. Em contrapartida, o transudato da mucosa bucal € originado a partir dos tecidos
gengivais e dos capilares presentes na mucosa bucal. Portanto, este € uma mistura complexa
desses dois componentes, cada um com sua origem e funcdo especifica no organismo
(HUMPHREY e WILLIAMSON, 2001; DeLIMA e VAN DYKE, 2003).

A saliva humana é composta principalmente por agua (99,4%), e contém também enzimas,
polimeros e proteinas: ptialina, mucina, albumina; respectivamente. Pode ser utilizada para o
diagnostico laboratorial de forma ndo invasiva sendo uma alternativa Gtil para determinar
presenca de entorpecentes, seja intacto logo apds o uso ou metabolizado. Apesar de ser uma
alternativa acessivel e barata, uma das suas desvantagens para deteccdo de drogas podem incluir
a possibilidade de contaminacdo da amostra e degradacdo das moléculas pela flora
bacteriana.(CURRY, J.A. et al,2017)

A coleta de saliva para testes é uma pratica cada vez mais comum, e impulsiona o
desenvolvimento de kits de coleta de saliva no mercado, alguns desses Kits incluem o Quantisal,
OralEZE, entre outros. Entretanto, hd formas mais econdmicas de realizar a coleta, porém
passiveis de erro, como a elaboracgéo de kits in-house. (OLIVEIRA et al,2021)

A coleta de saliva ndo estimulada tem a vantagem de nao diluir possiveis analitos presentes
na matriz bioldgica, o que pode aumentar as chances de deteccdo das substancias de interesse.
No entanto, a desvantagem ¢ a falta de conservantes que pode prejudicar o mantimento da
estabilidade e conservacgao das amostras (CURRY et al, 2017).

3.2 Conscientizacao sobre uso de drogas

3.2.1 Os riscos do uso de NSP
A diversificacdo do mercado de substéncias ilicitas estd em andamento, com o surgimento

continuo de novas substancias psicoativas. Além disso, estdo sendo cada vez mais observadas
0 uso de drogas associadas, com o conhecimento ou ndo (KROTULSKI et al., 2018). Embora

algumas dessas misturas sejam bem conhecidas e tenham grande apelo em uma cultura local

11



(como nyaope na Africa do Sul), outras sdo relativamente novas e ainda desconhecidas, como
0 "tuci", mistura ainda desconhecida, que parece estar se espalhando rapidamente na América
do Sul e atingido os mercados de entorpecentes da América do Norte e Europa nos ultimos
anos. Da mesma forma, "agua feliz" e "leite em pd k" sdo novas misturas que apareceram
recentemente no leste e sudeste da Asia (UNODC, 2023a)

Analogamente, a substancia consumida é por vezes desconhecida, levando a efeitos
imprevisiveis, sendo usual que embalagens ou apresentacdes comerciais idénticas incluem
substancias diferentes ou que as NSP sejam vendidas sob nome ou apelidos de drogas
comumente conhecidas, das quais imitam os efeitos. O desconhecimento do usuério pode,

muitas vezes, leva-lo a quadros de intoxicacdo aguda, e a morte. (UNODC, 2023a)

3.2.2 Sistemas de alerta rapido (SARs)

Implementado em carater experimental no Brasil, o Sistemas de Alerta Rapido (SARs) é
coordenado pela Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas e Gestdo de Ativos do
Ministério da Justica e Seguranca Publica (SENAD/MJSP). O principal objetivo do SARs é
coletar e produzir dados sobre o surgimento de novas substancias psicoativas no pais,
permitindo que as autoridades possam agir de forma mais rapida e eficaz para prevenir danos a
salde publica (UNODC et al., 2022).

E uma ferramenta essencial para identificar e responder a novas ameacas envolvendo
substancias psicoativas, dentre elas as NSP. Estes sistemas funcionam como um instrumento de
vigilancia que agrega dados epidemioldgicos das areas de salde e seguranca publica, além de
informac@es sobre novas substancias psicoativas e outros fenbmenos emergentes sobre drogas
(CDESC et al,2023).

Segundo a “Resolucdo n. 6, de 3 de agosto de 2021, do Conselho Nacional de Politicas
sobre Drogas (CONAD), o SARs opera em 4 etapas: a deteccdo, caracterizagdo, analise de risco
e producdo do alerta. A deteccdo é a primeira etapa crucial no processo de monitoramento de
novas substancias, ele envolve a descoberta e identificagdo de novas substancias e/ou de novos
padrdes de oferta e demanda de drogas. Esta etapa é fundamental para se manter um banco de
dados atualizado sobre as tltimas tendéncias do mercado ilicito. (MJSP,2021)

A etapa de caracterizacdo envolve o detalhamento da droga sob diferentes aspectos, isso
inclui formas de apresentacdo, composicao quimica, efeitos toxicologicos, riscos para a saude
e situacdo juridica, dentre outros. Se o fendmeno envolver a identificacdo de novos padrdes de

demanda e oferta de drogas, o detalhamento abordara o escopo temporal, a area geogréfica,
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quantidades apreendidas, dentre outros fatores. Nessa etapa que se entende completamente a
natureza e o impacto potencial da droga ou tendéncia emergente.

A anélise de riscos € uma etapa critica que envolve a avaliacdo de todos os dados e
informacdes disponiveis por um grupo multidisciplinar de especialistas. O objetivo € avaliar 0s
riscos e a relevancia para que se possa gerar um alerta de informagdes, e desta forma um
documento que reunira esses dados e informagdes e comegara a circular entre as autoridades de
salde e de controle e interdicao.

E por fim, se o risco for avaliado como relevante, a etapa de geracdo de alerta ocorre e
envolve a emissdo de um aviso/adverténcia, que contém informac6es de interesse publico sobre
a emergéncia de uma nova substancia psicoativa ou sobre um novo padrdo de oferta e/ou
demanda de droga. Esta envolve a producdo de um documento de sintese, que constitui o
préprio alerta, e resume a informacao especifica sobre drogas voltada para a comunidade e aos
usuarios de drogas. Esta etapa final garante que a informacao chegue a quem for necessario,
como emergéncias hospitalares e autoridades de seguranca publica, permitindo uma resposta
informada e eficaz.

Este trabalho esta ativamente envolvido nessa fase inicial, contribuindo para a descoberta e
identificacdo de novas substancias e/ou de novos padrdes de oferta e demanda de drogas. Ao
realizar isto esta ajudando a manter um banco de dados atualizado sobre as ultimas tendéncias
do mercado ilicito, desempenhando um papel vital na mitigacdo dos riscos associados ao uso

de substancias desconhecida
4, METODOLOGIA

4.1. Materiais de referéncia

Padrdes de drogas de abuso e metabdlitos incluidos no método sdo: benzoilecgonina (BZE),
DMT (dimetiltriptamina), éster metilico de ecgonina (EME), fentanil, harmina, harmalina,
LSD, levamisol, MDA (metilenodioxi-anfetamina) e solu¢cfes padrdo de cocaina-d3, diazepam-
d5, fentanil-d5, imipramina-d3, LSD-d3, MDA-d5, MDMA-d5, THC-COOH-d3 (padrdes
internos, IS) foram adquiridos da Cerilliant - Sigma Aldrich (EUA). 25E-NBOMe, 4-cloro-alfa-
PPP (4-Cl-a-PPP; 4-cloro-alfa-pirrolidinopropiofenona), 5F-AKB-48 (5-fluoro APINACA),
etilona (bk-MDEA) e eutilona (bk-EBDB) foram adquiridos da Cayman Chemical (EUA).
Clobenzorex foi adquirido da LGC Standards. 2,5-DMA, 2C-B, 5-MAPB, 6-MAM (6-
monoacetil morfina), 7-aminoflunitrazepam (7-AF), A-9-tetrahidrocannabinol (THC), AH-
7921, AM 2201, anfetamina, benzilpiperazina (BZP), cocaina, JWH-018, cetamina, m-CPP
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(meta-clorofenilpiperazina), MDEA (metilenodioxi-N-etilanfetamina), 3,4-MDMA (3,4-
metilenodioximetanfetamina), MDPV (metilenodioxipirovalerona), mefedrona, metadona,
metanfetamina, metilona (bk-MDMA) e norketamina, e THC-COOH (11-nor-9-carboxi-THC)
foram doados pelo Escritério das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC). 2C-H, 2C-
I, 5-MeO-MIPT, AB-CHMINACA, AKB-48, a-PVT (a-pirrolidinopentiotiofenona),
dibutilona (bk-DMBDB), JWH-081, JWH-210, fenmetrazina e TH-PVP (tetrametileno-a-
Pirrolidinovalerofenona), foram fornecidos pela Administracdo de Repressdo as Drogas dos
Estados Unidos (DEA). Flunitrazepam foi doado pelo INMETRO (Brasil); Anfepramona
(dietilpropiona) pela Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A; metilfenidato pela Novartis
Pharma (Brasil). Tetrahidroharmina foi sintetizada e sua identidade e pureza confirmadas por
espectrometria de massa e ressonancia magnéetica nuclear. O padrédo de N-etilpentilona (etilona)
foi preparado a partir de material apreendido. 25B-NBOH, 25C-NBOH, 25E-NBOH, 25I-
NBOH, 25B-NBOMe, 25C-NBOMe, 25H-NBOMe, 251-NBOMe, 2C-C, 2C-E, 4-
metilpentedrona, 5F-MDMB-PICA, a-PVP (a-pirrolidinopentiofenona), AB-FUBINACA,
ADB-BUTINACA, canabinol, etizolam, femproporex, JWH-250, MDPT (metilenodioxi-N-
tert-butilcatinona), MPHP (metil-a-pirrolidinohexanofenona), N-etilhexedrona e pentilona
foram otimizados apenas para anélise qualitativa por falta de bom desempenho para transices

quantitativas.

Portanto 0 método englobou principalmente substancias dos grupos feniletilaminas,

anfetaminas, catinonas sintéticas, canabindides sintéticos e opioides.

4.1.1 Materiais
e Adsorvente PSA (amina priméria e secundaria), (Sigma Aldrich, EUA);

e Sulfato de magnésio anidro p.a. (MgSQOas ) (Sigma Aldrich, EUA);

e Acetato de sodio (NaOAc) (Sigma Aldrich, EUA);

e Acetonitrila (ACN) grau LC-MS (Scharlau, Espanha);

e Acido formico CH202 (Honeywell/Fluka, Alemanha);

e Metanol grau LC-MS;

e Tubos de polipropileno, com tampas de rosca de capacidade de 50 e 15 mL (Analitica,
Brasil);

e Microtubo, tipo Eppendorf com 2 mL de capacidade;

e Frascos de vidro (vial) com capacidade de 2 mL (Agilent, EUA);

e Vidraria comum utilizada em laboratorio;
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e Pipeta Pasteur.

4.2 Equipamentos
4.2.1. Gerais

e Balanca analitica, modelo Shimadzu MV-6; Balanca semi-analitica, modelo Bel Mark
210 A;

e Balanca eletronica, modelo Marte MV-6;

e Pipetador automético de 20 pL, 100 uL, 200 pL, 1000 puL e 5000 pL da Gilson;

e Centrifuga, Hettich modelo Rotina 380 P;

e CentriVap Concentrator e CentriVVap Cold Trap ambos da Labconco;

e Agitador do tipo vortex;

4.2.2 LC-MS/MS
O método foi previamente validado, satisfatoriamente pelo grupo de pesquisa LabTox

no ano de 2023. O sistema LC Shimadzu, que inclui bombas LC-20AD, um amostrador
automaético SIL-20AD e forno de coluna CTO-20AC (Kyoto, Japdo), foi utilizado em conjunto
com um espectrometro de massa de triplo quadrupolo 6500+ SCIEX QTRAP® (Foster, EUA)
para realizar as analises. O controle e aquisicdo de dados foram feitos através do software
Analyst® (versdo 1.6), enquanto o processamento dos resultados foi realizado pelo SCIEX
OS®. Para a separacdo cromatografica, foi utilizada uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1
mm ID x 100 mm, 1,8 um, Agilent Technologies). A eluicdo em gradiente foi executada com
uma taxa de fluxo constante de 0,3 mL/min e uma temperatura do forno de coluna de 40 °C,
seguindo o gradiente: 0 min: 5% ; 1,4 min: 30% ; 11-12,6 min: 95% ; 12,61-14,4 min: 5% . O
tempo total de execucdo foi de 14,4 min. O volume de injecdo foi ajustado para 3 puL. A
ionizag&o por eletrospray (ESI) foi realizada no modo de monitoramento de reagdes multiplas
(MRM) com MRM programado e ionizagdo positiva. As condigdes de otimizagédo da fonte de
ions foram: gas de cortina (45 psi), spray de ions (5500 V), temperatura da fonte (550 °C), gas
1 e gas 2 (55 psi).

Solucdes estoque individuais a 1 mg/mL foram preparadas em metanol ou acetonitrila,
além disso foram preparadas duas solucdes estoque de THC-COOH uma com concentragdo
final de 10 pg/mL e a outra com a 100 pg/mL, para uso em dilui¢des, solucdo de trabalho e
construcdo da curva analitica. Uma solucdo de trabalho mista foi elaborada com 25E-NBOMe,
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AB-CHMINACA, AB-FUBINACA AH-7921, AKB-48, BZE, EME, fentanil, JWH-018,
JWH-081, JWH-210e LSD, a0,4 pg/mL, e THC-COOH a 4 pg/mL, com as demais substancias
a 2 pg/mL. Posteriormente, essa solucao de trabalho foi diluida dez vezes para otimizacéo e
validacao dos parametros. Para os padrdes internos, foram preparadas duas solucGes de trabalho
mistas, uma a 1 pg/mL e a outra a 25 ng/mL. Todas essas solugdes foram armazenadas em
frascos ambar a uma temperatura de -20°C

Para cada analito, foram selecionadas duas transi¢des, uma de quantificacdo e uma de
qualificacdo. A férmula molecular, tempo de retencdo (RT), padrdo interno respectivo,
transicoes MRM, DP, energia de colisdo e CXP, limite de deteccdo (LOD) e o limite de
quantificacdo para os 53 analitos e 0s 9 padr&es internos utilizados no método sdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1: Formula molecular, transicdes MRM, tempo de retengdo e seus respectivos
potenciais de ionizacdo , energia de colisdo, potencial de saida da célula de colisdo, limite de

deteccdo e limite de quantificacdo dos 53 compostos analisados e dos 9 padrdes internos.

C
—_— Formula Padroes Transicoes RT DP E CX| LOD | 1OQ
Substéncia molecular internos (M/2) (min. | (V v P | (ng/m | (ng/m
) ) ) V) L) L)
1%6’ 5 1521' 37 | 46|23 18
25DMA | CuHyNO; | Cocaina-d3 o o 0.2 05
S| %% 37 |46 |27 16
0 1
330, 121,
25E- Diazepam- | 1 1 71141125 20
NBOMe | CoHzNOs d5  [330 004 1 01
L |—l90| 71 4161 14
3%8’ 5 225' 49 | 4133 30
2C-B | CaokuBINO; | Fentanil-d5 - 560 0.2 05
15 2%% | a9 | 41|45 30
0 7
1512’ 5 1510' 33 |36|25| 14
2C-H CioHsNO; | MDMA-d5 o 35 0.2 05
|22 33 | 36|37 14
1 0
Diazenam. 2%1’ S| 910 56 |46 |27 12
2C-I C1oHINO, dg 261 0.2 05
o |—|921| 56 |46]29| 10
2369’ 5 1227' 35 | 51|29 14
4-Cl-g-PPP | CyaH1sCINO | Cocaina-d3 [a0 o6 05 15
o || 5] 35 |51 29| 14
THC- | 284, 135, 11
5F-AKB-48 | CsHaoFNO | ooms | 2 |—| o | 116 |5 |31] 12 | 02 05
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. Formula Padroes Transigoes RT DP E CX1 LOD | LOQ
Substancia molecular internos (m/2) (min. | (V v P | (ng/m | (ng/m
) ) ) (V) L) L)
224’ Sl929| 116 111 67| 15
Diazepam- 1910’ - 1(:3LO, 2,7 136125 18
5-MAPB | CiHisNO dg 750 3 0,2 05
S Y% 27 [ 3635 6
1 1
- MeO. 2‘17’ 1861 33 |31]19] 12
MIPT CisH22N>O | Cocainad3 247 172 0,2 0,5
L= o] ss (823 12
328 165 11
. NN SENY: 53| 15
6-MAM | CiHauNO, | Diazepam- 2 2 4 02 | 05
d5 328, | |25 [ g | 11| 36| 15
2 2 | “° |4
Diazepam- 2?.4’ - 1:;5, 4’5 9139 15
7-AF | CisH1FN:O d5p ~8i 258 0.2 05
L= S| 45 o149 15
AB- Diazeoam. 3527’ - 3%)2' 102 | 86|23 18
CHMINAC | CaoHasN4O; d5p 5 54 004 | 01
A = 55| 102 | 86 |35 20
329 | | 285,
CaFuClN, S 1= %0 | 58 |46 |25 26
AH-7921 . MDA-d5 [ 73 004 | 01
|~ 7o | 58 |46 |39 16
e 3‘;6’ 5 1955' 125 | 41|23 14
AKB-48 | CaHaNeO | coouias 368 004 | 01
> |~ 929 125 |41 |61 10
218’ 5 1216' 35 | 56|29 14
@-PVT | CisHisNOS | Cocaina-d3 [ 05 15
L |~ 970| 35 |56 31| 12
360, | 11551 195 |10 37| 28
AM-2201 | CuHyFNO | Didzepam- | 0 : 1 02 | 05
d5 360, 127, 10
N 102 71| 22
0 0 1
206, 105,
Amfepramo 1 |77 1 30 156129 12
° CiHiNO | MDA-5 | 53 02 05
1S5 30 |56 (23] 8
1 1
1:16’ 1910|209 |68|24| 15
Amfetamina| CoHuN | MDMA-d5 1316’ Ll650| 29 |68|50| 15 | 05 | 15
1:16’ 5 1119' 29 | 68|20/ 15
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. Férmula Padrdes Transicoes RT DP E CX| LOD | LOQ
Substancia molecular internos (m/2) (min. | (V v P | (ng/m | (ng/m
) ) ) V| L L)
Diazepam- 230, - 128, 39 180125 15
BZE CisH1sNO4 dg 530 108 004 | 01
Y= 1 39 80|39 15
1 1
128’ Slo11] 28 |71]27| 8
BZP C11H1sN2 MDA-d5 178 0,2 0,5
o |—[850] 28 | 7165 16
220’ N 1%5' 56 | 80|20 15
Clobenzorex | CisH1isCIN | Cocaina-d3 260 0,2 0,5
> |—|9L1| 56 |80 25| 15
3%4’ N 122' 39 | 86|25 15
Cocaina C17H21NO4 | Cocaina-d3 304 105 0,2 0,5
> | =T | 39 | 8641 15
23;‘5’ N 1?1' 33 |56|21| 10
Dibutilona | CisHizNOs; | MDA-d5 2?16’ — 1%1' 33 [56|27| 18 | 0,2 0,5
23;‘5’ 1861 33 |56|27| 10
Diazepam- 1519’ - 114, 28 141125 10
DMT C1oH16N; dé’ 189 i 0.2 05
1= o | 28 |41]45| 8
220’ 5 122' 0.8 103 20| 10
EME CioH17NO; | MDMA-d5 500 13 0,04 0,1
1 |—|820| 08 | ;|35 10
Diazepam- 2212’ - 1714’ 29 136125 20
Etilona | CiHisNOs dsp 593 16 0.2 05
1= .| 29 |36]37] 6
Diazepam- 2:16’ - 128’ 34 131125 10
Eutilona | CisHizNOs dsp 536 7 0.2 05
1 ™| o | 34 |31]43] 20
3:18’ 5 1819' 5.0 110 35| 54
Fentanil CxH2N>,O | Fentanil-d5 0,04 0,1
338, 188, 10
— 5,0 35| 46
1 1 1
314, 268, 15
Flunitrazepa CieHiENSO Nortriptilin | 1 1 70 0 351 15 02 05
m s a-d3 314, 239, 15 ' '
— 7,0 49 | 15
1 2 0
Harmalina | CisHuN.O | Cocaina-d3 2%)5’ — 230’ 41 | 71|33 14 0,2 0,5
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. Formula Padroes Transigoes RT DP E CX1 LOD | LOQ
Substancia molecular internos (m/2) (min. | (V v P | (ng/m | (ng/m
) ) ) M| D L)
2%)5’ 5 1714' 41 | 71(33] 14
2113’ R 1710' 43 |86 |43 12
Harmina C13H12N20O | Cocaina-d3 213 168 0,2 0,5
1 T — 0 "I 43 | 86|33 16
we. - ws | Y a5 | 26
JWH-018 CaH2sNO COOH-d3 | 342, 155 10 0,04 0,1
— 11,3 63| 55
1 0 1
Diazepam- 3712’ — 125' 11,5 |40 | 33| 16
JWH-081 CasH2sNO» dg 372 157 0,1 0,3
1 "l —> 5 "1 11514051 10
Diazepam- 3710’ — 123' 119 |60 | 33| 18
JWH-210 CasH7NO dg 370 514 0,04 0,1
1 - 1 "1 11,9 |60 | 33| 18
2?18’ o 1%5' 36 | 75|46 15
Cetamina | C13HsCINO LSD-d3 238 220 0,2 0,5
1 - 2 "I 36 | 75120 15
205, 179,
. Diazepam- | 7 ~l o 26 | '1/29) 20
Levamisol C11H12N2S 45 205 0,2 0,5
7 "1—192,1| 2,6 1 147 10
3%4’ . 2213' 46 | 81|33 18
LSD C20H25N30 LSD-d3 304 281 0,04 0,1
" — | 46 | 81|25 16
0 2
1%8’ . 160' 43 118 271 18
m-CPP C10H13CIN, | Cocaina-d3 0,2 0,5
198, 169, 18
— 43 41 | 18
0 1 1
120’ . 1‘23' 3.0 182 20| 15
MDA C10H13NO; MDA-d5 0,5 1,5
180, 105, 12
— 3,0 30| 15
1 1 8
0 Llrr0| 30 | 50| 15 | - .
228’ o 123' 33 161 17| 15
MDEA C12H17NO> MDA-d5 0,2 0,5
208, 135, 11
— 3,3 30| 15
1 1 6
114’ 5 1?3' 3.0 122 17| 15
MDMA C11H1sNO>, | MDMA-d5 0,2 0,5
194, 105, 12
1 N 1 3,0 2 34| 15
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. Formula Padroes Transigoes RT DP E CX1 LOD | LOQ
Substancia molecular internos (m/2) (min. | (V v P | (ng/m | (ng/m
) ) ) (V) L) L)
2716’ 5 1216' 41 |51|33]| 14
MDPV | CiHziNOs | MDMA-d5 [ 508 02 05
= T an | s |2s | 12
1728’ N 130' 33 | 51|19/ 26
Mefedrona CuHisNO | MDMA-d5 178 125 0,2 0,5
S| M 33 [ 51|27 24
2 1
1510’ l910] 29 |80|27| 15
MA CoHisN | MDMA-d5 02 05
1510’ 5 1119' 29 | 80|15/ 15
2‘18’ N 1?0' 27 60|25 12
Metilona | CiiHiNOs | MDMA-d5 o 5 02 05
S 9% 27 |60 (32| 14
1 1
Vil %1 5]841| 39 | 70|55 15
fenidato CuH19sNO, | Cocaina-d3 234 0,2 0,5
S || o11| 39 |70 (30| 15
. #0525 4 |66 |19 18
) . CusH19sNO3 | Cocaina-d3 0,2 0,5
etilpentilona 2530, N 2(())2, 41 |66 |25| 10
2214’ N 1215' 35 | 55|18/ 12
Norcetamina | C12H14CINO | MDMA-d5 224 207 0,2 0,5
- 7| 35 |55 |32 15
Diazepam- 1718’ - 1‘(1)5, 32 |46 27 10
femetrazina | Ci11HisNO dEE) 178 124 0,5 15
= 77| 32 |46 |39 16
315 259 10
. 22911 36| 15
THC CotHx0, Diazepam- | 2 2 0 0.2 0.5
d5 315 | | 193, 10
N 111 27| 15
2 2 0
e 3‘;5’ 5 3227' 11,0 | 80 [ 20| 15
THC-COOH |  CotHa0. 04 1,0
COOH-d3 3‘;5’ 5 229' 11,0 | 80|20 | 15
2%)7’ N 128' 34 | 46|19 14
THH CisHisN20 | LSD-d3 57 506 02 05
5129 34 | 4617 16
0 1
2826’ N 115' 67 | 41|35/ 16
TH-PVP | CiHzNO | MDA-d5 (e 51E 02 05
S| = 5] 67 41|27 26
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C
. Formula Padroes Transigoes RT DP E CX1 LOD | LOQ
Substancia molecular internos (m/2) (min. | (V v P | (ng/m | (ng/m
) ) ) M| D L)
LSD-d3! | CaoH22N:0Ds i 3%7’ o 2%6' 44 8133 10 | - i
Cocaina-d3! | CuHigDsNOs | - 3%7’ 5 1%5' 38 |50|25| 10 | - i
Diazepam- C1sHsDsCIN, 290, 198,
e 0 i D=1 | 84 |80 las| 10| - i
Fentanil-d5! | CooHzsDsN20 i 3‘(1)2’ 5 1%8' 50 |80|20| 10 | - i
THC- 348, | 330,
COOH-d3t C21H25D304 - 0 - 0 11,0 80|30 | 10 - -
'm'péaS’I“”a' CisH21D:N; - 2%4’ 1890 65 |80|20] 10 | - -
MDMA-d5! | C1:H1oDsNO; i 1%9’ o 1%5' 29 |80|20] 10 | - i
NOTPEINE | CghiDaN - |20 o|% 68 |s0|at] 10 | - ]
MDA-d5" | C1oHsDsNO; i 1%5’ o 1?8' 29 |80|20] 10 | - i

Padrdo interno. 7-AF: 7-aminoflunitrazepam; o-PVT: a-pirrolidinopentiotiona; BZE: benzoilecgonina; BZP:
benzilpiperazina; CE: energia de colisdo; CXP: potencial de saida da célula de colisdo; DMT: dimetiltriptamina;
DP: potencial de descloracdo; EME: éster metilico de ecgonina; 1.S.: padrdo interno; MDA:
metilenodioxianfetamina; LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de quantificacdo; MDMA: 3,4-
metilenodioximetanfetamina; MDEA: metilenodioximetil-etilanfetamina; MDPV: metilenodioxipirovalerona;
MA: metanfetamina; RT: tempo de retengdo; THC: tetrahidrocannabinol; THC-COOH: 11-nor-9-carboxi-THC;
THH: tetraidroharmina; TH-PVP: tetrametileno-a-pirrolidinovalerofenona.

4.3 Coleta, armazenamento e tratamento das amostras

As amostras foram coletadas de maneira anénima entre voluntarios frequentadores de uma
festa de mdsica eletrdnica em Brasilia, em setembro de 2023. A abordagem foi realizada no
proprio ambiente recreativo, e ndo houve preenchimento de termo de consentimento, portanto
nenhuma informacdo comprometedora do anonimato era coletada (como sexo, idade entre
outros). As amostras foram coletadas em tubo Falcon de 50 mL e transferidas para vials de 2
mL com pipetas de Pasteur descartaveis, armazenadas em bolsa térmica contendo gelo seco.
Ao final da coleta de campo, as amostras foram transferidas para o frezzer com temperatura de
-20°C.

Todas as amostras foram analisadas em até 72 horas, tempo otimizado na etapa de validacao
do método pelo grupo de pesquisa LabTox, garantindo valores aceitaveis de perda dos analitos
(perda de até 20 %, considerando a concentracao inicial). Os resultados foram enviados para 0s
voluntarios que disponibilizaram as amostras de fluido oral, a fim de fornecer informagdes

toxicoldgicas aos doadores.
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4.3.1 Tratamento das amostras
O método de preparacdo de amostras (Figura 14) previamente otimizado para amostras de

sangue e urina (Ferrari e Caldas, 2021), foi modificado para amostras de fluido oral e validado
pelo grupo de pesquisa LabTox . Em um microtubo de 2 mL, foram adicionados 400 uL de
ACN, 400 pL de adgua e 200 mg de MgSO 4 /NaOAc anidro (4:1) a 200 uL de fluido oral. O
microtubo foi agitado (15 seg.) e centrifugado (3500 rpm/5 min). O sobrenadante foi transferido
para outro microtubo contendo 10 mg de PSA e 30 mg de MgSOs , agitado (15 seg.) e
centrifugado (3500 RPM/5 min). O sobrenadante, que € menos denso e fica na parte superior,
foi pipetado com atencdo de modo & evitar que inclua a mucina presente na fase aquosa, pois
esta contribui para o efeito matriz nas analises e dificulta obtengdo de resultados.

200 pL do sobrenadante foram evaporados sob vécuo, reconstituidos em 100 pL de
agua/metanol 0,1 % de acido formico (1:1), transferidos para um vial com micro insert com
capacidade de 150 pL e injetados para analise por LC-MS/MS. Necessariamente o

procedimento de tratamento das amostras deve ser realizado nesta ordem descrita na Figura 14.

/’ 7400 pLL de H20 ™ N “Sobrenadanta Vol
,/ Amostra de \ Extracio / Milli-Q \ 1° Vortex, 15s variavel, evitando

fluido oral 400 pL de ACN coletar fase aquosa
\\ 200 pL \160 mg de MgSO4 / 2° Centrifuga, | pois esta contém

\x/ 40 mg de NaOAy 3500rpm/Smin \\ __mucina salivar, _—"

o

T T Clean-up

’ 200 uL - ™
/ sobrenadante 1° Vortex, 15s ( 10mg de PSA \
\

colludo e — —
; 30mg de MgSO4
\\ evaporado sob / 2° Centrifuga, mg de Mg /

; e
ﬂi\cuo por 3 hory4 3500rpm/Smin — e

e

e —=

T .
Reconstituidos em ™

100 pL de
agua/metanol 0,1 %
de acido férmico

~__ an

Figura 14: QUEChERS acetato modificado para analise de drogas em fluido oral.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Amostras coletadas

A Figura 15 mostra um cromatograma de amostra de fluido oral fortificada usada na etapa
de validagdo com concentracdo de 12 ng/mL para 25E-NBOMe, AB-CHMINACA, AH-7921,
AKB-48, BZE, EME, fentanil, JWH-018, JWH-081, JWH-210 e LSD; 120 ng/mL para THC-
COOH; e 60 ng/mL para as outras 50 substancias, possuindo mistura de padréo interno de 20
ng/mL. Na Figura é possivel verificar que inUmeros picos se sobrepdem, todavia os tempos de
retencdo préximos ndo foram um fator prejudicial a analise isto ocorre pela similaridade
estrutural das muitas moléculas contidas no método. Destacado na Figura 15, também, h& no
canto superior esquerdo o pico de uma anfetamina, e no canto superior direito o pico de uma

catinona sintética.

i |
Amphetamine | Synthetic

derivatives ! I cathinones

—_— min.

[|LsD-d3

Cocaine-d3 Diazepam-d5

|
|
MDA-d5 / \‘ Im’p'me-d\% rtriptyline-d3
A /| Fentanyl-d5 R aeiea THC-COOH-d3
MDMAdS ] \ \ A ;

)| /\ \ \ min.

Figura 15: Cromatograma de fluido oral fortificado contendo os compostos analisados e 0s 9
padrdes internos do método.

O resultado da analise de 35 amostras coletadas estd descrito na Tabela 2. Desses, 13
individuos tiveram como resultando ND (ndo detectado). Entre os participantes, 14 relataram
ter consumido comprimidos de “ecstasy” ou “MD”. Esses termos sdo comumente utilizados
para se referir a preparagfes que supostamente contém 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA). Destes, em 7 amostras MDMA foi detectada juntamente com MDA e/ou
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metanfetamina. Vale ressaltar que todos os participantes que tiveram MDMA/metanfetamina
detectada relataram ter ingerido mais de um comprimido artesanal. Em 2 amostras, apenas o
MDA foi detectado, um metabdlito ativo do MDMA no organismo, mas que também & vendido
como substancia psicoativa nas ruas.

Em uma amostra, detectada a eutilona, uma catinona sintética, substancia que ndo foi
detectada em nenhuma das apreensdes de drogas no Distrito Federal, em 2023. Dois
participantes relataram consumir “ket” (p6 branco), ¢ na analise houve deteccdo de cetamina
(variando de 290,6 a 375,3 ng/mL) e seu metabdlito norcetamina (variando de 15,3 a 150,2
ng/mL).

Tabela 2: Resultados de 35 amostras de fluido oral e os relatérios dos voluntarios: forma de
dosagem e substancia psicoativa utilizada, e tempo decorrido entre 0 consumo e a coleta.

Tempo
Amost Forma de uso Sub_stan entre Resultados (ng/mL)
ra cia usoe
coleta
1 Comprimido NI >24h, ND
2 Comprimido MD | <24h, MDMA (829,0), MDA (67,6), MA
(439,0), AMP (0,7)

3 P4 branco Cocaina | <24h Cocaina (407,3), BZE (162,9), EME

83,9
4 Crack Cocaina | <24h BZE (65,&3), Elz/IE (51,4)
5 Selo em papel LSD <4h, LSD (0,6)
6 Comprimido NI <24h | MDMA (< 0,5; detectado), MDA (191,8)
7 Comprimido MD >24h ND
8 Comprimido Extase | <24h MDA (274,5)
9 Pé branco Cocaina | <4h, Cocaina (369,0), BZE (214,1), EME

(150,1)
10 Pé branco Cocaina | <2h, | Cocaina (312,9), BZE (62,1), EME (36,9)
11 Comprimido e Selo | Extase; | Minut MDMA (26,1), MDA (128,9), MA
em papel LSD 0S (11,0), 25B-NBOH
12 Comprimido MD >24h, ND
13 Comprimido MD <24h MDA (265,9)
14 Comprimido NI <24h ND
15 Selo em papel Acido | Minut LSD (68,3)
0sS

16 Comprimido MD >24h, ND
17 Comprimido MD >24h, Eutilona (4,7)
18 Comprimido NI >24h, ND
19 Comprimido Extase | <2h, MDMA (478,0), MDA (309,7), MA

74,8
20 | Anfetamina; Ropinol NI <24h AMP (1,(8), 7-)AF (2,9)
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Tempo
Amost Forma de uso Sub_stan entre Resultados (ng/mL)
ra cia uso e
coleta
21 Comprimido NI >24h, ND
22 Comprimido e selo | “MD”; | Minut MDMA (112,6), MDA (339,6), MA
em papel LSD 0S (39,2), 25B-NBOH
23 Selo em papel LSD | >24h ND
24 Comprimido NI >24h, ND
25 P4 branco Cocaina | >24h, | Cocaina (26,8), BZE (0,17), EME (7,4)
26 Comprimido NI >24h, ND
27 Pé branco Ket <24h | Cetamina (375,3), norcetamina (15,3)
28 Pilula capsula Anfetami | <24h AMP (< 1,5; detectado)
na
29 Comprimido NI >24h, ND
30 P6 branco Ket <24h | Cetamina (290,6), norcetamina (150,2)
31 Comprimido MD >24h, ND
32 cigarro DMT | <24h DMT (9,0)
33 Comprimido MD <24h ND
34 Comprimido MD <24h MDMA (2,8), MDA (270,3)
35 Comprimido Extase | <24h MDMA (2,2), MDA (45,3)

25B-NBOH: andlise qualitativa, 7-AF: 7-aminoflunitrazepam; AMP: anfetamina; ND: ndo detectado; BZE:
benzoilecgonina; EME: éster metilico de ecgonina; MA: metanfetamina; MDA: metilenodioxianfetamina;
MDMA: metilenodioximetanfetamina; NI: ndo informado; THC: tetrahidrocannabinol

Em 9 amostras, os doadores preferiram ndo divulgar qual substancia haviam consumido,
Considerando que este projeto representa uma abordagem inovadora e recente no DF - Brasil,
os voluntarios podem ter se sentido desconfortaveis ou hesitantes em fornecer informacdes
detalhadas, resultando em respostas incompletas ou genéricas como no uso de termos como
“<24h” (menos de 24 horas) e “>24h” (mais de 24 horas ou dias) para informar o tempo
decorrido entre o uso de drogas e da doacédo de fluido oral.

Em quatro amostras, 0s voluntarios alegaram o uso de LSD. Em duas delas, foi detectado
25B-NBOH, como mostrado na Figura 16, uma feniletilamina comercializada como alternativa
ao LSD, que foi previamente detectada em selos apreendidos (Ferrari et al,, 2020). 25B-NBOH
pode ser também metabdlito de 25B-NBOMe (Caspar et al,, 2017).Nas duas amostras, houve
também o consumo de comprimidos de éxtase (amostras 11 e 22, Tabela 2). E em duas outras
amostras foi detectado LSD (0,6 e 68,3 ng/mL).
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De acordo com Cunha et al. (2022), altas concentracOes de LSD detectadas em fluido oral
seriam compativeis com contaminacdo da cavidade oral, devido ao pequeno intervalo de tempo
entre o uso e a coleta, por exemplo. Portanto, a concentracdo de 68,3 ng/mL determinada em
uma das amostras analisadas poderia ter esta interpretacdo. A contaminacdo da cavidade oral
pode ser um dos fatores limitantes para se trabalhar com fluido oral. Considerando que as
coletas foram realizadas em ambiente recreacional, o procedimento de lavagem e higienizacao

da cavidade oral dos doadores, antes da coleta, seria de dificil implementacéo.
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Figura 16: Cromatograma da amostra 5: LSD (0,6 ng/mL); amostra 11: MDMA (26,1 ng/mL),
MDA (128,9 ng/mL), metanfetamina (11,0 ng/mL) e 25B-NBOH (detectado),

Cocaina e/ou seus metabdlitos foram identificados em cinco amostras, em concentragdes
que variaram de 26,8 a 407,3 ng/mL para cocaina, 0,17 a 214,1 ng/mL para benzoilecgonina,
7,4 a 150,1 ng/mL para éster metilico de ecgonina. Entre os participantes, um relatou o uso de
crack (fumado), enquanto outro relatou o uso de cloridrato de cocaina (inalado).

Muitas das drogas relatadas coincidiram resultados com o informado, 15 amostras positivas
e coincidentes das 26 com informagfes completas - aproximadamente 57,69 %, . O que
corrobora com estudo de Krotulski (2018), no qual a maioria dos achados analiticos se
alinhavam ao informado, de 223 de amostras de fluido oral que foram coletadas de participantes
que frequentavam festivais de musica eletrnica de varios dias em Miami, Tampa e Atlanta;
121 (54,3%) tiveram resultados coincidentes.

De 35 amostras, 13 tiveram o resultado ndo detectado, sendo desses 7 amostras o doador

voluntario quis informar qual 0 nome da substancia, entretanto € inadequado alegar que néo
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tinham analitos presentes, e sim é possivel levantar 3 hipdteses: que eram drogas e/ou
metabolitos que ndo estdo no método, drogas ou metabolitos que estdo abaixo do limite de
deteccdo, ou que realmente ndo houve uso de alguma substancia psicoativa.

Dos 9 participantes que ndo informaram o nome da provavel substancia, e apenas
informaram a forma de dosagem, 6 tiveram como resultado “ndo detectado” se encaixando nas
hipoteses levantadas anteriormente, e as 3 amostras que tiveram resultado positivo coincidem
com a forma de dosagem usuais de circulacdo das substancias positivadas (MDMA,MD e/ou
MA em forma de comprimido).

Nas 19 amostras em que o participante forneceu todas as informacdes solicitadas, e 0s
resultados foram positivos, em apenas 4 os resultados néo coincidiram com o informado, como
na amostra 2 (presenca de anfetamina), ou outras substancias como na amostra 22 e amostra
11 em que a substancia de uso informada foi LSD e o detectado foi 25B-NBOH. Tem-se
também a amostra 17 no qual a substancia de uso informada foi MD e a detectada foi uma NSP:
a eutilona.

Sendo assim, a diferenca entre as informacdes coletadas dos usuarios e os resultados obtidos
por meio da analise do fluido oral sugerem um desconhecimento a respeito da substancia
consumida entre os frequentadores de festas de musica eletrbnica,. Isso evidencia um
comportamento de risco, no qual os usuarios estdo utilizando substancias sem plena consciéncia
do que séo essas.

O trabalho em campo demonstrou dificuldades para realizacdo da coleta de fluido oral,
como a resisténcia dos usuarios em participar do estudo e a falta confianca do anonimato que
tornaram os usuarios pouco receptivos a coleta, o que também refletiu na quantidade de usuarios
que procuraram pelos resultados analiticos (n = 4), sendo a parcela 11,4% dos participantes.

Como vantagens do método empregado, temos a coleta de fluido oral ndo estimulado, que
evitou a diluicdo da amostra e da possivel substancia psicoativa presente; e a capacidade de
fornecer uma resposta rapida aos usuarios, que, por consequéncia, possibilitou a comparagédo
com informagdes fornecidas pelos voluntarios, mesmo que por vezes incompletas. Dessa forma,
foi possivel obter maior compreensdo sobre quais informacdes o usuario possui sobre as drogas
que foram consumidas e por conseguinte a depender dos resultados fornecer informacdes aos
sistemas de alerta rapido, desta forma contribuindo com este servico.

O emprego de espectrometro de massas de alta resolucdo nas analises poderia ter
colaborado para a identificacéo de substancias ndo incluidas no método pois este instrumento é

capaz de diferenciar e identificar compostos com base em suas massas moleculares e padrdes
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de fragmentacdo, mesmo que esses compostos ndo estejam inicialmente incluidos no método

de andlise, 0 que poderia ter diminuido a quantidade de amostras negativas.

6. CONCLUSAO

O método analitico previamente validado pela equipe LabTox utilizado neste trabalho
envolveu um protocolo QUEChERS acetato modificado para extracdo e limpeza, e
determinacdo de 53 drogas de abuso e medicamentos e triagem de outras 24 substancias
psicoativas por LC-MS/MS, em amostras de fluido oral.

Os resultados obtidos de 35 amostras coletadas entre voluntarios frequentadores de festa
de mdsica eletrdnica no Distrito Federal demonstraram o desconhecimento do usuario sobre o
tipo de substancia psicoativa utilizada, o que pode trazer risco a salde ja que os efeitos podem
ser totalmente inesperados. Essa informacéo disponibilizada aos usuarios e aos profissionais
das éreas de interesse € importante ferramenta para tomadas de decisdo, ainda mais quando a
resposta e disponibilizada de forma rapida, como fora aqui proposto.

Este estudo foi importante para entender mais sobre o conceito de substancias
psicoativas e as classes das NSP, a importancia dos sistemas de alerta rapido, contribuindo para
0 monitoramento de quais substancias estdo em circulacdo, e a necessidade de um servico de
testagem para conscientizacdo de usuarios dos potenciais riscos na pratica de consumo de
drogas ilicitas.
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