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RESUMO

Nas ultimas décadas, observou-se um crescimento significativo na diversificagao e
comercializacdo de novas substancias psicoativas (NSP) em escala global. O
presente trabalho investigou as mudancgas no perfil quimico de amostras de selos e
comprimidos de ecstasy apreendidos no estado do Parana (Brasil), entre os anos de
2014 e 2024. Além disso, foi desenvolvida uma biblioteca forense de NSP e analisado
o perfil de ligacéo a albumina sérica humana (HSA) de trés compostos: MDMA, N-
etilpentiiona e ADB-BUTINACA. Ao todo, foram identificadas 64 substancias
quimicas, das quais 53 foram classificadas como NSP. O numero de requisi¢des
periciais para analise de selos e comprimidos variou ao longo dos anos. As principais
substancias identificadas pertencem a classe dos estimulantes do sistema nervoso
central, com predominancia das fenetilaminas. Nos comprimidos de ecstasy, a
substancia mais recorrente foi a 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), enquanto nos
selos destacou-se a série dos NBOHs e o dietilamida do &acido lisérgico (LSD).
Também se observou um aumento progressivo nas apreensbes de LSD,
especialmente em selos, concomitantemente a reducdo na variedade de NSP
identificadas ao longo do tempo. Por meio da técnica de ressonancia magnética
nuclear com transferéncia de magnetizacdo por saturagdo (NMR-STD), foram
determinadas as constantes de dissociacao (Kd) e os epitopos de ligagdo do MDMA
(Ka = 3,36 mM), da N-etilpentilona (Ka = 2,09 mM) e da ADB-BUTINACA (K4 = 0,35
mM) com a HSA. Além disso, os resultados sugerem que a ADB-BUTINACA interage
com os trés principais sitios de ligagdo da albumina — Sudlow | e Il e sitio Ill. Os
resultados indicam que o perfil quimico das drogas sintéticas identificadas no Parana
€ dinamico, diversificado e resiliente. A reducao observada na variedade de NSP ao
longo dos anos coincide com o fortalecimento das medidas regulatérias e legislativas,
em ambito nacional e internacional, voltadas ao controle rigoroso de substancias
psicoativas. Ademais, a caracterizagdo do perfil de ligacdo dessas substancias
quimicas a HSA oferece subsidios para novos estudos toxicologicos,
biofarmacéuticos e forenses.

Palavras-chave: NOVAS SUBSTANCIAS PSICOATIVAS, CANABINOIDES
SINTETICOS, DROGAS SINTETICAS, HSA, STD.



ABSTRACT

In recent decades, there has been significant growth in the diversification and
commercialization of new psychoactive substances (NPS) on a global scale. This study
investigated changes in the chemical profile of stamp samples and ecstasy tablets
seized in the state of Parana, Brazil, between 2014 and 2024. Furthermore, a forensic
NPS library was developed and the binding profile of three compounds to human
serum albumin (HSA): MDMA, N-ethylpentylone, and ADB-BUTINACA. A total of sixty-
four chemical substances were identified, of which fifty-three were classified as NPS.
The number of forensic requests for stamp and tablet analysis varies over the years.
The main substances identified belong to the central nervous system stimulant class,
with phenethylamines predominating. In ecstasy tablets, the most common substance
was 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA), while in postage stamps, the NBOH
series and lysergic acid diethylamide (LSD) stood out. A progressive increase in
seizures of LSD was also observed, especially in postage stamps, concomitant with a
reduction in the variety of NSP identified over time. Using saturation magnetization
transfer nuclear magnetic resonance (STD-NMR), the dissociation constants (Kd) and
binding epitopes of MDMA (K4 = 3.36 mM), N-ethylpentylone (K4 =2.09 mM), and ADB-
BUTINACA (K4 = 0.35 mM) to HSA were determined. Furthermore, the advantage is
that ADB-BUTINACA interacts with the three main albums in binding sites—Sudlow I,
[I, and Ill. The results indicate that the chemical profile of synthetic drugs identified in
Parana is robust, specific, and resilient. The observed reduction in the variety of NSP
over the years coincides with the strengthening of regulatory and legislative measures,
both nationally and internationally, outside the specific control of psychoactive
substances. Furthermore, characterizing the binding profile of the most prevalent
substances to HSA provides information for toxicological, biopharmaceutical, and
forensic studies.

Keywords: NEW PSYCHOACTIVE SUBSTANCES, SYNTHETIC CANNABINOIDS,
SYNTHETIC DRUGS, HSA, STD.
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1 INTRODUGAO

Segundo o United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), o consumo de
Novas Substancias Psicoativas (NSP) tem se intensificado nos ultimos anos em
diversas regibes do mundo, configurando-se como um sério problema de saude
publica. Estima-se que, entre 1998 e 2017, o numero de usuarios dessas substancias
tenha aumentado de aproximadamente 30 milhdes para 50 milhdes em escala global
(UNODC, 2020a). Essas substancias, em sua maioria, ndo sao controladas pelas
Convencgodes Internacionais de Fiscalizagcao de Drogas, o que dificulta a atualizagao
tempestiva das listas de substancias proscritas em diversos paises.

No Brasil, a responsabilidade pela regulamentagcdo e controle dessas
substancias é atribuida a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
atualiza periodicamente as listas de substancias de controle especial por meio dos
anexos da Portaria n°® 344/1998 e suas respectivas atualizagdes (Brasil, 1998). Nesse
contexto, uma NSP que ndo conste nessa regulamentagéo ndo pode ser legalmente
enquadrada como droga ilicita conforme a Lei n°® 11.343/2006 (Lei de Drogas).

As NSP, também conhecidas como “legal highs”, “herbal highs”, “smart drugs”
ou “research chemicals”, tornaram-se populares por apresentarem baixo custo de
producdo e ampla disponibilidade via internet (Passagli, 2018). Apesar da
nomenclatura, nem todas as moléculas sao inéditas: muitas ja haviam sido
sintetizadas décadas atras, mas passaram a ser disponibilizadas recentemente no
mercado com finalidade entorpecente.

Frequentemente, essas substancias sdo desenvolvidas a partir de estruturas
com atividade biolégica conhecida, como canabinoides, cocaina, heroina, LSD,
ecstasy ou metanfetamina, com pequenas modificagdes estruturais cujo objetivo é
driblar a legislacdo vigente (Santos et al., 2016). Por serem produzidas em
laboratérios clandestinos, sem controle de qualidade, seu grau de pureza e
composi¢ao permanece desconhecido, elevando os riscos de intoxicagao. Além disso,
ha escassez de dados sobre seus efeitos colaterais, toxicidade e potencial
carcinogénico, o que amplia os riscos a saude publica (EMCDD, 2022). Outro fator
agravante & que muitos usuarios consomem essas substancias acreditando se tratar
de drogas mais conhecidas, como LSD ou ecstasy.

Dados atualizados até dezembro de 2024 indicam que a maioria das NSP sao

estimulantes, seguidos por agonistas sintéticos dos receptores canabinoides e
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alucindégenos classicos (UNODC, 2024a). Diversos canabinoides sintéticos foram
desenvolvidos ao longo dos anos, alguns com poténcia até 100 vezes superior a do
A9-THC (A9-tetrahidrocanabinol), sendo comercializados misturados a ervas ou
impregnados em papel. O uso desses compostos, geralmente desinformado quanto
ao potencial toxico, representa uma ameaca a saude fisica e mental dos usuarios. Da
mesma forma, substancias pertencentes a classe das fenetilaminas vém substituindo
o LSD como alucinégeno, apresentando maior poténcia e sendo comercializadas em

concentragdes elevadas (Passagli, 2018).

O Brasil esta entre os paises da América Latina com maior indice de consumo
e apreensdes de NSP (Silva, 2018; UNODC, 2020a, 2023). No entanto, o pais ainda
carece de um banco de dados integrado entre as policias cientificas e a Policia
Federal, o que compromete o compartilhamento de informacdes e dificulta um
diagndstico preciso da situagao (De Souza Boff et al., 2020). Diante desse cenario, o
desenvolvimento de estudos relacionados a NSP podem contribuir significativamente
para investigagdes criminais em todo o pais, promovendo maior eficacia na justica,

seguranca publica e reducgao de riscos associados ao uso de NSP desconhecidas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver uma Biblioteca Forense de Novas Substancias Psicoativas
(NSP) com base na caracterizagdo espectroscopica de amostras apreendidas no
estado do Parana e periciadas pela Policia Cientifica (PCP), utilizando as técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), espectroscopia no infravermelho (V) e
espectrometria de massas (EM), além de investigar interagcdo bioldgica de

representantes das classes das NSP a albumina sérica humana (HSA).
1.1.2 Objetivos especificos

a) Realizar um estudo retrospectivo e prospectivo do perfil quimico das drogas

sintéticas encaminhadas a PCP no periodo de 2014 a 2024,

b) Obter e interpretar os espectros das substancias analisadas, por meio das
técnicas de RMN, IV e EM;
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c) Construir uma Biblioteca Forense Integrada de NSP, a partir dos dados

espectrais obtidos por IV e EM;

d) Selecionar substéncias representativas das classes estudadas para
investigacao da interacdo com a HSA;

e) Avaliar os epitopos de ligagdo do MDMA, da N-etilpentilona e da ADB-
BUTINACA com a HSA, com a consequente determinacéo de suas constantes

de dissociacao (Ka);

f) Investigar os possiveis sitios de ligagédo da ADB-BUTINACA na HSA por meio
de experimentos de RMN por Saturation Transfer Difference (STD), utilizando
como inibidores competitivos farmacos de ligagdo conhecida: varfarina (sitio 1),

diazepam (sitio Il) e lidocaina (sitio Ill);

g) Realizar estudos de ancoragem molecular (Docking molecular) da ADB-
BUTINACA, com o obijetivo de corroborar os dados experimentais relativos a

afinidade e a localizacao do sitio de ligagdo na HSA.

1.2 JUSTIFICATIVA

O Brasil € um dos paises da América Latina com maior consumo e apreensao
de Novas Substancias Psicoativas (NSP), especialmente aquelas provenientes da
Europa. O estado do Parana apresenta uma posigao estratégica para o estudo dessas
substancias, pois abriga a Central de Distribuigdo dos Correios e esta localizado na
regido da Triplice Fronteira, ambos pontos amplamente utilizados para o ingresso
ilegal de drogas no pais. Nesse contexto, o Parana se destaca como um estado com
potencial privilegiado para o desenvolvimento de uma biblioteca espectral, devido a
riqueza do banco de dados relativo a drogas sintéticas provenientes de apreensdes
locais.

Nos ultimos anos, novas drogas sintéticas tém sido identificadas pelas policias
cientificas e federal no Brasil. Contudo, a identificagdo dessas moléculas ainda € um

grande desafio, principalmente pela escassez de padrdes analiticos certificados. A
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aquisicao desses padrdes € onerosa para os cofres publicos e frequentemente
inviabilizada pela auséncia de fornecedores confiaveis. Soma-se a isso o fato de que
novas substancias continuam a ser desenvolvidas continuamente, o que amplia o
numero de NSP em circulagcao e reforga a necessidade de ferramentas analiticas
atualizadas para sua deteccédo, desafiando os laboratorios forenses.

Do ponto de vista juridico e social, a dificuldade em identificar NSP traz sérias
implicagdes: para que uma substancia seja enquadrada como droga pela Lei n°
11.343/2006, ela ou sua estrutura quimica precisa estar listada nos anexos da Portaria
SVS/MS n° 344/1998 e suas atualizac¢des (Brasil, 1998). Caso contrario, mesmo que
a substancia seja vendida como substancia psicoativa, ndo havera caracterizagao de
crime, e o responsavel ndo podera ser penalizado judicialmente.

Dentre as NSP, as fenetilaminas e as catinonas merecem destaque por seus
efeitos sobre o sistema nervoso central. Atualmente, muitas dessas substancias vém
sendo utilizadas como substitutas do LSD em selos. Um desafio adicional na
identificacdo dessas moléculas € o fato de que as fenetilaminas do grupo NBOH
sofrem degradagao térmica, dificultando sua detecc¢éo por técnicas tradicionais, como
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), amplamente
utilizada nos laboratérios de pericia criminal. Além disso, seus espectros de
infravermelho ainda ndo constam em bases forenses amplamente reconhecidas,
como a SWGDRUG.

Com o aumento do consumo de NSP, ha uma crescente preocupagao com
casos de intoxicacao, que, no entanto, podem estar subnotificados. Isso ocorre porque
os laboratérios de toxicologia forense muitas vezes nao dispdem de métodos
analiticos validados para detectar essas substancias em matrizes biolégicas. Ao
contrario de drogas classicas, como LSD ou cocaina, que ja possuem protocolos
consolidados, as NSP frequentemente carecem de metodologias validadas, tanto para
a identificagdo quanto para a quantificagdo. Além disso, ha uma lacuna importante de
informacdes toxicologicas, como dados sobre a toxicocinética, distribuicdo e ligacao
as proteinas plasmaticas. Essa auséncia dificulta a previsao de efeitos adversos e o
desenvolvimento de protocolos de extragao e analise em amostras de sangue e urina.

A investigagao da interagcédo entre NSP e a albumina sérica humana (HSA) é
fundamental para compreender o comportamento farmacocinético dessas moléculas
no organismo. A HSA é a principal proteina transportadora plasmatica e exerce papel

crucial na distribuicdo, metabolismo e eliminagcdo de compostos enddgenos e
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exdgenos. Como muitas NSP possuem elevada lipofilicidade, a ligacdo a HSA pode
influenciar diretamente sua biodisponibilidade, meia-vida plasmatica e toxicidade.
Além disso, a competicao por sitios de ligagdo com outros farmacos pode alterar
efeitos terapéuticos ou agravar reagbes adversas. Dada a escassez de dados na
literatura sobre os perfis de ligacdo dessas substancias emergentes, sobretudo
aquelas recém-detectadas em contextos forenses, a caracterizacdo dessas
interagbes € essencial tanto para a avaliagdo de riscos toxicolégicos quanto para
subsidiar estratégias de regulacdo, controle e atendimento clinico em casos de
intoxicagao.

Dessa forma, o desenvolvimento de uma Biblioteca Forense, que sera
disponibilizada aos laboratérios de quimica e toxicologia do Parana, permitira a
identificacdo rapida e precisa de NSP, com menor custo e maior eficiéncia.
Adicionalmente, a caracterizagao do perfil de ligacao dessas substancias as proteinas
plasmaticas, especialmente a HSA, contribuird para a compreensao da distribuicao
dessas drogas no organismo. Esses dados podem tanto subsidiar o desenvolvimento
de metodologias analiticas aplicaveis a matrizes biolégicas quanto subsidiar estudos
que no futuro possam orientar profissionais da saude no manejo clinico de

intoxicagcdes agudas por NSP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NOVAS SUBSTANCIAS PSICOATIVAS (NSP)
2.1.1 DEFINIGAO DE NSP

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) pode-se conceituar droga
como “qualquer substancia capaz de modificar o funcionamento dos organismos
vivos, resultando em mudangas fisiolégicas ou de comportamento” (OMS, 1994).
Enquanto Novas Substancias Psicoativas (NSP) sédo definidas pelo Escritorio das
Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC) (2024b) como: “substéancias de
abuso, seja na forma pura ou em preparagao, que nao sao controladas pela
Convencdo Unica de 1961 sobre entorpecentes e pela Convengdo de 1971 sobre
Substancias Psicotrépicas, mas que podem representar uma ameaca a saude
publica”. Dessa forma, as NSP se distinguem das drogas classicas por serem

substancias de abuso, que ndo sao controladas internacionalmente.

O termo, nova substancia psicoativa, nao se refere a uma peculiaridade desses
compostos, haja vista que ndo descreve materiais necessariamente inovadores, mas
substancias quimicas que passaram a ser utilizadas a com finalidade entorpecente a
partir de meados dos anos 2000 (Peacock et al., 2019). A definicdo de NSP varia
entre organizagdes internacionais reguladoras e de vigilancia. A European Union
Drugs Agency (EUDA) utiliza a mesma definicdo da UNODC (EMCDDA, 2019), a qual
baseia sua definicdo na auséncia desses compostos nas listas internacionais de
controle de drogas. Enquanto o National Institute on Drug Abuse (NIDA), nos Estados
Unidos da América se apoia no fato das NSP serem substancias recentemente

identificadas, assim define NSP como:

NSP é um termo usado para descrever compostos produzidos em laboratério para
fins de pesquisa ou para mercados ilicitos de drogas, as vezes modificando
ligeiramente uma droga existente na tentativa de contornar as leis de drogas vigentes.
A categoria pode incluir medicamentos criados por empresas farmacéuticas ou

pesquisadores que nunca foram concebidos para chegar ao publico (NIDA, 2024) .

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasil considera que

“as NSP sao moléculas desenhadas, em sua maioria, para fins ilicitos e com o objetivo
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de evadir as medidas de controle nacional e internacionalmente aplicadas as
substancias ja controladas, das quais derivam ou mimetizam os efeitos” (ANVISA,
2020). Nesse sentindo, apesar de algumas organizagdes utilizarem uma definicao
mais abrangente e, outras, um conceito mais legalista, € consenso que o objetivo dos

traficantes é de burlar ou contornar as legislagdes vigentes sobre drogas de abuso.
2.1.2 Origem das NSP

Nas ultimas décadas, o consumo de NSP como drogas de uso recreativo se
popularizou (Ferrari Junior et al., 2022). A disseminacdo das NSP esta atrelada as
facilidades de comercializagdo que a internet em um mundo globalizado proporciona
(Luethi; Liechti, 2020). O mercado dessas drogas emergente € dinamico, haja vista
gue o consumo de muitas substancias se prolifera rapidamente. Em alguns casos as
NSP, se estabelecem no mercado independente de medidas de controle sanitario, ja
outros, rapidamente desaparecem do mercado ou ficam limitadas a uma regiao
geografica (Batistic et al., 2021; Bowden-Jones; Abdulrahim, 2020).

O uso de substancia psicoativas € uma pratica realizada pela humanidade ha
milhares de anos. Seja para uso medicinal, seja para rituais religiosos ou atividades
recreativas, inicialmente, a sociedade utilizava substancias de origem vegetal como a
maconha, coca, papoula ou peiote (Evans-Brown; Sedefov, 2018). A medida que a
quimica organica se desenvolvia, esses compostos foram sendo isolados e outras
substancias foram sintetizadas. Nos anos 1950, os derivados anfetaminicos, como
3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), foram alvo de pesquisas pelo Exército
Americano (Karch, 2011). Nas décadas seguintes, o MDMA passou a ser estudado
para tratamentos psiquiatricos, como uma alternativa terapéutica legal a dietilamina
do acido lisérgico (LSD), a qual ja se encontrava proscrita (Sessa; Higbed; Nutt, 2019).
Em 1964, o A°-THC (tetraidrocanabinol) foi isolado da planta Cannabis sativa, nesse
periodo, houve um aumento no interesse da comunidade cientifica em estudar os
canabinoides e seus receptores, resultando, anos mais tarde, no desenvolvimento de

processos de sintese de compostos canabinoides (Radwan et al., 2017).

O termo “designer drug” surgiu nos EUA, em 1984, apds o aparecimento de
varios analogos do fentanil no mercado ilicito de drogas (King; Kicman, 2011). Na

década de 1990, as substancias da classe das fenetilaminas se popularizaram como
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designer drugs apos a publicagdo do livro PIHKAL, de Alexandre Shulgin, no qual
descreve processos de sinteses e efeitos desses compostos apds o consumo (Dorta
et al., 2018; King; Kicman, 2011; Reuter; Pardo, 2017b) . Ja no inicio dos anos 2000
as piperazinas se disseminaram na Europa, iniciando pela Nova Zelandia, como
alternativa legal a drogas como MDMA em festas. Iniciava-se a era das substancias
comercializadas com ‘“legal high” (Kerr; Davis, 2011; Peacock et al., 2019; Shaw et al.,
2024). Posteriormente, catinonas e canabinoides sintéticos comegcaram a ser
vendidos abertamente na internet e em lojas especializadas como alternativas legais

a substancias controladas (Peacock et al., 2019; Simao et al., 2022).
2.1.3 Impacto da globalizagao

Até maio de 2025, 1342 substancias diferentes classificadas como NSP haviam
sido notificadas ao Sistema de Alerta Prévio do UNODC por 151 paises, em todo
mundo (FIGURA 1)(UNOCD, 2025). Tais dados refletem a diversidade e a velocidade
como essas substancias se espalham, tendo em vista que foi na primeira década do
século XXI que o consumo das designers drugs aumentou significativamente
(EMCDDA, 2022).

A evolucdo no mercado de NSP esta atrelada aos avancos cientificos na area
de sintese quimica de compostos organicos, ao desenvolvimento da tecnologia de
informacado e, popularizacdo da internet, além do estreitamento das fronteiras
comerciais possibilitado pela globalizacdo. Trata-se de um mercado mutavel e
resiliente (Pistis, 2024; Simao et al., 2022), que passou por varias fases (Peacock et
al., 2019). Inicialmente, as NSP mimetizavam os efeitos de drogas classicas, como
MDMA e cocaina, e eram comercializadas em pontos de venda tradicionais, como
‘head shops”. Todavia, a propagag¢ao dessas drogas, nos ultimos anos, ocorreu
devido facilidade de comercializacao pela internet (Luethi; Liechti, 2020; Shafi et al.,
2020).

Ao comercializa-las no ciberespago como “designer drugs”, “legal highs”, “legal
drugs”,” “bath salts”, “research chemicals”, “herbal highs” e “smart drugs” (Evans-
Brown; Sedefov, 2018; Machado, 2014; Sajwani, 2023) os fornecedores tém o intuito
de transmitir a ideia de legalidade das NSP e, até mesmo, de seguranca dos seus

produtos. Ainda, outra forma dos traficantes ludibriarem os consumidores é fazé-los
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acreditar estarem consumindo drogas classicas como LSD e ecstasy (Wood et al.,
2015).

FIGURA 1- OCORRENCIA DE NOTIFICAGOES DE NSP PELO MUNDO.

FONTE: Adaptado de (UNODC, 2024a)

A deep web possibilita a comercializagdo de drogas de forma rapida e nao
rastreavel (Kabra; Gori, 2023; Van Hout; Hearne, 2017; Wadsworth; Drummond;
Deluca, 2018). Além disso, estudos indicam que o prego dos produtos vendidos on-
line costuma ser substancialmente menor do que aqueles adquiridos em pontos fisicos
(Lahaie; France; Martinez, 2016). Todavia, a deep web nao é acessivel para todos os
usuarios, desse modo, camufladas pelos seus pseudénimos, essas substancias sao
ofertadas na internet convencional, e informacdes sobre formas de uso e efeitos séo
compartilhadas online por meio de féruns sobre drogas, canais do YouTube, redes

sociais e aplicativos para smartphones (Batistic et al., 2021; Miliano et al., 2018).

A medida que os artigos cientificos e as patentes contendo informacdes sobre
a sintese e as modificagdes estruturais tornaram-se mais acessiveis no espaco virtual,
as novas substancias rapidamente surgiam no mercado (Peacock et al., 2019). O
aumento de empresas quimicas em paises emergentes, como China e india,

possibilitou a transicdo da pequena produgao de NSP em laboratérios clandestinos,
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para producdo em escala industrial de substancias de alta pureza a baixo custo
(Evans-Brown; Sedefov, 2018; Griffiths; Evans-Brown; Sedefov, 2013; Norman et al.,
2020). Em um trabalho sobre o perfil das NSP em um criptomercado da dark net,
mostrou um pequeno numero de vendedores chineses representava 38,1% de todas
as ofertas de NSP e 76,0% de todas as listagens de canabinoides sintéticos (Van
Buskirk et al., 2016).

2.1.4 Legislacéo

Embora as medidas de controle tenham variado (Smyth et al., 2015), muitos
paises, nos ultimos anos, desenvolveram legislagdes para mitigar a venda de NSP
por meio de pontos de venda fisicos (Reuter; Pardo, 2017). Enquanto as vendas on-
line revelaram ser um desafio. Os fornecedores podem hospedar seus sites de venda
em regides do mundo que apresentam uma legislagdo permissiva ou utilizar
mecanismos da dark net para comercializar seus produtos (Batistic et al., 2021;
Bujalski et al., 2021; Van Buskirk et al., 2016). Apesar da diminuicdo no numero anual
de substancias inéditas reportadas aos sistemas de alerta rapido nos ultimos anos, as
NSP ja identificadas estdo alcangando uma maior penetragdo no mercado (UNODC,
2024b, 2024a).

Compreender o perfil do mercado de NSP e de seus usuarios é fundamental
para subsidiar a tomada de decisdes nos processos regulatérios. Ressalta-se que,
quando o legislador adota uma postura mais permissiva em relagéo a substancias que
posteriormente se revelam nocivas a saude, 0s prejuizos a sua credibilidade e carreira
politica tendem a ser mais severos do que quando propde medidas mais restritivas a
produtos inofensivos, ainda que estas possam gerar impactos econémicos e sociais
negativos (Reuter; Pardo, 2017b). Ao longo dos anos os paises optaram por
regulamentacdo que podem ser divididas em trés grandes grupos baseados no grau
de restrigdo. O primeiro tipo de regulamentac¢ao adotadas por alguns paises envolvem
0 uso da legislagao sobre alimentos, como de alcool e tabaco, e leis de protegédo ao
consumidor para controlar as NSP, como Poldnia, Nova Zelandia e Italia. Outras
nacdes consideram as caracteristicas particulares das NSP bem como a taxa de
ocorréncia em seu pais ou regido especifica, estabelecendo restricbes sobre as NSP
usando sua legislagdo de controle de drogas ja existente, como o Brasil, (lista

individual de substancias, controles de genéricos e/ou analogos). Embora com



33

algumas adaptagdes a exemplo da Corea do Sul e dos Estados Unidos da América,
que implementaram proibicdes temporarias, ou como alguns paises da Unido
Europeia que utilizam de procedimentos rapidos de controle. Por fim, muitos paises
consideram que as NSP precisavam ser combatidas por meio de uma nova legislagao
especificamente adaptada para controlar as NSP, como Israel e o Reino Unido
(Reuter; Pardo, 2017; UNODC, s.d.) (FIGURA 2).

Nesse contexto, com o objetivo de acompanhar a velocidade de surgimentos
de NSP, a ANVISA, além da classificacdo nominal, vem se adicionando aos anexos
da Portaria 344 de 1998, a classificacdo genérica, no qual uma estrutura molecular é
definida e as possiveis substituicbes nessa estrutura sdo enumeradas. Diante disso,
ficam proibidas todas as NSP que se enquadram na estrutura genérica descrita
(ANVISA, 2020).

FIGURA 2 - EXEMPLOS DE CENARIOS - POSSIVEIS ABORDAGENS LEGAIS
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FONTE: Adaptado de (UNODC, 2025)

2.1.5 Classificacao

Diferentes critérios podem ser considerados na classificagdo NSP, portanto,
existem multiplas formas de classificagdo. Esses critérios sao: o efeito farmacologico
que os NSP produzem quando consumidos; a origem (natural, sintética e

semissintética; e (iii) a situacao legal (licita ou ilicita). A classificagao baseada no efeito
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farmacologico € a mais comumente utilizada pelas entidades regulatérias (UNODC,
2023, 2024a, 2024b; Zapata et al., 2021). Além disso, classificagbes relacionadas a
estrutura quimica sao estabelecidas, apesar da variabilidade quimica das NSP nem
sempre permitir esse agrupamento.

Segundo a UNODC (2023), os principais grupos quimicos de NSP sao:
feniletilaminas, triptaminas, piperazinas, benzodiazepinicos, aminoindanos, derivados
opioides, fenciclidinas, fenidatos, fenmetrazinas, nitazenos, lisergamidas, catinonas
sintéticas, canabinoides sintéticos e outras substancias (substancias estruturalmente
diversas e que nao se enquadram em nenhuma das demais categorias). Ainda, essas
substancias também podem ser classificas conforme seis grupos de efeitos
farmacolégicos QUADRO 1 (UNODC, 2024a).

QUADRO 1- CLASSIFICACAO FARMACOLOGICA DAS NSP E CORRELACAO COM OS
GRUPOS QUIMICOS.

Tipo de NSP Sintese do mecanismo de acgao | Grupo de substéncias

farmacolégico quimicas

Estimulantes Modulagdo dos niveis e agbes dos | Fenetilaminas,
neurotransmissores monoaminas | catinonas, aminoindanos

dopamina, epinefrina e serotonina € piperazinas.

Opioides Sintéticos Interagdes com receptores opioides e | Derivados opioides,

neurotransmissores inibitorios; nitazenos.

Canabinoides sintéticos Ativacao do receptor canabinoide tipo | Canabinoides sintéticos.
1(CB1)
Dissociativos Acdo como antagonista do receptor | Fenciclidinas.
de N -metil-D-aspartato (NMDA)

Alucinégenos classicos Acéo que medeia atividades | Fenetilaminas,

especificas dos receptores de | triptaminas e

serotonina. lisergamidas.

Sedativos/hipnoticos Acdo do neurotransmissor acido | Benzodiazepinicos.
gama-aminobutirico (GABA) no
receptor GABAA para produzir, por
exemplo, efeitos sedativos, hipnoéticos

e ansioliticos

FONTE: Adaptado de UNODC (2023).
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Conforme ilustrado na FIGURA 3, entre os seis grupos de efeitos
farmacoldgicos das novas substancias psicoativas (NSP), os estimulantes (incluindo
fenetilaminas e catinonas) e os canabinoides sintéticos destacam-se como os dois
principais grupos notificados a UNODC no periodo de 2012 a 2023, representando,
em conjunto, 61% de todas as NSP registradas nesse intervalo (UNODC, 2024).

FIGURA 3 - NSP NOTIFICADAS AO SISTEMA DE ALERTA RAPIDO DA UNODC ENTRE 2012-2023
CLASSIFICADAS POR GRUPO FARMACOLOGICO.
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FONTE: Adaptado de UNOC (2024).

2.1.6 Fenetilaminas

As fenetilaminas sao substancias psicoativas que podem ser classificadas
conforme seu efeito farmacolégico como drogas estimulantes e/ou alucinégenas. As
substancias dessa classe tém como molécula base a fenetilamina, constituindo-se de
um anel benzénico unido a um grupo amino por meio de uma cadeia lateral formada
por dois carbonos metilénicos, variando apenas os grupos substituintes em oito
possiveis posi¢cdes (FIGURA 4) (Dorta et al., 2018). O tipo do grupo funcional e da
posicdo do substituinte no nucleo da fenetilamina determinara se o composto
apresentara efeitos alucindgeno ou estimulante. Segundo a UNODC, até 2024, mais
de 180 fenetilaminas diferentes ja haviam sido reportadas ao seu sistema de
monitoramento (UNODC, 2024b). A popularizagao do uso dessas substancias ganhou
impulso apds a publicagdo do livro “PIHKAL (Phenethylamines | Have KnownAnd
Loved)’ (FIGURA 5) em que o farmacologista Alexander Shulgin descreveu os

detalhes da sintese das fenetilaminas e efeitos apds o consumo (Morini et al., 2017).
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FIGURA 4—- ESTRUTURA GERAL DAS FENETILAMINAS SUBSTITUIDAS.
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FONTE: Anvisa (2023)

A classe das fenetilaminas pode ser dividida em trés subfamilias principais:
fenetilaminas com anel aromatico substituido (ex.: 25I1-NBOMe), anfetaminas (ex.:
metanfetamina) e metilenodioxifenetilaminas (ex.: MDMA). O padrao de substituicao
2,5-dimetoxi no anel aromatico € caracteristico das fenetilaminas alucinégenas
classicas, como aquelas pertencentes as séries 2C-, 2D-, NBOMe e NBOH. A
modificagdo dos grupos metoxi nas posi¢des 2 e 5 por outros grupos funcionais pode
resultar em alteragdes significativas no perfil farmacoldgico, promovendo uma
mudanca dos efeitos alucinégenos para efeitos predominantemente estimulantes
(ANVISA, 2023). De acordo com dados da Policia Civil de Minas Gerais, os compostos
da série NBOMe foram as fenetilaminas mais frequentemente identificadas até 2016.
A partir desse ano, observou-se um aumento na prevaléncia dos NBOHs, com o 25I-
NBOH sendo o unico representante detectado até 2017. Nos anos seguintes, outros
derivados da série NBOH passaram a ser identificados, totalizando 376 ocorréncias

até a data do relatério (Machado et al., 2020).

Em geral, as substancias dessas classes agem como estimulantes e
alucindégenos, altamente lipossoluveis, que atravessam a barreira hematoencefalica,
ligando principalmente nos receptores da serotonina, tendo efeitos semelhantes ao
LSD e ao MDMA (BULCAO et al., 2012). O efeito estimulante esta associado a
modulagdo da neurotransmissdo monoaminérgica, por meio da inibicdo dos
transportadores de norepinefrina, dopamina e serotonina. Enquanto os efeitos
alucindégenos, presentes em algumas fenetilaminas, decorrem de sua agao como
agonistas potentes, seletivos e altamente eficazes nos receptores 5-HT2A e 5-HT2C

(UNODC, 2024b). Estudos recentes demonstram serem extremamente toxicas
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(Waldman et al., 2018), quando comparados a drogas classicas. Segundo dados
obtidos por (XU et al., 2019), a molécula do 25C-NBOMe, mostrou-se ser cinquenta
vezes mais neurotdxica que a metanfetamina em um ensaio in vitro. Ainda, as
pesquisas mostram que o uso de NSP dessa classe pode causar sindrome
serotoninérgica, gerando manifestagdées clinicas como convulsdes, rabdomidlise,

faléncia renal e faléncia multipla de érgaos (Findal et al., 2015).

FIGURA 5- LIVRO PIHKAL DE ALEXANDER SHULGIN.
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FONTE: Proprio autor.

As principais formas de uso das fenetilaminas sao a oral e a sublingual, também
havendo as possibilidades de serem injetadas ou fumadas (Xu et al., 2019). Segundo
WOOD et al (2015), entre 2011 e 2015, ocorreram varios casos de intoxicagbes graves
e intoxicagdes fatais, envolvendo adolescentes e jovens que consumiram selos
contendo, principalmente, 25I-NBOMe, seja ingerido ou fumado. Essas informacdes
estdo em consonancia com a ideia de que tais substancias representam risco a saude
publica. Diante disso a ANVISA publicou da RDC n° 325/2019, na qual o Brasil passa

a adotar a classificagao genérica para a classe das feniletilaminas (ANVISA, 2023).

2.1.6.1 Substéncias do grupo ecstasy

Esse grupo engloba substancias sintéticas como o MDMA (3,4-

metilenodioximetanfetamina) e o MDA (3,4-metilenodioxianfetamina). Ambas sé&o



38

fenetilaminas do grupo metilenodioxifenetilaminas e estruturalmente semelhantes a
anfetamina e a metanfetamina, substancias sob controle internacional desde a
Convencgao das Nagdes Unidas sobre Substancias Psicotropicas de 1971 (ANVISA,
2023). O MDMA ¢é a droga classica originalmente presente nos comprimidos de
ecstasy; entretanto, ao longo do tempo, outros compostos anfetaminicos, como o
MDA, passaram a ser utilizados como agentes psicoestimulantes nessa classe de
drogas (FIGURA 6). Apesar da similaridade estrutural com outros derivados
anfetaminicos, o impacto mais acentuado dessas substancias sobre o sistema
serotoninérgico contribui para diferengcas nos efeitos farmacoldgicos gerais e
provavelmente esta relacionado as propriedades empatogénicas e entactogénicas

caracteristicas do grupo “ecstasy” (UNODC, 2006).

FIGURA 6- Estrutura do MDA e do MDMA.
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Em 1912, a industria farmacéutica alema Merck patenteou o MDMA como
“metilsafrilamina”, o qual foi sintetizado pelo quimico Anton Kollisch como precursora
de um farmaco a ser utilizado em cirurgias como anti-hemorragico, e fosse
comercialmente competitiva com hidrastinina, patenteada pela concorrente Bayer.
Durante anos, seus efeitos farmacologicos em ensaios bioldégicos ndo foram
estudados. Entretanto, entre 1950 e 1960, o Exército Americano realizou
experimentos com o MDMA e MDA, porém foram suspensos apds a morte de um
voluntario por overdose. Na década subsequente, Alexander Shulgin sintetizou o
MDMA, e em conjunto com alguns psicélogos e psiquiatras, propds que este farmaco

fosse eficaz no tratamento de diversas doencgas psiquiatricas. Na década de 1980, o
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MDMA se popularizou como droga recreativa em festas e shows como ecstasy
(FIGURA 7) (Karch, 2011; Moraes; 2022).

FIGURA 7 - COMPRIMIDOS DE ECSTASY ENCAMINHADOS A POLICIA CIENTIFICA DO PARANA.
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FONTE: Autor (2024).

Geralmente, administrado pela via oral na forma de comprimidos de ecstasy,
também vulgarmente conhecidos com “bala” ou na forma de cristais puros, “Michael
Douglas”, os usuarios de MDMA relatam a sensacao de euforia, de alucinagdes
audiovisuais, o0 aumento da estimulacdo psicomotora, da sociabilidade, da
sensibilidade ao toque e das respostas emotivas (Dorta et al., 2018). Ainda, como
efeito adverso, o aumento da temperatura corporal. Todos esses efeitos podem estar
associados com o fato de o ecstasy ser conhecido como a “droga do amor”. Esta acao
psicoestimulante do sistema nervoso central esta relacionada principalmente com a
transmissao de monoaminas como noraepinefrina, dopamina e serotonina. Assim, as
anfetaminas aumentam a liberacao e diminuem a recaptacéo dessas monoaminas nas
fendas sinapticas permitindo maior tempo de agéo adrenérgica. Ainda, o aumento das
monoaminas esta relacionado ao seu efeito alucindégeno (Almeida, 2016; Apachimske,
2009; Dorta et al., 2018).

No ecstasy podem ser encontrados outros derivados anfetaminicos, como
MDA, metanfetamina, anfetamina e clobenzorex, bem como, a adicao de substancias
de outras classes quimicas, como catinonas, eventualmente, também pode ocorrer.
Os principais adulterantes identificados sdao a cafeina e a efedrina por também
apresentarem efeito estimulante e poderem mimetizar o efeito dos derivados
anfetaminicos. Além da droga, os excipientes mais comuns dos comprimidos de

ecstasy sao celulose e corantes (Almeida, 2016), o que demonstra a simplicidade da
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formulacao farmacéutica fabricada pelos traficantes podendo causar uma absorgao
imprevisivel e justificar as grandes quantidades de substancia psicoestimulante.
Ainda, os comprimidos de ecstasy apresentam formatos e cores variadas em que o
logotipo esta associado ao fabricante (FIGURA 7).

O MDMA apresenta-se na forma de cristal de coloragédo branca a amarelada,
podendo ser encontrado principalmente na forma de sal. Durante a sintese do MDMA
e do MDA muitos intermediarios sdo produzidos, e em as impurezas identificadas nos
comprimidos sdo essenciais para identificagcdo da rota de sintese. O grupamento
metilenodioxi ligado a um anel aromatico é essencial a estrutura dos principais
precursores como o piperonal, o safrol, o isossafrol e a 3,4-metilenodioxifenilpropan-
2-ona (MDP2P, também conhecida como piperonilmetilcetona, PMK) (Cormick et al.,
2021) (FIGURA 8). Cabe destacar que assim como o MDMA e o MDA, esses
precursores encontram-se controlados no Brasil pela lista D1 da Portaria 344 de 1998
e suas atualiza¢des. Desse modo, na tentativa de burlar a legislagdo vigente, novas
vias de sintese tém sido empregadas, como a do helional, e até incluindo novos
precursores (FIGURA 8) que ndo possuem o agrupamento metilenodioxi (Cormick et

al., 2022).
FIGURA 8- PRECURSORES DE SINTESE DO MDMA E DO MDA.
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FONTE: Adaptado CORMICK et al., 2021.

Entre 2018 e 2020, foram desmantelados pelo menos oito laboratérios
clandestinos (FIGURA 9), que se dedicavam a fabricagdo de MDA, o que foi um
fendbmeno novo no Brasil. As instalagdes clandestinas apreendidas anteriormente

identificadas pela policia eram usadas para reprocessar “ecstasy” importado,
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enquanto os laboratorios recentemente descobertos no Sul do Brasil, em cidades
como Foz do Iguagu e Curitiba, cobriam toda a cadeia de produgéao, incluindo a sintese
(UNODC, 2020).

FIGURA 9 — MAPA DE LOCALIZAGAO DE LABORATORIO DE SINTESE DE ECSTASY
APREENDIDOS NO BRASIL NO PERIODO DE 2018- 2020
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FONTE: UNODC, 2020.

2.1.7 Catinonas sintéticas

As catinonas sintéticas (CSs) sdo NSP estimulantes com estrutura quimica
relacionada as fenetilaminas, diferenciando apenas pela presenga adicional de um
grupo carbonila (ou "bk") na cadeia lateral. Desse modo, sdo constituidas por um anel
aromatico ligado a uma carbonila que, por sua vez, se encontra ligada a uma cadeia
de dois carbonos, em que em sua extremidade possui uma amina, ligada, em muitos
casos a um carbono assimétrico (FIGURA 10) (UNODC, 2020b).

As substancias desse grupo sao quimicamente projetadas a partir do alcaloide
natural, a catinona, que esta presente nas folhas da planta Catha edulis, popularmente
conhecida como khat (Diana Lima et al., 2024). O habito de mascar folhas de khat ou
tomar seu cha tem por objetivo aumento da sociabilidade, diminuicdo do sono,
reducado do cansacgo fisico e aumento da sensacédo de bem-estar (Bowden-Jones;

Abdulrahim, 2020). Em raz&o do potencial medicinal, diversos derivados da catinona
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foram investigados para aplicagdes como antidepressivos, supressores de apetite e
tratamento de fadiga cronica. Desde a década de 1920, ha relatados na literatura a
respeito de estudos de aplicagao farmacéutica das catinonas sintéticas, como a 4-
metilmetcatinona (4-MMC) e a mefedrona. No entanto, atualmente, apenas a
substéancia a bupropiona esta disponivel no mercado como medicamento (Dorta et al.,
2018; UNODC, 2020b).

FIGURA 10 — ESTRUTURA DAS CATINONAS SINTETICAS.

NH,

Catinona Estrutura genérica

LEGENDA: (A) Estrutura quimica da catinona. (B) Estrutura genérica das catinonas sintéticas com suas
regides de substituicdo, conforme RDC N° 175, de 15 de Setembro de 2017, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017)

No inicio do século XXI, as catinonas sintéticas podiam ser faciimente
adquiridos pela internet ou em estabelecimentos fisicos, como "head shops" ou "smart
shops", tabacarias ou lojas de conveniéncia (Riley et al., 2020). Para contornar os
controles regulatérios, esses produtos eram frequentemente rotulados com
expressdes como, “sais de banho”, "nao indicado para consumo humano", "produtos
quimicos de pesquisa" ou "somente para uso externo" (PASSAGLI, 2018; Riley et al.,
2020). A metilona foi a primeira catinona sintética notificada ao sistema de alerta
precoce da European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) na
Europa, em 2005 (PASSAGLI, 2018). Atualmente, mais de 200 catinonas sintéticas ja
foram reportadas ao sistema de monitoramento da UNODC, constituindo o grupo de

estimulantes mais frequentemente identificado entre as NSP (UNODC, 2024b).

Com estrutura quimica relacionada e efeitos estimulantes semelhantes aos

das anfetaminas, metanfetamina e MDMA, as catinonas sintéticas sao
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frequentemente encontradas em combinagdo com outras substancias e, em muitos
casos, comercializadas como ecstasy (Riley et al., 2020; UNODC, 2020b). As
catinonas sintéticas podem produzir uma variedade de efeitos comportamentais e
podem afetar a atividade locomotora, a termorregulacéo, o aprendizado e a meméria,
tais como: perda de apetite, visdo turva, ansiedade, depressao pds-uso, confusao,
alucinacoes, psicose de curto prazo e mania (Gregg; Rawls, 2014) . Muitas possuem
um unico centro quiral e, portanto, existem em duas formas enantioméricas com
poténcias diferentes. Por exemplo, os enantibmeros (S) da catinona e da metcatinona
foram relatados como sendo mais potentes do que os enantidmeros (R) (Schifano et
al., 2011). Todavia, a carbonila presente na molécula aumenta a polaridade e isso
diminui a passagem das catinonas na barreira hematoencefalica, tonando seus efeitos
menos potentes quando comparados com moléculas correspondentes como as
fenetilaminas (PASSAGLI, 2018).

As catinonas podem apresentar efeitos fatais, principalmente quando
associados a outras substancias psicoativas. O primeiro relato de 6bito ocorreu na
Suécia em 2008, apds o consumo de mefedrona (PASSAGLI, 2018). Outras catinonas
como exemplo 3-metil-N-metilcatinona (3-MMC), 5-(2-aminopropil)benzofurano (5-
APB) e efilona, estdo associadas a obitos de usuarios (Adamowicz; Zuba; Byrska,
2014; Costa et al., 2019). A partir de 2011, varias catinonas sintéticas tiveram seu
uso proibido Estados Unidos e na Europa. No Brasil, com a publicagdo da RDC n°
175/2017, foi incluida na Lista F2 da Portaria SVS/MS n° 344/1998 a classe estrutural
genérica do grupo das catinonas sintéticas. Essa norma foi atualizada pela RDC N°
581, de 2 de dezembro de 2021 (ANVISA, 2022b).

2.1.8 Canabinoides sintéticos

Os canabinoides sintéticos sdo substancias que agem como agonistas dos
receptores canabinoides (CB1 e CB2), visto que apresentam caracteristicas
estruturais que permitem ativagao destes receptores (Garcia et al., 2024).
Originalmente desenvolvidos como ferramentas de pesquisa para avaliar o sistema
endocanabinoide (Adams et al., 2017), tornaram-se um dos grupos de NSP mais

dinamicos e inovadores. De acordo com o escritorio da Escritorio das Nagdes Unidas
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sobre Drogas e Crime (UNODC), ja foram notificadas mais de 300 canabinoides

sintéticos nos ultimos anos (UNODC, 2024a).:

Apesar de serem projetados para simular os efeitos farmacologicos do
tetrahidrocanabinol (THC), o principal componente psicoativo da planta Cannabis, os
canabinoides sintéticos vendidos no mercado de drogas atuam como agonistas totais
desses receptores e, normalmente, apresentam poténcia e eficacia maiores do que
0os agonistas parciais, como o THC (Lin et al., 2021). Desse modo, diversas
intoxicagbes e mortes relacionadas a ingestdo de canabinoides sintéticos foram
relatadas na ultima década (Chan; Wu; Lee, 2019; Tokarczyk; Suchan; Adamowicz,
2023; Yoganathan et al., 2022). Dentre efeitos toxicos mais comumente associados
ao uso dessas drogas incluem: agitagdo, ansiedade, sonoléncia, nausea, vémito,
depressao respiratéria, taquicardia, hipertensao, espasmos musculares, bem como
efeitos mais perigosos, como psicose, comprometimento cognitivo, convulsdes,
complicagdes cardiacas, insuficiéncia renal aguda e leséo hepatica aguda (Alzu’bi et
al., 2024). Devido a esses sintomas pronunciados nos usuarios, os canabinoides

ficaram conhecidos na midia como drogas zumbi (Adams et al., 2017).

Produzidos principalmente na Asia (Norman et al., 2020), os canabinoides
sintéticos sao comercializados como “K2”, “Yucatan Fire”, “Jamaican Spirits”,
“‘incensos herbais”, ou “Spice” (Alves et al., 2021; Alzu’bi et al., 2024; De Oliveira et
al., 2023; EMCDDA, 2021; Naqi et al., 2019; UNODC, 2020a) e fumados de forma
semelhante a maconha (Naqi et al., 2019). Estes produtos consistem em uma mistura
de ervas e especiarias sem efeito psicotropico, em que os canabinoides sintéticos sao
dissolvidos em solvente e pulverizados ao substrato, com o objetivo de mascarar o
conteudo real do produto e criar a ilusdo de que se trata de um produto natural (Alves
et al., 2021). Mais recentemente, os canabinoides foram detectados, principalmente
em ambientes prisionais, em dispositivos de cigarro eletrbnico e papéis infundidos,
incluindo papel mata-borrdo, semelhantes aos de LSD (Norman et al., 2020; Vaccaro
et al., 2022). Esta mudanca, provavelmente, esta associada a implementacéo de

proibicdes de fumar tabaco em prisdes europeias (FEWS, 2023).

A EMCDDA implementou uma abordagem de nomenclatura sistematica

derivada da estrutura quimica dos canabinoides sintéticos o qual foi incorporado pela
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UNODC desde entéo (Potts et al., 2020; Pulver et al., 2023). Este modelo é baseado
em quatro grupos farmacoforos que compdem a estrutura basica dos canabinoides
sintéticos: grupo central, grupo cauda, grupo ligante e grupo ligado (Campos; Farrar;
Krotulski, 2024; De Araujo et al., 2023; Vaccaro et al., 2022). Conforme demonstrado
na FIGURA 11, siglas sédo colocadas justaposta para formar o nome do canabinoides
(‘Grupos ligado— CaudaCentralLigante’). Em geral, os canabinoides sintéticos
apresentam essa estrutura basica, o que viabiliza uma ampla variedade de
possibilidades de modificagdo quimicas, levando a sintese novos compostos para
contornar as atuais medidas de controle (Deventer et al., 2024; Norman et al., 2020b;
Vaccaro et al., 2022).

Novos canabinoides sintéticos sdo desenvolvidos em laboratorios clandestinos
e distribuidos na internet ou por traficantes de rua, como alternativas as drogas
tradicionais de abuso (Adams et al., 2017). A partir de 2008, os canabinoides sintéticos
deixaram de ser exclusivamente objeto de estudo académico para serem utilizados
com fins recreativos (Dybowski et al., 2021; UNODC, 2020b). Os primeiros
canabinoides identificados para esse fim foram JWH-018 e CP 47. 497 e derivados de
HU-210, os quais apresentavam maior afinidade de ligagdo com os receptores
endocanabinoide que o THC (De Oliveira et al., 2023). Com o passar do tempo, novas
variagdes estruturais de canabinoides foram apreendidas em diversos paises, o que
refletia a evolugdo da regulamentagao local, além de mudangas no perfil de trafico
(Campos; Farrar; Krotulski, 2024; De Araujo et al., 2023; De Oliveira et al., 2023;
Dybowski et al., 2021; Liu et al., 2022; Norman et al., 2021).

Até julho de 2021, a China, um dos paises que mais produzem de NSP, utilizava
um sistema de controle nominal para canabinoide sintético em sua legislagdo, no
entanto, a partir dessa data, foi introduzido um sistema que abrangia sete estruturas
genéricas principais (Office of China National Narcotics Control Commission, 2021).
Anteriormente a essa data, os canabindis sintéticos mais prevalentes na China
apresentavam indol ou indazol como “grupo central”’, e carboximida como “grupo
ligado”, porém, logo apds a expansao do controle chinés aos canabinoides sintéticos,
novos analogos estruturais ligeiramente diferentes surgiram rapidamente, tornando-

se disponiveis quase imediatamente no mercado. Isso sugere uma resposta imediata
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dos traficantes as medidas de controle genérico dos canabinoides sintéticos (Deventer
et al., 2024; Dybowski et al., 2021; Norman et al., 2021, 2023).

FIGURA 11 — EXEMPLIFICAGAO DA NOMENCLATURA DOS CANABIONIDES SINTETICOS
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No inicio de 2022, dois nhovos compostos da classe dos indazois — ADB-5Br-
INACA e MDMB-5Br-INACA — foram detectados na Europa e nos Estados Unidos
(Norman et al., 2023). Esses compostos apresentam um atomo de bromo na posigao
5 do anel fenila e carecem de uma cadeia lateral do grupo cauda, um elemento
estrutural comumente presente nos canabinoides sintéticos (CS) mais prevalentes
(Deventer et al., 2024). A literatura tem destacado consistentemente o papel critico da
cadeia lateral alquila na ativacdo do receptor CB1, com impacto direto sobre a

afinidade e poténcia desses compostos (Timmerman et al., 2024).

A presenga de um grupo halogénio diretamente ligado ao nucleo da molécula,
como observado no ADB-5Br-INACA, promove um leve deslocamento a direita da
curva concentragao-resposta em comparagao ao ADB-INACA. Esse dado sugere que
a introducdo de um substituinte bromado no nucleo pode conferir um aumento
modesto na poténcia do composto (Deventer et al., 2024). Assim, a modificagao da
estrutura por grupos alquila ou halogenados pode afetar significativamente o perfil

farmacologico dos CS.

Diante da rapida introdugcédo de novos compostos no mercado e da grande

diversidade estrutural potencial das novas substéncias psicoativas (NSP), a
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identificacdo inequivoca desses compostos continua a representar um desafio para
os laboratorios forenses. Esse cenario € agravado pela escassez de padroes
analiticos de referéncia e pelos altos custos envolvidos na aquisigdo dos poucos
disponiveis, dificultando ainda mais a detecg¢ao e caracterizacdo das NSP (Zapata et
al., 2021).

2.2 TECNICAS ANALITICAS DE IDENTIFICACAO DE DROGAS

De acordo com o Cdodigo de Processo Penal Brasileiro, o perito oficial deve
processar os vestigios utilizando metodologias adequadas as suas caracteristicas
bioldgicas, fisicas e quimicas, de modo a garantir a obtencao de resultados confiaveis
(BRASIL, 1941). A legislacéo, no entanto, ndo estabelece um rol especifico de
metodologias analiticas que devem ser empregadas para a identificagao inequivoca
de substancias entorpecentes. Apesar dessa lacuna normativa, o Scientific Working
Group for the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG), grupo internacional composto
por cientistas forenses de diversos paises, tem estabelecido desde 1999 diretrizes e
recomendagdes minimas voltadas a padronizagdo de métodos analiticos e a garantia

da qualidade em laboratérios forenses ao redor do mundo.

No contexto da identificacdo de drogas, a SWGDRUG classifica as técnicas
analiticas com base em seu grau de seletividade (FIGURA 12). As técnicas do Grupo
A sao consideradas as mais seletivas, pois fornecem informacbes estruturais
detalhadas dos compostos. As técnicas do Grupo B, por sua vez, produzem dados
fisico-quimicos relevantes, mas sem revelar diretamente a estrutura molecular.
Enquanto as técnicas do Grupo C sao menos seletivas, fornecendo apenas

informacdes gerais sobre as substancias analisadas (SWGDRUG, 2024).

De acordo com os critérios da SWGDRUG (2024), a validagdo de um

esquema analitico para identificagdo de drogas deve atender aos seguintes requisitos:

1. Quando uma técnica do Grupo A é empregada para a identificagdo de um
analito, & necessario o uso de ao menos uma técnica adicional (dos Grupos A,
B ou C) que explore propriedades quimicas ou fisicas distintas, a fim de

sustentar a conclusao analitica;
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2. Na auséncia de uma técnica do Grupo A, o protocolo deve incluir no minimo
trés técnicas diferentes, das quais pelo menos duas devem pertencer ao Grupo
B (cuja combinacgao resulta em elevada seletividade), além de uma terceira

técnica complementar (dos Grupos B ou C).

FIGURA 12— CLASSIFICAGAO DAS TECNICAS ANALITICAS SEGUNDO A SWGDRUG.
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FONTE: Adaptado de SWGDRUG (2024).

Assim, o esquema analitico ideal € aquele que combina multiplas técnicas,
devendo o perito criminal selecionar o arranjo mais apropriado com base nas
caracteristicas do material questionado e na infraestrutura disponivel no laboratério
forense. Além disso, recomenda-se que a abordagem analitica envolva a
determinacao de, no minimo, dois parametros independentes. Um desses parametros,
obrigatoriamente, deve fornecer informagdes estruturais sobre o analito. Entre as
técnicas mais amplamente utilizadas nesse contexto destacam-se: espectroscopia no
infravermelho (IV), espectrometria de massas (EM) e espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear (RMN).
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2.2.1 Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia na regidao do infravermelho é um tipo de espectroscopia
vibracional que apresenta uma larga faixa de aplicagdes haja vista que quase todas
as moléculas com ligagdes covalentes (organicas e inorganicas) absorvem
frequéncias de radiagédo eletromagnética na regidao do infravermelho (Pavia et al.,
2018). Nos ultimos anos, os espectrobmetros de infravermelho tiveram grandes
avancos tecnolégicos devido ao fato de muitos laboratorios analiticos serem usuarios

dessa técnica.

Assim como qualquer técnica espectroscépica, na espectroscopia no IV
ocorre interagcao da radiagao eletromagnética. Diferente das radiagdes nas regides do
visivel e do ultravioleta (FIGURA 13), que ao incidirem na amostra causam transi¢des
eletrbnicas, a radiacdo na regido do infravermelho causa alteragbes nos modos
vibracionais e rotacionais das moléculas (Forato et al., 2010). A faixa de radiagao do
infravermelho, no espectro eletromagnético, ocorre na faixa entre o visivel e micro-
ondas (10000 a 100 cm"), sendo que a faixa de maior interesse do ponto de vista de
caracterizagdo de compostos organicos se encontra na regido de 4000 a 400 cm™.
Assim, a radiagao na regiao do infravermelho ao ser absorvida por um composto é
transformada em energia vibracional e rotacional. Normalmente apresenta a formagéao
de bandas em vez de linhas, pois a cada mudanga de nivel vibracional, esta
associando uma série de transi¢gbes rotacionais (BARBOSA, 2007; PAVIA et al,,
2018).

A maioria dos analistas referem-se a radiagao na regido do infravermelho como
em numero de ondas (1/A), expressos em cm™' (Pavia et al., 2018). Para que uma
determinada molécula apresente absorgéo no IV, suas vibragbes moleculares devem
resultar numa alteragdo do momento dipolar, ou seja, ligagdes simétricas nao
absorvem radiacdo no IV. As vibracbes moleculares podem ser classificadas em
estiramentos (simétrico ou assimétrico) e deformagdes angulares. Os estiramentos
sao as alteragbes no comprimento da ligagao, ou seja, aumento e diminuigdo dessa
distancia, alternadamente. Enquanto as deformacgdes angulares resultam na variagao

do angulo de ligagao (Barbosa, 2007; Forato et al., 2010).
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FIGURA 13 - ESPECTRO ELETROMAGNETICO COM DESTAQUE PARA REGIAO DO VISIVEL AO
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FONTE: Adaptado de PAVIA et al. (2018).

Em geral, a espectroscopia no infravermelho € uma ferramenta simples para
a identificacdo de drogas devido a formagao de bandas unicas para cada composto.
Também pode ser uma técnica util para identificagdo de NSP, pois ha a possibilidade
de comparar os espectros com bibliotecas ou bases de dados da literatura. A analise
qualitativa em misturas por espectroscopia infravermelha pode ser mais desafiadora
devido a matriz complexa e, em alguns casos, devido as amostras com baixas
concentracdes de analito de interesse. Desse modo, a etapa de extragdo se mostra
importante para a obtengcdo de um espectro adequado para interpretagcdo (UNODC,
2020Db).

2.2.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica altamente sensivel e
seletiva, amplamente utilizada na identificacdo de substancias quimicas, incluindo
drogas ilicitas, em amostras forenses. A técnica baseia-se na medicao da razao
massa/carga (m/z) dos ions gerados a partir dos compostos analisados. Por meio

dessa abordagem, € possivel determinar o peso molecular da substancia, avaliar sua
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abundancia isotopica e obter padrdes de fragmentacéo especificos, que permitem sua

identificacdo inequivoca (Pavia et al., 2018; Silverstein et al., 2019).

O processo analitico envolve a ionizagdo da molécula em fase gasosa, seguida
pela separacado dos ions com base em suas razées m/z, e a detecgcao da quantidade
relativa de cada um desses ions. O resultado é registrado na forma de um espectro
de massas, no qual cada pico representa um fragmento molecular com determinada

razdo m/z e intensidade relativa (Silverstein et al., 2019).

Um espectrometro de massas é composto por cinco elementos principais: (i) o
sistema de introdugdo da amostra; (ii) a fonte de ionizacao; (ii) o analisador de
massas; (iv) o detector; e (v) o sistema de aquisicdo e processamento de dados
(FIGURA 14). A etapa de ionizagao é critica, pois converte as moléculas neutras da
amostra em ions gasosos detectaveis. Entre os métodos de ionizagao, destaca-se a
ionizagao por impacto de elétrons (El, do inglés electron ionization), considerada a
técnica padrédo em analises forenses de drogas apreendidas. Nesse processo, um
feixe de elétrons de alta energia (geralmente 70 eV) bombardeia as moléculas da
amostra, provocando sua fragmentacao em ions menores (Pavia, et al. 2018). Esses
padrées de fragmentagdo sdo altamente reprodutiveis e caracteristicos de cada
substancia, permitindo a criagdo de bibliotecas espectrais confiaveis, como as
mantidas pela SWGDRUG e pelo NIST (National Institute of Standards and
Technology).

ApOs a ionizagao, os ions sao acelerados por um campo elétrico e direcionados
ao analisador de massas, que separa os ions com base na razdo m/z. Os principais
tipos de analisadores incluem: quadrupolo, tempo de voo (TOF), armadilha i6nica (ion
trap) e analisadores orbitrap e de transformada de Fourier (FT-ICR), cada um com
diferentes resolugdes e faixas de aplicacdo. O detector, entdo, registra a quantidade
de ions para cada valor de m/z, e os dados sdo processados por um sistema

computacional que gera o espectro de massas (Gross, 2017).

A espectrometria de massas ¢é frequentemente acoplada a técnicas
cromatograficas, como a cromatografia gasosa (CG) ou liquida (CL), para separar

compostos complexos em misturas antes da detecgédo, aumentando a especificidade
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da analise. No contexto forense, o CG-EM continua sendo o padréo ouro para analise
de drogas apreendidas, conforme estabelecido por organismos internacionais como a
UNODC (2022) e a SWGDRUG (2023), especialmente para compostos volateis e

termicamente estaveis, como canabinoides sintéticos, catinonas e fenetilaminas.

FIGURA 14 — COMPONENTES DO ESPECTROMETRO DE MASSAS.
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FONTE: Adaptado de PAVIA, et al. (2018)

2.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear € uma técnica analitica
que permite elucidar a estrutura molecular e a composicdo quimica de uma amostra.
Esse método é muito importante para a quimica organica, e sua combinagdo com a
espectroscopia de IV &, muitas vezes, suficiente para determinar a estrutura de uma

molécula desconhecida (Pavia et al., 2018).

A espectroscopia por RMN atua analisando a interacdo dos nucleos em
rotacdo (spin) sob um forte campo magnético. Assim, muitos nucleos tem a
propriedade chamada de spin, ou seja, se comportam como se estivessem girando.
Desse modo, qualquer nucleo atdmico que tenha massa ou numero atdbmico impar ou
ambos apresentara momento angular de spin e um campo magnético. Assim, spin
nuclear pode ser descrito em termo de numero quantico de spin / e quando um

composto tem / igual a 0, significa que ndo ha spin, logo nao sera observado sinais
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no RMN. Para cada nucleo com spin, 0 numero de estados de spin que podem ser
adotados € quantizado e pode ser determinado pelo numero quantico de spin nuclear
/. Assim, / é um constante fisica, e ha 2/+ | estados de spin permitidos (+/e — /).
(Pavia et al., 2018; Silverstein et al., 2019).

Quando o campo magnético € aplicado os nucleos rotacionam como um piéo,
ou seja, o0 nucleo muda de direcéo sobre o proprio eixo de rotacédo (precessao) com
uma frequéncia angular w, frequéncia de Larmor, que € proporcional a intensidade do
campo magnético aplicado. Enquanto que o nucleo tem carga, a precessédo gera um
campo elétrico oscilatério de mesma frequéncia, se as ondas de radio com essa
mesma frequéncia forem fornecidas ao hidrogénio que esta precessando, pode haver
absorcao de energia. Assim os dois campos irdo se acoplar e sera possivel transferir
energia para o nucleo, causando mudanca de spin. Esse é o fendbmeno de ressonancia
(Pavia et al., 2018).

2.2.3.1 RMN no estudo de interagdes com proteinas-ligante

A Ressonancia Magnética Nuclear tornou-se uma técnica importante para
obter informagbes sobre as interacées de pequenos ligantes com macromoléculas
com relevancia farmacoldgica (proteinas, acidos nucleicos e carboidratos). Neste
contexto, o experimento de RMN por diferenca de transferéncia de saturacdo (NMR-
STD, do inglés) é uma técnica a qual é utilizada para caracterizar complexos ligantes-
proteina, sendo especialmente util para compostos com constante de dissociagéo (Kd)
entre 1072 e 107" M (Mayer; Meyer, 2001; Wang et al., 2023). O experimento NMR-
STD é baseado no efeito nuclear Overhauser e na observacdo dos sinais de
ressonancia do ligante. No que concerne a interagao ligante-receptor, a metodologia
de NMR-STD é util para estabelecer porgdes ligantes importantes para ligagao, além
disso, fornece informacdes sobre a orientacdo e dindmica da molécula ligada a
proteina (Angulo; Enriquez-Navas; Nieto, 2010; Viegas et al., 2011; Walpole et al.,
2019).

O efeito nuclear Overhauser (NOE) € muito comum e acontece quando se
irradia um tipo de nucleo enquanto o RMN de outro é obtido, se a intensidade de
absorc&o do atomo ndo irradiado for alterada, ocorre o efeito. Este pode ser negativo

ou positivo dependera dos nucleos envolvidos (GROS et al., 2018; Viegas et al., 2011).
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Desse modo, a mudanca na area do sinal proveniente de um nucleo é
causada pela saturagdo do sinal de um segundo nucleo. Essa alteragao resulta da
transferéncia de polarizagédo entre nucleos com acoplados dipolares via mecanismos
de relaxacdo spin-rede (T1). A transferéncia de NOE intermolecular entre
macromoléculas e moléculas pequenas € aplicada na determinacdo estrutural de

moléculas ligadas a receptores macromoleculares (Viegas et al., 2011).

O NOE depende do tempo de correlagao das moléculas ligadas e livres. Para
pequenas moléculas que se movimentam rapidamente, sdo observados NOEs
positivos. Enquanto para grandes moléculas com movimentos lentos, um NOE

negativo é observado (Martins Figueiredo; Marsaioli, 2007).

Na espectroscopia de RMN macromolecular, os NOEs sao amplamente
empregados na determinagéo dos sitios ativos de ligagéo através da transferéncia de
magnetizacdo receptor-ligante. Uma molécula pequena ao ligar a um receptor
macromolecular comporta-se como parte da macromolécula, apresentando NOEs
negativos e intensos. Entretanto, este efeito depende da velocidade de troca do

equilibrio (Viegas et al., 2011).

Assim, baseando-se no efeito Overhauser, os experimentos de NMR-STD
permitem observagao do epitopo de ligagdo da molécula ligante com a proteina, por
meio da caracterizagao dos hidrogénios do ligante que esta mais préximo da proteina
apos a ligagdo. Desse modo, em um experimento de STD (FIGURA 15) ocorre a
subtracéo da intensidade (/,) do sinal do espectro no qual a proteina foi seletivamente
saturada, em uma regido que contém apenas ressonancia da proteina (on-
ressonance), da intensidade (/,;) do sinal do espectro sem a saturagao (off-

ressonance) (Mayer; Meyer, 2001; Monaco; Angulo; Wallace, 2023).

Nesse contexto, no espectro de diferenca (/s;» = Iy - /4;) apenas sera
demonstrado os sinais do ligante que receberam transferéncia de saturagdo da
proteina (FIGURA 15). Até pode haver outros compostos em solugdo, mas se nao se
ligarem ao receptor, ndo receberdo nenhuma transferéncia de saturacédo e, por
consequéncia, nenhum sinal aparecera no espectro de STD. Isso se deve ao fato de

seus sinais serdo de igual intensidade nos espectros de off-ressonance e on-
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ressonance, apos a subtracdo, nenhum sinal aparecera na diferenga (Mayer; Meyer,
2001).

FIGURA 15- EXPERIMENTO DE STD.

» ligante  ndo ligante

e o« =P o
% H on

SATU RAng

3 5

JLLLM_LJLUJ L. 1 ®)

off-resonance on-resonance espectro de STD

FONTE: Adaptado de (VIEGAS et al., 2011).

O epitopo do ligante pode ser determinado pela intensidade de STD relativa
de cada hidrogénio ligante, enquanto os mais proximos da proteina receberao maior
saturacdo. Assim apos ser saturado por um tempo relativamente longo para aproveitar
o aumento da intensidade do STD, o mapeamento € realizado com base na
amplificagdo da magnetizacao do sinal que é traduzida pelo fator de amplificacéo de
STD (Astp), conforme EQUACAO 1:

Ao _lo-Isae , [ligantel (1)
Ig [proteina)]

Assim, o hidrogénio com o maior Astp sera considerado 100%, sendo os
restantes normalizados em relagédo a este. Embora um epitopo de ligagcao possa ser
determinado a partir de um unico tempo de saturagao, esta abordagem nao mais €
recomendada. Além de cada hidrogénio do ligante poder relaxar em uma taxa
diferente, pode haver religagédo do ligante a proteina durante o experimento. Ambos
podem interferir nas intensidades relativas das STD e dificultarem a interpretagcéo dos
dados (Angulo; Enriquez-Navas; Nieto, 2010; Walpole et al., 2019).
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Portanto, recomenda-se coletar pontos de dados em diversos tempos de
saturacao, direcionando a amostragem para tempos de saturacdo menores, em que
o epitopo é determinado pelo fator de amplificagdo STD inicial (STDo), que pode ser
calculado pelo ajuste das curvas de Asto experimentais a uma funcao
monoexponencial de tempo de saturagao (tsat) versus intensidade de STD (EQUACAO
2):

ASTD(tsat) = STD, ., - 1- e—ksat-tsat) (2)

Onde:

ASTDsat) = a area do sinal observado no espectro de STD;

STDmax = a intensidade STD de equilibrio;

ksat = a constante de taxa de transferéncia de saturagdo de um determinado hidrogénio que
mede a velocidade de saturagéo do sinal no experimento de STD;

tsat = 0 tempo de saturacéo.

Os valores de STDmax € ksat S80 obtidos por ajuste de minimos quadrados aos
dados (Walpole et al., 2019). Ja valores de Astpo s&o obtidos utilizando a seguinte
equacio (EQUACAO 3):

ASTDO = STDmax X ksat (3)

Assim como no mapeamento dos epitopos a determinacdo da constante de
dissociagado (Kd) por RMN também pode sofrer variagdes dependo do tempo de
saturacao (tsat), da intensidade do sinal no espectro STD e da concentragdo da
proteina utilizados no experimento (Angulo; Enriquez-Navas; Nieto, 2010). Desse
modo, torna-se possivel determina o K4, (EQUACAO 4) por meio dos minimos
quadrados ajustados a uma curva de Langmuir em fungéo da concentracao do ligante
na amostra pelos valores dos fatores de amplificagcdo STD inicial (Astpo) (Angulo;
Enriquez-Navas; Nieto, 2010; Walpole et al., 2019).

__ (aSTDX[L])
Astoort) = “egrieh )
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Onde:

Astpo = o fator de amplificagao STD inicial para determinada concentragéo do ligante;
astp = 0 valor de Asto maximo;

[L] = a concentracao do ligante;

K¢ = a constante de dissociagéo.

A constante de dissociacédo (Kd) € um parametro importante para a
caracterizacao da interacado entre moléculas bioativas e proteinas plasmaticas, como
a albumina sérica humana (HSA), principal carreadora de farmacos no organismo. A
afinidade de ligagao entre um ligante e a HSA influencia diretamente na distribuigao,
biodisponibilidade, metabolismo e eliminacdo da substancia, sendo especialmente
relevante para o estudo de novas substancias psicoativas (NSP), cujo perfil
farmacocinético e toxicoldgico ainda é pouco conhecido. Valores de Kd inferiores a
103 mM s&o geralmente interpretados como indicativos de ligagéo forte; entre 103 e
102 mM, como de afinidade moderada; e superiores a 102 mM, como interagdes

fracas (Velazquez-Campoy; Freire, 2006; Rich; Myszka, 2008).

2.2.3.1.1 Parametros experimentais RMN -STD.

No contexto dos experimentos de NMR-STD, é fundamental considerar
cuidadosamente diversos parametros para garantir que os resultados obtidos
representem de forma fidedigna as interagdes moleculares reais. O primeiro aspecto
a ser avaliado € a concentragdo da macromolécula, ja que a intensidade do sinal de
NMR-STD depende diretamente do numero total de hidrogénios disponiveis para
saturacdo. Na pratica, concentragdes entre 10 e 100 uM sao geralmente adequadas
(Walpole et al., 2018).

Outro fator importante é a razao ligante/macromolécula. Para um experimento
bem-sucedido, o ligante deve estar presente em grande excesso. Isso se justifica por
trés razdes principais: (i) os sinais observados devem refletir predominantemente o
ligante em estado livre; (ii) 0 excesso minimiza artefatos relacionados a religagao; e
(i) aumenta a populacéo total de ligantes capazes de receber a transferéncia de

saturacao, o que fortalece o sinal STD. No entanto, um excesso exagerado pode
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reduzir a intensidade do sinal, ja que muitas moléculas de ligante permanecerao livres,

diluindo a resposta aparente (Viegas et al., 2011).

A escolha do tampao também é critica. Recomenda-se, sempre que possivel,
0 uso de tampao fosfato, por ndo possuir hidrogénios passiveis de saturagao que
interfiram no espectro. Além disso, a frequéncia de saturacdo deve ser selecionada
com cautela, pois a saturagao dos hidrogénios alifaticos da proteina (<1 ppm), que
sdo abundantes e apresentam altas taxas de relaxagao cruzada, € geralmente mais
eficaz. As frequéncias proximas a regido espectral 0,6 ppm sao apropriadas para a
condigdo on-resonance, desde que nao coincidam com sinais do ligante. Ja a
frequéncia off-resonance costuma ser posicionada na regido espectral de 40 ppm,
uma regiao livre de interferéncia de sinais da proteina ou do ligante. O tempo de
saturacdo também impacta diretamente a intensidade dos sinais no espectro de RMN
STD. Em geral, o uso de tempos mais longos aumenta a transferéncia de saturagao
e, consequentemente, a intensidade do sinal, porém, periodos excessivamente
prolongados podem favorecer a religagdo do ligante, comprometendo a analise
(Angulo; Enriquez-Navas; Nieto, 2010; Viegas et al., 2011; Walpole et al., 2018).

Por fim, a temperatura da amostra influencia a cinética de troca entre os
estados livre e ligado do ligante. Em interagdes de maior afinidade, o aumento da
temperatura pode intensificar os sinais STD ao aproximar a cinética da faixa ideal de
troca. Em contrapartida, as interagdes fracas podem se beneficiar de temperaturas
mais baixas, que permitem maior tempo de residéncia do ligante no sitio de ligagao,

favorecendo a transferéncia de saturagéo (Walpole et al., 2018).

2.2.3.1.2 Comparacao do NMR-STD com outras técnicas analitica aplicadas ao

estudo de interagao ligante/macromolécula.

Diversas técnicas analiticas tém sido empregadas para caracterizar a afinidade,
0os mecanismos de ligacdo e os efeitos estruturais associados a interacdo entre
farmacos e a albumina sérica humana (HSA). Entre essas técnicas, destacam-se a
espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular (DC), ressonancia plasmdnica de
superficie (SPR), docking molecular, calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) e
ressonancia magnética nuclear (RMN), com énfase especial para a transferéncia de
magnetizacao por saturagdo (NMR-STD) (QUADRO 2).
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A espectroscopia de fluorescéncia é amplamente utilizada devido a sua elevada
sensibilidade e simplicidade experimental. Essa técnica explora a fluorescéncia
intrinseca do residuo de triptofano-214 da HSA para monitorar alteragdes induzidas
pela ligacao de ligantes, sendo particularmente eficaz para interagdes com constantes
de dissociagdo (Kd) na faixa de 1072 a 107® mM (Sayed et al., 2021). Ja a ITC é
considerada uma das abordagens mais completas, pois permite a determinacgao direta
de parametros termodinamicos (AG, AH e AS), além da constante de afinidade. No
entanto, exige quantidades relativamente grandes de amostra e apresenta limitagdes
para interagcbes muito fracas ou extremamente fortes (Velazquez-Campoy; Freire,
2006).

QUADRO 2 — RESUMO DE TECNICAS APLICADIAS AO ESTUDO DE INTERAGCAO LIGANTE E
MACROMOLECULA.

Técnica Faixa de Kd (aproximada) Aplicagdes / Vantagens

Detecta interagbes fracas; fornece

NMR -STD MM — mM informacgdes estruturais; util para triagem de
ligantes.
. Alta sensibilidade; adequada para estudos
Fluorescéncia pM — uM
de cinética e afinidade.
Mede diretamente a energia livre da
ITC nM — uM ) o B
interagdo; ndo requer marcagao.
Permite estudo em tempo real; fornece
SPR pM — uM s
dados de cinética (Ka, Ka).
Avalia mudangas conformacionais; util para
CD - detectar efeitos alostéricos e

enovelamento.

A SPR uma técnica livre de marcadores (label-free), permite a determinagao
precisa das constantes de associacao e dissociagao, sendo adequada para sistemas
com K na faixa de 1072 a 1077 mM. Apesar de sua alta sensibilidade, o custo elevado
e a necessidade de imobilizagao da proteina na superficie do sensor podem restringir
seu uso (Rich, Myszka, 2008). O DC, por sua vez, € uma ferramenta poderosa para
detectar alteragdes conformacionais na HSA ou no microambiente do sitio de ligagao,
mesmo em solugdes diluidas. A analise espectral permite inferir se o ligante estabiliza,
desnatura ou induz reorganizagdes alostéricas na proteina, fornecendo informacgdes

complementares as obtidas por outras técnicas espectroscopicas (Kelly et al., 2005).
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O docking molecular é outra abordagem relevante, amplamente utilizada para
prever a interagado entre moléculas bioativas (ligantes) e seus alvos proteicos. Essa
técnica computacional permite estimar a afinidade de ligagado, a orientacéo espacial
do ligante no sitio ativo e os tipos de interagdes envolvidas, como ligagbes de
hidrogénio, interagdes hidrofobicas e for¢cas de van der Waals. No caso da HSA, o
docking tem sido empregado para identificar os sitios preferenciais de ligagdo de
diversos compostos, incluindo farmacos e drogas sintéticas, complementando dados
experimentais obtidos por técnicas de espectroscopia. Além de acelerar a triagem de
compostos, essa abordagem contribui para a compreensdao dos mecanismos
moleculares de transporte, distribuicdo e modulagao alostérica da proteina (Ghumn
Morris et al., 2009).

Por fim, a ressonancia magnética nuclear, especialmente a técnica NMR-STD,
tem se destacado por sua capacidade de identificar as por¢cdes do ligante que
interagem diretamente com a proteina. E particularmente util para compostos com Kad
na faixa de 1 a 1074 mM, fornecendo ainda informag&es sobre orientagao, topologia e
dindmica da interacdo (Mayer; Meyer, 2001). Dessa forma, a escolha da técnica
analitica mais apropriada deve levar em consideragao nao apenas a faixa de afinidade
esperada, mas também o tipo de informacédo desejada (cinética, termodinamica,

conformacional ou estrutural).
2.2.4 Ligagao as proteinas plasmaticas

A albumina sérica humana (HSA) é a principal proteina plasmatica responsavel
pelo transporte de uma ampla gama de compostos enddgenos e exdgenos, exercendo
funcbes cruciais na farmacocinética, biodisponibilidade e eficacia terapéutica dos
farmacos. Representando cerca de 60% das proteinas totais do plasma, a HSA possui
massa molecular de aproximadamente 66.348 Da (Fanali et al., 2012). Além de
manter a pressao oncotica e o equilibrio acido-base do sangue, a HSA atua como
transportadora de hormoénios, acidos graxos, ions metalicos, metabdlitos e
xenobidticos, influenciando diretamente sua distribuicdo e eliminagédo (Zsila et al.,
2011).
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A compreensao das interagdes entre ligantes e HSA é essencial para elucidar
aspectos da absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excreg¢ao de substancias bioativas,
sendo, portanto, uma area de crescente interesse em estudos biofarmacéuticos,
toxicolégicos e forenses (Fanali et al., 2012; Peters, 1995). Durante a distribuicéo
farmacocinética, a ligagao dos farmacos as proteinas plasmaticas representa um
processo dindmico e reversivel, que se estabelece em equilibrio entre as fragdes
ligada e livre da substancia. Apenas a fragao livre é farmacologicamente ativa, sendo
capaz de atravessar membranas bioldgicas e alcangar seus alvos moleculares
(Alfredi; Dong; Mishra, 2011; Fukuda et al., 2008). Dessa forma, o monitoramento da
afinidade de ligacdo de um farmaco as proteinas plasmaticas, especialmente a
albumina sérica humana, é fundamental para a compreensdo de seu perfil
farmacocinético, farmacodinamico e toxicoldgico de um farmaco (Peters, 1995; Ashraf
et al., 2023).

Embora um certo grau de ligagéo a albumina possa ser desejado por favorecer
a solubilizar compostos que de outra forma se agregariam e seriam mal distribuidos,
farmacos com afinidade excessivamente alta pela proteina requerem doses
correspondentemente maiores para atingir a concentracao efetiva in vivo, podem ser
lentos para se distribuir aos locais de acdo e podem n&o ser eliminados de forma
eficiente (Ghuman et al.,, 2005). Adicionalmente, em concentracbes elevadas,
farmacos com alta afinidade podem saturar os sitios de ligagdo da albumina,
resultando em um aumento significativo da fragcao livre de outras substancias na
circulagdo sanguinea — o que pode intensificar tanto os efeitos terapéuticos quanto
os eventos adversos (Bojesen; Schmidt, 2022). Além disso, a competicdo por sitios
de ligagdo proteica entre diferentes farmacos, ou entre farmacos e moléculas
endogenas ou dietéticas, pode modificar o grau de ligagcdo e, consequentemente,
alterar a biodisponibilidade, a eficacia clinica e o risco de toxicidade (Fanali et al.,
2012; Koh et al., 2019).

2.2.4.1 Estrutura da HSA e sitios de interacao

Estruturalmente, a HSA é proteina globular monomérica de 585 residuos de
aminoacidos e composta uma unica cadeia polipeptidica n&o glicosilada com 67% de

a- hélice e sem B-folha (Mishara; Heath, 2021). A HSA contém trés dominios
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homdlogos (I, Il e Ill), cada um subdividido nos subdominios A e B, formando uma
molécula em forma de coracéo (FIGURA 16). A existéncia de diversos sitios de ligagéao
e uma extraordinaria capacidade de ligagdo, com alto grau de flexibilidade
conformacional, tornam a HSA um carreador versatil para transportar uma variedade
de ligantes endogenos e exogenos, incluindo moléculas de farmacos. Os principais
sitios de ligagao para farmacos séo os chamados Sudlow | (subdominio IIA) e Sudlow
[l (subdominio IlIA) (Ghuman et al., 2005), e um sitio de ligagao adicional, o sitio Ill
posicionado no subdominio IB da HSA (Bratty, 2020) (FIGURA 17). O sitio |
geralmente acomoda moléculas heterociclicas com carga negativa, o sitio Il é
conhecido por sua ligagdo com acidos carboxilicos com carga negativa, e algumas
moléculas &acidas, basicas e neutras se ligam ao sitio Il (Fanali et al., 2012;

Alsamamra et al., 2018).

FIGURA 16- ESTRUTURA DA HSA.
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FONTE: FANALI et al. (2012)

Adicionalmente, estudos demonstram que a albumina sérica humana (HSA)

possui capacidade para se ligar simultaneamente a até nove moléculas de acidos
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graxos (AGs), distribuidas de forma assimétrica ao longo da estrutura proteica e
apresentando diferentes afinidades (Ashraf et al., 2023). Esses sitios de ligacdo de
acido graxos (FA) sao também acessiveis a diversas substancias endégenas, como a
testosterona, e exdgenas, como a varfarina, que podem competir com os AGs por
essas regides da HSA. A competicéo entre farmacos e acidos graxos livres pelos sitios
de Sudlow pode afetar significativamente a farmacodindmica dos medicamentos,
alterando sua poténcia. Quando um farmaco apresenta alta afinidade por esses sitios,
sua ligagao a albumina tende a aumentar, prolongando sua meia-vida e elevando sua
solubilidade plasmatica. No entanto, essa alta afinidade também reduz a fragao livre
da substancia no plasma, que é a forma farmacologicamente ativa, o que pode
impactar sua eficacia terapéutica (Jayaraj et al., 2021; Mishara; Heath, 2021; Ashraf
et al., 2023).

Os estudos descritos pelos pesquisadores Sudlow e Zsila identificaram trés
principais sitios de ligagdo de farmacos na albumina sérica humana (HSA) (Sudlow;
Birkett; Wade, 1975, 1976; Zsila, 2013). O sitio | de Sudlow, localizado no subdominio
[IA (também conhecido como FA7), possui alta afinidade por acidos dicarboxilicos e
grandes moléculas heterociclicas com carga negativa, como a varfarina. E uma regi&o
ampla e flexivel, capaz de acomodar multiplos ligantes simultaneamente, e muitas
vezes se estende até areas adjacentes dos subdominios Il1A e 1IB. O sitio Il de Sudlow,
situado no subdominio IlIA (correspondente aos sitios FA3 e FA4), € mais estreito e
seletivo. Liga-se preferencialmente a acidos carboxilicos aromaticos com um unico
grupo acido, separados por regides hidrofébicas, como o diazepam e o ibuprofeno.
Este sitio apresenta estereosseletividade e sua afinidade pode ser influenciada por
pequenas modificagdes estruturais dos ligantes. Além desses, foi identificado um sitio
[ll, localizado no subdominio IB, que atua como principal local de ligacdo para
compostos como o fotoisdbmero da bilirrubina, lidocaina, heme, alguns derivados de
sulfonamidas (Alsamamra et al., 2018; Mishara; Heath, 2021; Ashraf et al., 2023).

Apesar de farmacos com caracteristicas basicas se ligarem
predominantemente a a1-glicoproteina acida, enquanto os de carater acido se
associam majoritariamente a albumina, a elevada concentragéao plasmatica da HSA
(35-50 g/L) faz com que até ligagdes de baixa afinidade sejam farmacologicamente

relevantes (Koh et al., 2019). Por exemplo, estudos demonstram que a cocaina,
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mesmo em baixas concentragdes plasmaticas, apresenta taxa de ligagao a proteinas
superior a 90%, interagindo tanto com a a1l-glicoproteina acida quanto com a
albumina, especialmente no sitio | (Bailey, 1995; Maciel, 2019). De maneira
semelhante, a procaina (um anestésico local classico) também apresenta interagao
significativa com a HSA via sitio | (Alsamamra et al., 2018). O tetrahidrocanabinol
(THC), o principal constituinte psicoativo da Cannabis sativa, apresenta ligacao
plasmatica superior a 95%, especialmente nos sitios de acidos graxos FA2 e FA7
localizados no dominio | da HSA (Fanali et al., 2011). J& no grupo das novas
substancias psicoativas (NSP), a mefedrona (4-MMC), pertencente a classe das
catinonas sintéticas, demonstrou provavel afinidade pelo sitio Il da HSA, conforme
observado em estudos com técnicas espectroscopicas e modelagem molecular (Patel
et al., 2018).

FIGURA 17 — SITIOS DE LIGAGAO DA HSA.

FA4 -FA3
(Sitio de Sudlow 1)

L? | X Fas

LEGENDA: Subdominio IA: azul; subdominio IB: ciano; subdominio IIA: verde; subdominio IIB:
amarelo-esverdeado; subdominio IlIA: amarelo; subdominio IlIB: vermelho. As fendas de ligagéo de FA
e drogas (FA1 a FA7 e os sitios | a lll respectivamente) estdo descritos (Adaptado de Mishara; Heath,
2021).

2.2.4.2 Modulacgao alostérica de substancia ligadas a HSA.
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O efeito alostérico se refere a mudanga na conformagdo de um receptor
quando uma molécula se liga a um sitio diferente do sitio de ligacdo do ligante
principal, afetando a afinidade do receptor por esse ligante. A albumina sérica humana
sofre alteragdes conformacionais que influenciam diretamente seus sitios de ligagao
(Ghuman et al., 2005). Diversos compostos como cloroférmio, halotano, 6xido nitrico
(NO) e N,O se ligam ao sitio | e interagem alostericamente. Outro exemplo, seria a
interacdo heme, ibuprofeno e varfarina. O sitio | e as fendas de ligagdo a heme sao
funcionalmente acoplados, permitindo modulacao alostérica mutua, como no caso do
medicamento varfarina que pode ter sua afinidade diminuida. Todavia, a ligagao do
ibuprofeno ao sitio Il ndo demonstrou interferéncia na fenda de ligagdo a heme
(Ascenzi, 2011; Ashraf et al., 2023).

Os benzodiazepinicos se ligam a HSA em multiplos sitios, e essas interagbes
podem ser moduladas por outros ligantes, como varfarina e ibuprofeno, de forma
estereosseletiva (Ashraf et al., 2023). Os acidos graxos também modulam a HSA,
especialmente no sitio |, promovendo rearranjos conformacionais dependentes da
cadeia do acido graxo. Por exemplo, o miristato causa mudangas estruturais
significativas, aumentando ou diminuindo a afinidade de ligagcéo de ligantes como

varfarina, dependendo da quantidade presente (Vernianakis et al., 2023).

A conformacao da HSA também varia com o pH: em pH acido, adota a forma F
(rapida), com menor conteudo de a-hélice; em pH neutro, mantém a forma N (normal);
e em pH basico, assume a forma B, com maior afinidade por certos ligantes (Ascenzi,
2011). Essas variagcbes estruturais refletem sua plasticidade funcional frente a

diferentes condigdes fisioldgicas e ligantes

Apesar da ampla literatura sobre interagdes farmaco-HSA, ainda sao escassos
os estudos que abordam a interagcado entre substancias ilicitas ou emergentes e
proteinas plasmaticas. Considerando o aumento no consumo mundial de drogas
ilicitas e o impacto dessas substancias na saude publica, investigacdes sobre suas
interagbes com a HSA sdo de grande relevancia para o entendimento de seu perfil

farmacocinético e toxicoldgico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

Metanol (MeOH) grau HPLC (99,9% de pureza) foi adquirido da Honeywell
(Seelze, Alemanha), enquanto o metanol deuterado (CD5;0D, 99,9%) e o cloroférmio
deuterado (99,8%) contendo 0,03% v/v de tetrametilsilano (TMS) (grau RMN) foram
fornecidos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Solugdes-padrao de 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA), 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) e
dietilamida do acido lisérgico (LSD), com concentragao de 1 mg/mL em metanol, foram
obtidas da LoGiCal (Luckenwalde, Alemanha). Para as analises de interagao
ligante/proteina, foram utilizados 6xido de deutério (D,0O, 99,8%), dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-d¢, 99,9%), albumina de soro humano (299%), varfarina (298%) e
diazepam (=298%), todos adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Além
disso, utilizaram-se fosfato de s6dio monobasico e fosfato de sddio dibasico da Merck

(Rio de Janeiro, Brasil), bem como cloreto de sédio da Neon (Jundiai, Brasil).
3.2 AMOSTRA DE DROGAS

Foi realizado um levantamento retrospectivo no software Gestor de
Documentos e Laudos (GDL), com o objetivo de identificar o perfil quimico as
substancias analisadas pela Secdo de Quimica Forense da Policia Cientifica do
Parana (PCP) no periodo de 2014 a 2024. Foram avaliados, individualmente, 3918
laudos concluidos, cujo material de analise estava registrado no GDL como “selos” ou
“‘ecstasy”. Para cada laudo, foram coletadas as seguintes informacgdes: tipo de
material, substancia identificada, quantidade de materiais, cidade de origem e ano da

analise.

Além disso, verificou-se que a PCP possuia, no mesmo periodo, 993
requisicoes pendentes de analise relacionadas a amostras de selos e comprimidos de
ecstasy. Essas amostras foram inicialmente analisadas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), conforme as diretrizes do
SWGDRUG (SWGDRUG, 2024), sendo posteriormente emitidos os respectivos
laudos periciais. Adicionalmente, as técnicas de ressonéancia magnética nuclear e/ou

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier foram empregadas
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para a elucidagdo estrutural de novas substancias psicoativas. Para essas
requisicoes, também foram coletadas as mesmas informacdes cadastrais descritas

anteriormente. Ao final, totalizaram-se 4911 Laudos avaliados neste estudo (TABELA

1),

TABELA 1 — TOTAL DE LAUDOS AVALIADOS

Drogas sintéticas apreendidas no Parana
(2014-2024)

] ) Requisi¢cbes periciais Total de laudos
Tipo de Droga Laudo revisados )
pendentes avaliados
Selos 1237 419 1656
Ecstasy 2681 575 3256
Total 3918 993 4911

3.3 ANALISE INSTRUMENTAL DAS AMOSTRAS
3.3.1 Preparo de amostra

Cada unidade de comprimido (ecstasy) foi pulverizada com o auxilio de um
almofariz e pistilo até a obtengdo de um po6 fino e homogéneo. Posteriormente, uma
aliquota de 1 mg desse material pulverizado foi dissolvida em 1 mL de metanol, em
seguida, sendo a solugédo submetida a agitagdo em voértex por 1 minuto (Kasvi) e, em
seguida, a centrifugagdo a 6000 rpm por 5 minutos (centrifuga Eppendorf® 5420).
Apos esse processo, 200 uL do sobrenadante foram retirados e diluidos em 800 pL
de metanol para analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Com relagdo as amostras em papel mata-borrdo (selo), foi
adicionado 1 mL de metanol a cada unidade, seguida de homogeneizacao por vortex
durante 1 minuto. Uma aliquota do sobrenadante foi coletada para analise por CG-
EM, enquanto o restante do sobrenadante, tanto das amostras de mata-borrdo quanto
dos comprimidos, foi submetido ao processo de evaporacdo do solvente para a
realizacao das analises em espectroscopia do infravermelho com transformada de
Fourier (IV-TF).

Para a aquisicdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear,

aproximadamente 10 mg de cada comprimido pulverizado ou uma unidade de papel



68

mata-borrao foram misturados a 1 mL de cloroférmio deuterado ou metanol deuterado,
conforme a melhor solubilidade da amostra. Em seguida, a solugéo foi submetida a
agitacao por 1 minuto. Apds esse procedimento, o sobrenadante foi transferido para
um tubo de RMN de 5 mm.

3.3.2 CG-EM

As andlises de CG-EM foram realizadas utilizando um cromatdgrafo gasoso
(Agilent Technologies, modelo 7890A) acoplado ao detector de massas quadrupolo
(Agilent, modelo 5975C Inert XL). Para separagcdo cromatografica, utilizou-se uma
coluna capilar HP-5-MS MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm de espessura de filme, Agilent
J&W GC, EUA), com hélio como gas de arraste, a um fluxo constante de 2 mL/min.
As amostras (1 uL) foram injetadas a 280 °C no modo sem divisao (splitless) por meio
de um amostrador automatico (CTC PALL). A temperatura inicial do forno (100 °C) foi
mantida por 1 minuto, seguida de um aumento de 15 °C/min até 300 °C, mantendo-
se por 5,5 min. O tempo total de execugao foi de 17,9 minutos. A temperatura da linha
de transferéncia foi ajustada a 300 °C e o atraso do solvente de 1,5 min. Entre cada
amostra analisada, foi inserida uma amostra branca, contendo apenas o solvente
metanol utilizado para o preparo das amostras, a fim garantir a auséncia de
contaminacgao cruzada. O detector de massas operou em ionizagao eletrénica a 70,0
eV, no modo de varredura completa (m/z 30-550). Os espectros de massas foram
comparados com as bibliotecas NIST 1.4 MS e SWGDRUG MS 3.7.

3.3.3 IV-TF

As analises de infravermelho com transformada de Fourier foram realizadas
com um espectrofotdmetro Bruker Alpha I, utilizando a técnica de reflectancia total
atenuada (ATR) com cristal de diamante. O equipamento foi ajustado para realizar 32
varreduras da amostra, 32 varreduras de background, no modo transmitancia,
cobrindo a faixa espectral de 4000 a 650 cm~' com resolugdo 4 cm-'. O cristal foi limpo,
entre as amostras, com alcool isopropilico, sendo a descontaminagdo confirmada por
teste de leitura de fundo de espectro a cada analise. O software OPUS 6.5 foi utilizado
para a aquisicdo dos espectros, os quais foram comparados com a biblioteca
SWGDRUG IR 3.1.
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3.3.4 RMN

Os espectros de RMN unidimensionais ('H e 3C) e bidimensionais (COSY, HSQC
e HMBC) foram adquiridos a 25 °C em um espectrometro Bruker Avance llI,
pertencente a Universidade Federal do Parand, operando a 14,1 Tesla (observando
os nucleos de 1H e 13C a 600 MHz e 150 MHz, respectivamente), equipado com uma
criossonda de nitrogénio Prodigy (TCI) de 5 mm com deteccgéao inversa e gradiente no
eixo z. Os deslocamentos quimicos foram referenciados em relacdo ao
tetrametilsilano (TMS, & 0,0).

3.3.5 Processamento dos dados

As informagdes coletadas foram registradas em um banco de dados
desenvolvido em planilha no software Excel® (Microsoft). A cada amostra foi atribuido
um numero de identificacdo para fins dessa pesquisa, apenas os pesquisadores da
Policia Cientifica do Parana tinham acesso a real identificacdo da amostra.
Inicialmente, os dados foram compilados em uma planilha contendo: o niumero de
identificacdo da amostra, o local de apreensao, o ano da requisi¢ao pericial, o tipo de
amostra (papel mata-borrdo ou comprimido), a substéncia quimica principal, demais
compostos quimicos identificados e as técnicas analiticas utilizadas (CG-EM, IV e
RMN). Essa planilha foi utilizada para a determinagao das relagdes geograficas entre
as requisig¢des periciais e a natureza quimica das amostras. As principais informacgdes
foram posteriormente sintetizadas em tabelas menores para fornecer perspectivas
estatisticas que subsidiassem a maioria dos graficos, figuras e tabelas apresentados
neste trabalho, por meio dos softwares Excel® (Microsoft) e OriginPro® (OriginLab).
As analises estatisticas foram realizadas no software RStudio®, por meio da aplicacéo
da ANOVA nao paramétrica de Kruskal-Wallis, do teste de comparacdes multiplas de
Dunn, do teste de Mann-Whitney e da regressao binomial negativa. Considerou-se
como estatisticamente significativa a diferenga entre os grupos quando o valor de p
foi <0,05.

3.3.6 Elaboracgao da Biblioteca Integrada

Foram elaboradas bibliotecas espectrais para as técnicas de espectroscopia no

infravermelho com transformada de Fourier (IV) e espectrometria de massas. Para a
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IV, foram construidas duas bibliotecas contendo os espectros obtidos por meio do
equipamento Bruker Alpha Il: uma compativel com o software OPUS e outra com o
software KnowltAll IR Solutions. Enquanto a biblioteca de espectros de massas foi
desenvolvida no software NIST Mass Spectral Search Program, com base nos dados
obtidos por CG-EM.

3.4 ANALISE DE INTERCAO DE NSP COM HSA
3.4.1 Selegado de amostras para o estudo de interagao ligante/proteina

A escolha das amostras a serem avaliadas as interagdes ligante/proteina foi
baseada nos resultados das analises anteriores, usando como critério de escolha a
prevaléncia da substéncia e quantidade recuperada durante a recristalizacdo. As
amostras foram avaliadas quanto a capacidade de reproduzir espectro NMR- STD.
Foram testadas as substancias ADB-BUTINACA, MDMA, N-ETILPENTILONA, MDA-
19, 25E-NBOH, 25B-NBOH e 25I-NBOH. Apenas as substancias que apresentavam
espectro de STD na presenga da proteina HSA foram estudadas quanto ao epitopo
de constante de dissociagdo. Ensaio NMR-STD na auséncia de proteina também
foram conduzidos para descartar a possibilidade de sinal de STD decorrente de

agregacao de particulas.
3.4.2 Preparo de amostra para analise de NMR-STD

3.4.2.1 Solucgdes estoque

A solugao tampao de fosfato de sddio (PBS) pH 7,2 foi preparada a temperatura
ambiente por meio da dissolugéo de fosfato de sddio dibasico (86,92 mg), fosfato de
sédio monobasico (46,48 mg) e cloreto de sddio (58,44 mg) em 1,0 mL de D,0. A

mistura foi mantida sob agitagédo até a completa dissolugéo dos sais.

Foram preparadas solugdes estoque (400 pL) na concentragdo de 10 mM em
DMSO-dg (98%) para as substéncias de baixa solubilidade em agua. Para a
substancias soluveis, a solucao foi preparada em 400 pL de D,O, também na
concentragdo de 10 mM. A solugdo estoque de albumina de soro humano (HSA) foi

preparada em D,0, na concentragao de 37,5 pmol/L.
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3.4.2.2 Amostras para calculo da constante de dissociagao Kg

Para o calculo da constante de dissociagao, foram realizados experimentos de
titulagdo por NMR-STD, variando-se o excesso de ligante (L) em relagdo a proteina
(P) na razdo de 10 a 150 vezes, dependendo do ligante avaliado, conforme
apresentado nas TABELAS 2 e 3.

TABELA 2 — CONDIGOES UTILIZADAS PARA O EXPERIMENTO DE TITULACAO POR RMN STD
PARA A ADB- BUTINACA.

Excesso de ligante [P] [L]
[LY [P] (uM) (mM)
10 5 0,050
20 5 0,100
30 5 0,150
40 5 0,200
50 5 0,250
55 5 0,275
80 5 0,400
100 5 0,500
150 5 0,750

TABELA 3 - CONDICOES UTILIZADAS PARA O EXPERIMENTO DE TITULAGCAO POR RMN STD
PARA OS COMPOSTOS MDMA E N-ETILPENTILONA.

Excesso de ligante [P] [L]
[LV [P] (uM) (mM)
20 20 0,500
30 20 0,750
40 20 1,000
50 20 1,250
80 20 2,000

100 20 2,500
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3.4.2.3 Amostras de analise triagem STD e mapeamento de epitopo de cada
ligante

Todas as amostras foram preparadas em tubos de RMN de 5 mm, com volume
final de 500 pL, utilizando uma mistura de solventes composta por D,O (99,9%) e
DMSO-d na proporg¢édo de 95:5, a qual foram adicionados 50 mM de tamp&o PBS (pH
7,2). Os experimentos de triagem e mapeamento de epitopos foram conduzidos com
uma razao molar ligante/proteina ([L]/[P]) de 50:1, empregando-se 20 uM da proteina
albumina sérica humana (HSA). Especificamente para o estudo da interagdo entre a
ADB-BUTINACA e a HSA, foi utilizada uma concentracao de 5 uM da proteina.

3.4.3 Aquisicao dos espectros de NMR- STD

O experimento de NMR- STD foi adquirido utilizando a sequéncia de pulsos de
supressdo de agua da biblioteca Bruker, stdiffesgp.3. Inicialmente, foi realizada a
otimizacao da frequéncia de excitagdo do espectro (on-resonance) para cada ligante,
dessa forma avaliou-se as seguintes frequéncias de excitagdo 96 Hz (0,16 ppm), 300
(0,5 ppm), 1440 (2,4 ppm), 2400Hz (4 ppm), 3900Hz Hz (6,5 ppm). O bloqueio de spin
(d29) foi ajustado para 25 ms. A irradiagéo fora da faixa de frequéncia (off- resonance)
foi realizada em 68440 Hz (114 ppm), fora da janela espectral, onde nao ha sinais da
proteina nem dos ligantes (drogas avaliadas). A saturacao seletiva dos hidrogénios
da proteina foi realizada por uma sequéncia de pulsos gaussianos, cada um com
duracao de 50 ms e separados por um intervalo de 1 ms. O tempo de relaxamento
(d1) foi de 4 s, o numero de transientes (NS) foi de 256 e a janela espectral foi de 9000
Hz (15 ppm). Além disso, nos experimentos de titulagdo e de mapeamento do epitopo,
o tempo de saturagao (d20) foi variado em 0,5; 0,75; 1,0; 2,0 e 3,5 s para cada razao
[L)/[P]. Todos os espectros de RMN de STD foram obtidos a 25 °C.

3.4.4 Determinacgao do epitopo de ligagao entre ligante e proteina

As condi¢des de aquisi¢ao dos espectros de RMN STD para o mapeamento
do epitopo dos foram idénticas as anteriormente descritas. Sendo fixada a frequéncia
de excitacdo do espectro (on-resonance) em 300 (0,5 ppm) para o composto ADB-
BUTINACA e 2400Hz (4 ppm) para os compostos MDMA e N-etilpentilona. O
mapeamento do epitopo do ligante, normalmente, é realizado com base na

amplificagdo da magnetizacéo do sinal que é traduzida pelo fator de amplificacéo de
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inicial STD (Astoo). O hidrogénio com o maior Astoo foi atribuido 100%, sendo os
restantes normalizados em relacdo a este. Para todas as moléculas utilizou para o
calculo uma contragao intermediaria, a proporcao [L]/[P] 50:1 para o MDMA e N-
etilpentilona e 30:1 para ADB- BUTINACA.

3.4.5 Determinacgao da constante de dissociagao (Kad)

A concentragdo da proteina e a das drogas estdo descritas na TABELA 2 e 3
e condi¢cbes de aquisicéo dos espectros de RMN STD foram descritas no item 3.4.3.
Os ligantes foram titulados na amostra de proteina a partir de solugcbes estoque
concentradas para minimizar os efeitos de diluicdo. A metodologia de determinacéo
da constante de dissociacdo Kqfoi determinada a partir do protocolo de determinacéo
fator de amplificagdo de STD (Astp) descrito por Angulo et al. (2010). Desse modo,
em experimentos de titulacdo espectroscopica de RMN de STD considera-se que, em
uma determinada concentragédo de ligante, a intensidade (nSTD) de um hidrogénio
especifico € diretamente proporcional a fracdo de ligante ligado. O fator de
amplificagdo STD (Astpb), como o produto de nSTD pelo excesso de ligante, torna
NSTD dependente da fragdo de proteina ligada conforme equacgéao (1). Assim, plotar
os valores de Astpo em relagdo ao aumento de [L] resulta em uma curva dose-resposta.
As isotermas de ligagdo foram construidas a partir das inclinagdes dos fatores de
amplificacdo de STD iniciais (Astpo) calculados em cada concentragéo de ligante
durante a titulagdo. Cada valor de Astpo foi obtido ajustando a evolugao de Astpo com
o tempo de saturagédo. Os valores de Aptoo foram entdo plotados em fungdo da
concentracdo de ligante, e a isoterma resultante das inclinagdes iniciais foi
matematicamente ajustada a uma equagao de Langmuir para obter a constante de

dissociagao (Kd). Dessa forma, valores precisos de K¢ podem ser obtidos.
3.4.6 Determinagéao do sitio de ligacao da ADB-BUTINACA ao HSA.

As condi¢cdes de aquisicdo dos espectros de NMR-STD foram idénticas as
anteriormente descritas. Os experimentos foram utilizados concentracdes fixas de 5
MM de proteina HSA e de 0,15mM de ADB-BUTINACA, variando apenas a proporcao
dos marcadores: varfarina (sitio 1), diazepam (sitio Il) e lidocaina (sitio Ill). As razdes
molares de ADB-BUTINACA e dos marcadores foram de 1:1 e 1:1,8.
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3.4.7 Caracterizagao do espalhamento dinamico de luz (DLS)

As medigdes de espalhamento dinamico de luz (DLS) foram realizadas em um
equipamento DynaPro NanoStar (Wyatt Technology), com angulo de deteccéao (8) de
90°. As determinagdes do raio hidrodindmico da interacdo HSA e ADB-BUTINACA
foram conduzidas a 25°C, em triplicata. O experimento utilizou as mesmas
concentragbes empregadas na titulagdo por RMN. Adicionalmente, foram realizadas
medi¢des da proteina na auséncia de ligante, bem como da mistura contendo apenas
agua, tampao PBS 50 mM e 5% de DMSO.

3.4.8 Docking molecular

A simulacdes de acoplamento molecular foram conduzidas a 298 K utilizando
o software AutoDock Vina (v1.1.2), executado em ambiente Linux. O modelo
tridimensional da albumina sérica humana (HSA) foi obtido a partir do Protein Data
Bank (PDB ID: 1H9Z), enquanto a estrutura do ligante ADB-BUTINACA foi extraida
da base PubChem e posteriormente otimizada por teoria do funcional da densidade
(DFT).

A otimizacao da geometria foi realizada com o software ORCA, empregando
o funcional B3LYP com corregao de dispersdo D3 e o conjunto de base def2-TZVP.
Para assegurar que a estrutura corresponde a um minimo local, foram conduzidos
calculos de frequéncias vibracionais. Em seguida, efetuou-se nova otimizagéo
considerando efeitos de solvatagao implicita (modelo SMD em agua), mantendo-se o
mesmo nivel tedrico.

O preparo da macromolécula envolveu a remogao de moléculas de agua néo
estruturais e a conversao para o formato PDBQT com auxilio das ferramentas Meeko
e Open Babel. As regides ativas da HSA selecionadas para o docking molecular
corresponderam aos sitios |, Il e lll, descritos na literatura como locais classicos de
ligagdo de farmacos (Sudlow | e Il), além de um terceiro sitio alostérico.

As caixas de busca foram definidas a partir das coordenadas centrais dos
residuos predominantes de cada sitio. Para cada regido, foram geradas multiplas
poses de acoplamento, sendo priorizadas aquelas com menor energia livre de ligagéo

estimada.
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A analise estrutural das intera¢des proteina-ligante foi realizada no UCSF
Chimera, com identificagdo de interagdes e contatos relevantes com os residuos da
cavidade. As poses mais favoraveis energeticamente foram selecionadas para
discussao, contribuindo para a elucidagdo do modo de ligagao preferencial da ADB-
BUTINACA a HSA.
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4 APRESENTACAO DOS RESULTADOS
4.1 PERFIL DAS NSP NO ESTADO DO PARANA
4.1.1 Identificagdo quimica dos selos e comprimidos de ecstasy

A identificacdo de novas substancias psicoativas ainda representa um desafio
no s6 no Brasil, mas também em diversos outros paises. Nesse contexto, o
desenvolvimento de estudos voltados a caracterizagdo e a avaliagcdo do perfil
toxicolégico dessas substancias torna-se urgente, uma vez que seu consumo acarreta
sérias consequéncias para os sistemas de saude e justica. Assim, o presente trabalho
reuniu informacdes espectrais de NSP identificadas em amostras periciadas pela
Policia Cientifica do Parana (PCP), por meio das técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), espectroscopia no infravermelho (IV) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), seguindo os parametros
estabelecidos pelo SWGDRUG (SWGDRUG, 2024).

No periodo de 2014 a 2024, a Policia Cientifica do Parana avaliou 4.911
amostras de apreensdes cadastradas como selos ou ecstasy, sendo identificadas 66
diferentes substancias nesses materiais (ANEXO 1), das quais 53 foram consideradas
NSP. Todas as amostras foram contabilizadas para esse estudo, nenhum resultado
foi excluido. Destaca-se que, para esse trabalho, uma vez que um composto foi
classificado como NSP, esta classificagdo se manteve por todo o estudo,
independente das atualizagbes das listas de controle de entorpecentes nacional ou
internacional.

Os dados revelaram um maior numero de apreensdes de comprimidos de
ecstasy (n = 3.256), em relagdo ao numero de apreensdes de papel mata-borrao, os
selos, (n = 1.656) (Figura 18). Todavia, a matriz de selo apresentou maior diversidade
de substancias quimicas identificadas quando comparada com os comprimidos de
ecstasy, incluindo 32 NSP diferentes identificadas em selos e 21 NSP em comprimidos
de ecstasy (ANEXO 1).

Conforme pode ser observado nas Figura 19, o numero de materiais

apreendido variou ao longo do tempo para ambas as amostras, destaca-se que o ano
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com maior numero de amostras encaminhadas para analise pericial de selos foi em
2016 (n = 226), enquanto para comprimidos de ecstasy foi em 2023 (n = 446). Essa
informacgéo corroborada pela analise de regressao binominal negativa, em observou
uma tendéncia de aumento de apreensdes de ecstasy de 28,0% ao ano (B =0,25 e p-
valor <0,001) e uma tendéncia reducéo de 3,9% ao ano nas apreensdes de selo,
conforme TABELA 4.

FIGURA 19- COMPARAGAO DO MATERIAL TOTAL APREENDIDO ’(NUMERO ABSOLUTO) DE
SELOS COM COMPRIMIDOS DE ECSTASY NO ESTADO DO PARANA (BRASIL) NO PERIODO DE
2014 A 2024.
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Uma nitida alteracdo no perfil quimico das substancias identificadas foi
observada nos materiais analisados. No recorte temporal abordado pelo trabalho,
observou-se que as substancias mais recorrentes nos selos foram as NSP (FIGURA
20). O composto com maior numero de identificagdes variou ao longo dos anos,
apesar de sempre pertencerem a classe das substancias com efeito estimulante do

sistema nervoso central derivadas da feniletilamina (TABELA 5). Exceto nos anos de



79

2014 e 2015, quando as moléculas mais identificadas foram, respectivamente, DOB
(n =48) e 251-NBOMe (n = 72) (FIGURA 18 e TABELA 5), em todos os demais anos
as fenetilaminas da série NBOH foram as mais recorrentes. Quando observada a
ocorréncia de identificacdo da substancia classica LSD, esta foi identificada em
apenas 1,3% (n = 1) das amostras em 2014, apresentando uma tendéncia anual de
aumento estimada em 12,6% (B = 0,25; p < 0,05), atingindo 46,3% (n = 19) das
amostras em 2024 (FIGURA 21 e TABELA 4). Apesar disso, 2024 registrou o menor
numero absoluto de apreensdes de selos em comparacdo aos anos anteriores
(FIGURA 19).

TABELA 4 - MODELO DE REGRESSAO BINOMIAL NEGATIVA AJUSTADA PARA AVALIAR A TAXA
DE OCORRENCIA DE DROGAS NO PERIODO DE 2014 A 2024.

Ecstay (2014-2024)

Coeficiente (3) Taxa (RR) p-valor Interpretagao
Ano 0,25 1,28 <0,001 Aumento de 28,5% ao ano
MDMA -0,2418 0,785 <0,001 Diminuicéo de 21,5% por ano
MDA 0,3882 1,474 <0,001 Aumento de 47,5% ao ano
NSP -0,7639 0,466 <0,001 Diminuicao de 53,5% ao ano
Outras -0,546 0,95 0,0679 Sem diferengas estatisticas

Selos (2014-2024)

Ano -0,0402 0,976 <0,001 Diminuicao de 3,94% ao ano
LSD 0,1187 1,126 <0,05 Aumento de 12,6% ao ano
NSP -0,0769 - 0,0782 Sem diferencgas estatisticas
Outras -0,472 0,863 <0,05 Diminuicao 13,7% ao ano

Segundo a European Union Drugs Agency (EUDA), o numero de apreensodes
de LSD na Europa dobrou entre 2010 e 2017, totalizando cerca de 1.700 ocorréncias
registradas em 2017 (EMCDDA, 2017; Tusiewicz et al., 2024). Em 2023, esse numero
aumentou ainda mais, aproximando-se de 2.000 apreensdes (EMCDDA, 2025). No
contexto brasileiro, um estudo retrospectivo realizado em 2020 sobre o perfil quimico
de substancias identificadas em selos apreendidos no estado de Santa Catarina,
demonstrou comportamentos semelhantes. Em 2011, todas as amostras de selos
analisadas apresentaram LSD; porém, em 2014, o indice de detecgao caiu para
menos de 1%. Nos anos subsequentes, houve um aumento gradual nas identificagcdes
dessa substancia, até alcangar o patamar de 17% das amostras em 2017 (De Souza
Boff et al., 2020). Esse padrao de oscilagao, seguido de retomada no aumento das
identificacbes, foi semelhante ao observado em nosso estudo para o estado do
Parana, pois o ano de 2014 foi o periodo de menor identificagdo desse alucinégeno,
apresentando um aumento nos anos posteriores. Essa tendéncia de elevagao nas

detecgdes de LSD em amostras de selos, a partir de 2014, também foi observada em
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outros estados brasileiros, como Rio de Janeiro e Minas Gerais (Machado et al., 2020;
Meira et al., 2021). Cabe ressaltar que, apesar da flutuagdo no numero de selos em
que foram detectados LSD ao longo da ultima década, essa substancia foi detectada
em todos os anos em apreensdes de selos realizadas no estado do Parana,
destacando a sua persisténcia no mercado ilicito regional.

FIGURA 20 - FREQUENCIA ANUAL DE SUBSTANCIAS EM AMOSTRAS DE SELOS NO PERIODO
DE 2014 A 2024.
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LEGENDA: A regiao inferior do grafico representa a porcentagem de amostras com identificacao de
LSD*. A regido intermediaria do grafico mostra a presenca de NSP. A regido superior do gréfico
representa outras substancias identificadas®. Aplicacdo do teste ANOVA nao paramétrico de Kruskal-
Wallis e do teste de comparagdes multiplas de Dunn (*valor de p < 0,05).

Quanto ao perfil quimico dos comprimidos de ecstasy, este apresentou uma
mudanga progressiva nos ultimos 10 anos, conforme observado na FIGURA 22. Até
o ano de 2019, a substancia mais identificada nessas amostras era 0 MDMA, um
derivado anfetaminico considerado o principal composto associado ao ecstasy.
Todavia, a partir de 2020, foi observada uma mudanga nesse cenario, sendo a
substancia MDA a que apresentou maior ocorréncia (54%) entre as amostras de
ecstasy apreendidas pela policia estadual, acompanhada de uma tendéncia de
aumento de 47,5% ao ano (f = 0,3881; p < 0,001) (FIGURA 23).
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FIGURA 21 - TENDENCIAS DE APREENSOES DE SELOS DE 2014 A 2024.
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LEGENDA: LSD (vermelho); NSP (verde) e outros (azul). Modelo de regressdo binomial negativa
aplicado, valor de p < 0,05.

TABELA 5-RELACAO DE NSP MAIS FREQUENTES POR ANO, NO PERIODO DE 2014 A 2020, EM
FREQUENCIA PERCENTUAL.

SELOS 2014-2024

NSP mais frequentes LSD

ANO
NSP Quantitativo (%) (%)
2014 DOB 33,8 1,3
2015 25|-NBOMe 25,4 10,3
2016 25|-NBOH 26,9 7,5
2017 25I-NBOH 32,3 8,5
2018 25I-NBOH 20,1 16,5
2019 25E-NBOH 40,3 26,3
2020 25E-NBOH 43,8 31,4
2021 25E-NBOH 36,5 20,9
2022 25B-NBOH 32,5 16,1
2023 25B-NBOH 459 27,3

2024 25B-NBOH 12,2 46,3
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No ano de 2024, o MDA foi identificado em 91% das amostras de ecstasy
apreendidas e o MDMA foi identificado em apenas 4% dessas amostras analisadas.
Paralelamente, a analise do grafico da FIGURA 23 revela uma tendéncia de reducgao
da presenga de NSP em comprimidos de ecstasy até a sua completa auséncia nessas
matrizes desde 2021, com uma taxa anual de reduc¢do de 53,5% (B = -0,7639; p <
0,001). Ainda, uma nitida tendéncia de redugao da presenca de NSP em comprimidos
de ecstasy até a sua completa auséncia nessas matrizes desde 2021 é apontada, com
uma taxa anual de redugao de 53,5% (B = -0,7639; p < 0,001).

FIGURA 22 - FREQUENCIA ANUAL DE NOVAS SUBSTANCIAS EM AMOSTRAS DE N
COMPRIMIDOS DE ECSTASY O PERIODO DE 2014 A 2024.
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LEGENDA: A regiao inferior do grafico representa a porcentagem de amostras com identificacéo de
MDMA*. A primeira regidao do grafico, de baixo para cima, representa a porcentagem de MDA*. Na
segunda regido do grafico, de baixo para cima, a porcentagem representa outras substancias
identificadas. A regido superior do grafico representa NSP*. Aplicagao do teste ANOVA nao paramétrico
de Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de Dunn (*valor de p < 0,05).
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Figura 23 — TENDENCIAS NAS CRISES DE ECSTASY DE 2014 A 2024
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LEGENDA: (vermelho); MDA (verde); NSP (azul) e outros (roxo). Modelo de regressdo binomial
negativa aplicado, valor de p < 0,05.

A partir dos dados demonstrados no trabalho, depreende-se uma redugéao
gradual na identificagdo de LSD em selos, bem como o predominio de MDA nas
amostras de comprimidos de ecstasy, a partir de 2020, substituindo o MDMA como
principal composto psicoativo nessa matriz. Paralelamente, verificou-se uma reducao
no numero de identificacdes de NSP encontrado nessas apreensdes. A ocorréncia
simultanea desses fenbémenos sugere a possivel deslocamento das NSP,
anteriormente presentes nessas amostras, em favor de substdncias de uso
consolidado, como LSD e MDA, o que pode estar associado a mudangas regulatérias
ou de disponibilidade dos precursores quimicos necessarios a sintese dessas novas

substancias, porém essa hipétese demanda uma investigacao mais aprofundada.

As medidas de controle sanitario ndo sdo os unicos parametros que influenciam
o mercado de drogas, a facilidade de acesso e o perfil de preferéncias do mercado
consumidor também podem influenciar (Bowden-Jones; Abdulrahim, 2020; Reuter;
Pardo, 2017). As drogas como o MDMA, apesar de sujeita a controle internacional,

continuam sendo uma das principais drogas disponiveis em comprimidos de ecstasy.
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Uma analise quimica do esgoto de Nova York apds festivais, durante a epidemia de
Covid-19, apontou que o MDMA e MDA foram as substancias mais consumidas depois
da cocaina (Rousis et al., 2023). Na Australia, averiguou que, entre 2000 e 2019, em
65,6% dos obitos ocorridos em festivais de musica, além do alcool, a vitima também
havia consumido MDMA (Santamarina et al., 2024). Ainda, ao avaliar as amostras de
ecstasy apreendidas na regido Nordeste do Brasil, entre 2014 e 2019, revelou o
MDMA como a substancia mais frequentemente identificada, presente em 57% das
amostras analisadas (Cunha et al., 2023). Esse perfil € coerente com os resultados
obtidos no presente estudo para o periodo de 2014 a 2019. No entanto, a partir de
2020, observou-se uma substituicdo do MDMA pela MDA como principal substancia
psicoestimulante nos comprimidos de ecstasy (FIGURA 23). Essa mudanga coincide
com a descoberta no sul do pais, pelas autoridades policiais brasileiras, de
laboratérios clandestinos voltados a sintese de MDA a partir do helional e da
hidroxilamina (Cormick et al., 2022; Ministério da Justica e Seguranga Publica, 2020,
2021). Destaca-se que, apesar do precursor helional ter sido controlado a partir de
2020, a identificagcdo do MDA intensificou. Por meio apenas deste trabalho ndo é
possivel afirmar categoricamente quais os motivos das sazonalidades dessa
substancia entorpecente, apenas podemos realizar paralelos temporais. Todavia séo
indicativos para futuros estudos avaliar habitos populacionais, mudancgas legislativas

regionais e o impacto da globalizagado na comercializagédo de drogas.

A significativa diversidade quimica presente nas NSP demanda estratégias de
classificagado que levem em conta tanto a variabilidade estrutural quanto os grupos de
efeitos farmacoldgicos. Neste trabalho, observou-se que, ao longo dos ultimos 10
anos, foram identificadas NSP de todos os seis grupos farmacolégicos, demonstrando
uma grande diversidade de substancias ilicitas identificadas no estado. Segundo os
relatérios da UNODC, EUDA e NPS Discovery, o numero de relatos de substancias
novas a serem notificadas aos érgéos regulatérios vem decaindo a cada ano, com,
apenas, a tendéncia de aumento de surgimento de novos opioides sintéticos, como
os nitazenos (EMCDDA, 2024; UNODC, 2023). O maior numero de moléculas
relatadas no mundo pertence a classe das NSP estimulantes, representando cerca de
31% do total de notificagbes (UNODC, 2024a, 2024b). Este panorama global é

coerente com os resultados obtidos neste estudo, em que mais de 80% das amostras
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identificadas também pertencem a classe dos estimulantes (FIGURA 24), com

especial destaque para as fenetilaminas.

FIGURA 24 - DISTRIBUICAO DE NPS IDENTIFICADOS POR GRUPO DE EFEITO
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Desse modo, as substancias com efeito estimulante foram as principais NSP
identificadas nas amostras apreendidas (88%), seguidas dos canabinoides sintéticos
(FIGURA 24). Essa informagéao corrobora os dados da FIGURA 18, ja que a principal
NSP identificada nos selos foi a substanci estimulantes da classe das fenetilaminas,
25|-NBOH (19,3%; n = 320). Em 2019, um estudo, que avaliou os selos apreendidos
em Barranquilla e Bogota (Coldmbia), demonstrou que a principal substancia
identificada nos selos foi a fenetilamina, conhecida como DOB (Mendoza-Valencia et
al., 2019). A substancia DOB também foi amplamente identificada em selos no Parana
(Brasil) em 2014, mas perdeu espacgo para as fenetilaminas da série NBOMe e NBOH,
dados igualmente relatados em outras regides brasileiras (Boff et al., 2020; Machado
et al., 2019, 2020; Meira et al., 2021).
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Dentre as amostras de comprimidos de ecstasy analisadas no periodo avaliado,
as NSP pertenciam principalmente a classe dos estimulantes do SNC (74%),
dissociativas (11%), alucindgenas (11%) e opioides sintéticos (1,5%) conforme
apresentado na TABELA 6. Cabe destacar que apenas a substancia U-47700 (n = 4)
da classe dos opioides sintéticos foi identificada nos comprimidos (TABELA 6).

TABELA 6 -DISTRIBUIGAO DE NSP POR CLASSE FARMACOLOGICA

Classe Farmacolégica 2014-2024
Quantitativo de NSP (%)

Categorla Selo Ecstasy
Estimulantes 88,88 75,96
Canabinoides sintéticos 5,06 0
Opioides sintéticos 1,49 1,44
Hipnéticos/sedativos 0,35 0
Alucindégenos classicos 2,40 11,05
Dissociativos 1,78 11,53

A dindmica do surgimento e a prevaléncia de NSP nao é propriamente clara. A
diminuicdo e, em alguns casos, 0 desaparecimento da droga do mercado ocorreu
posteriormente a medidas de controle nacional, como as NBOMes, algumas catinonas
e as triptaminas (FIGURA 25). Todavia, essa tendéncia nao foi a mesma para as
fenetilaminas da série NBOH. Apesar do controle genérico de fenetilaminas no Brasil
desde 2019, essa classe de substancia foi a mais incidente identificada em selos em
nosso levantamento. Uma possivel explicagao para esse fenbmeno é o fato, das
fenetilaminas da série dos NBOHs nao serem controladas internacionalmente, pois
nao se encontram nas listas da Convengao de Viena de 1971 (ONU, 2021). Esta
situacado pode ser também correlacionada com a substancia ADB-BUTINACA, onde
observamos que este canabinoide sintético foi o mais identificado em amostras de
selos apreendidos no Parana no periodo entre 2021 e 2023 (TABELA 7). Embora essa
substancia ja estivesse proscrita pela legislacdo brasileira desde 2016, seu uso no
estado do Parana foi intensificado nesse periodo, mesmo com o controle nacional.

Contudo, houve uma reducdo na deteccdo desse canabinoide sintético a partir de
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2024. Essa diminuigdo ocorre, posteriormente, a ADB-BUTINACA compor o rol de
substancias de controle internacional em 2023. Na Irlanda, um trabalho observou que
apo6s a promulgacéao da legislagéo de controle de NSP, ocorreu uma redug¢ao no uso
dessas substancias por adolescentes (Smyth et al., 2015). Dinamica semelhante foi
observada no Jap&o, no ano subsequente a implementacéao de legislagdes de controle
genérico, houve uma reducao da identificacdo de NSP (Silos et al., 2013).

FIGURA 25 — LINHA DO TEMPO DO PERFIL QUIMICQ DAS DROGAS SINTETICAS NO ESTADO
DO PARANA (BRASIL) NO PERIODO DE 2014 A 2024.
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Em julho de 2021, a substédncia ADB-BUTINACA, comercializadas com o nome
popular “K4”, comecou a ser identificada em papeis cartonados, fotografias e folhas
de papel sulfite oriundas de apreensbes de correspondéncias em presidios. A
utilizacdo destes suportes pode estar relacionada com a proibicdo de visitas a
penitenciarias durante a pandemia de COVID, o que limitou a entrada de substancias
entorpecentes por essa via. Apesar do manual sobre “Métodos Recomendados para
a ldentificacdo e Anadlise de Canabinoide Sintético Agonista de Receptores em
Materiais Apreendidos” da UNODC (2020) informar que apenas no Brasil foi relatado
0 uso de canabinoides sintéticos incorporados a papel cartonado, tal pratica foi

relatada em apreensdes na Europa (NORMAN et al., 2020).
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TABELA 7 -DISTRIBUIGAO DOS CANABINOIDES SINTETICOS NO PERIODO DE 2014 -2024.

SCRAS* Periodo de identificagao Quantidade
Ano inicial Ano Final absoluta
FUB-AMB 2016 2019 9
ADB-FUBINACA 2017 2020 6
ADB-BUTINACA 2021 2023 43
MDA-19 2021 2022 3
MDMB-5Br-INACA 2022 2022 5
5F-ADB 2022 2022 1
ADB-4en-PINACA 2023 2024 7
MDMB-4en-PINACA 2024 2024 4
MDMB-BUTINACA 2024 2024 1

LEGENDA: SCRA =*Agonistas sintéticos dos receptores canabinoide ou canabinoides sintéticos

4.1.2 Distribuicdo geografica dos selos e comprimidos de ecstasy

O mapa apresentado na FIGURA 26 apresenta a distribuicdo geografica das
apreensodes de selos encaminhadas para pericia na Policia Cientifica. Observa-se que
a capital do estado do Parana, Curitiba (n = 530), apresentou o maior numero de
apreensoes (32%), seguida de Londrina (n = 94), com apenas 5,67% das apreensoes.
Apesar da ocorréncia de ao menos uma apreensao de selo distribuida em 110 cidades
diferentes do estado, apenas 11 cidades tiveram mais que 25 apreensdes de selos na
ultima década. Destaque para a cidade de Foz do Iguagu, que apesar de ser regiao
de fronteira com a Argentina e com o Paraguai, apresentou apenas 24 apreensdes de
selos encaminhadas a pericia no periodo avaliado.

A FIGURA 27 mostra a distribuicdo geografica das amostras de ecstasy
encaminhadas analisadas Entre 2014 e 2024, foram registradas apreensdes de
ecstasy em um total de 265 municipios do estado do Parana. Observa-se que a maior
concentragao dessas apreensdes ocorreu na capital, Curitiba, que respondeu por 37%

do total de casos, com 1.194 amostras analisadas.

A distribuicdo das apreensdes de drogas sintéticas em mais da metade das
cidades do interior do estado do Parana (Brasil) corrobora a hipotese de facilidades
de acesso a esses materiais em um mundo globalizado. As cidades com as maiores

populagdes no estado, foram consequentemente as que tiveram maiores apreensoes.
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Logicamente, fatores como o maior contingente policial, a presenca de centros
universitarios e as unidades penitenciarias podem ter relagcdo com a propor¢cao de
apreensodes (Bujalski; Wieczorek; Sierostawski, 2021; Duke, 2020; Duke; MacGregor,
2024). Ainda na FIGURA 28 é possivel observar a frequéncia de distribuicao
geografica dos canabinoides sintéticos identificados. Do total das 73 amostras com
identificacdo de canabinoides sintéticos, 74% (n = 58) foram identificadas em cidades
em que apresentam unidades prisionais. Em um trabalho de revisdo da literatura
apontou os canabinoides sintéticos como as NSP mais comuns em ambientes
prisionais (Vaccaro et al., 2022), essa classe foi associada 48% das mortes em
presidios na Inglaterra por NSP (Duke, 2020), com destaque para o0 uso
principalmente dos canabinoides indazolicos terc-leucinatos (Norman et al., 2020a).
Curiosamente, em nosso estudo, também foi observada uma associacao
estatisticamente significativa entre a presenca de canabinoides sintéticos e municipios
que abrigam unidades prisionais no estado, o que levanta a hipotese, a ser explorada
em estudos futuros, de que essas substancias possam estar associadas ao consumo
pela populagao carceraria no estado.

FIGURA 26 - MAPA DA DISTRIBUICAO DE SELOS APREENDIDAS NO ESTADO DO PARANA
(BRASIL).

Numero de apreensdes

NI TR 530

0

1 - Curitiba (530) 4 - Sdo José dos Pinhas (66) 7 - Ponta Grossa (56) 10 - Pato Branco (39)
2 - Londrina (94) 5. Maringa (67) 8 - Francisco Beltréo (47) 11 - Guarapuava (27)
3 - Piraquara (69) 6 - Cascavel (59) 9 - Apucarana (40) 12 - Foz do Iguagu (24)

LEGENDA: Os 12 municipios com maior ocorréncia de amostras.
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FIGURA 27: MAPA DA DISTRIBUICAO DE ECSTASY APREENDIDAS NO ESTADO DO PARANA
(BRASIL).

Numero de apreensdes

1194
597

0

1-Curitiba (1194) 4 Londrina (142) 7 - Ponta Grossa (75) 10 - Foz do Iguagu (57)

2 — Maringa (187) 5. Cascavel (87) 8 - Guarapuava (75) 11 - Francisco Beltréo
(33)

3 — Séo José dos Pinhais (152) 6 - Piraquara (82) 9 - Paranagua (75) 12 - Pato Branco (51)

LEGENDA: Os 12 municipios com maior ocorréncia de amostras.

Progredindo a respeito do estudo da distribuigdo das drogas, entende-se que
as regides de fronteira internacional costumam ser locais estratégicos para o trafico
de drogas (Lyra; Lima, 2024), contudo, os dados presentes nesse estudo mostram
que a triplice fronteira localiza na regido de Foz do Iguagu (Brasil, Argentina, Paraguai)
apresentou menos apreensdes de drogas, quando comparada a cidades
consideravelmente menos populosas, como Apucarana (IBGE, 2022). Esse fendmeno
pode estar relacionado ao fato de Foz de Iguagu ser uma das zonas de fronteira que
mais recebe investimento no Brasil para o combate de crimes (Lyra; Lima, 2024), tais
como o contrabando, o descaminho e o trafico de drogas. Outro dado interessante é
que a capital estadual, Curitiba, foi a cidade registrou 0 maior numero de apreensoes.
Fatores ja abordados, como a densidade demografica, o contingente policial, e
sobretudo, a presenca da central nacional de distribuicdo internacional da empresa
publica de Correios e Telégrafos do Brasil podem ter contribuido para esse resultado.
Os estudos sobre NSP apontam que a comercializagao desses produtos por meio da
internet contribuiu para a popularizagdo dessas substancias em ambito global
(Bujalski; Wieczorek; Sierostawski, 2021; Csak et al., 2020; Peacock et al., 2019;

Simao et al., 2022). Portanto, além das rotas terrestres tradicionais, o envio via
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correspondéncias internacionais emerge como um canal cada vez mais relevante para
o trafico de NSP. Dessa forma, considerando os dados apresentados, levantam-se
qguestionamentos se a triplice fronteira terrestre com Argentina e Paraguai, seria de
fato uma das principais rotas de entrada de drogas sintéticas no Brasil ou se talvez,
para as NSP, outras vias sejam mais relevantes, como as correspondéncias
internacionais. Porém, cabe destacar que, o fato de uma droga nao ter sido
apreendida na regiao de fronteira, ndo exclui a possibilidade da entrada no pais por
vias terrestres e posterior apreensao em outras localidades do estado. Entende-se,
contudo, a necessidade de conduc¢ao de estudos mais direcionados para avaliar, de
forma sistematica e detalhada, as principais rotas e mecanismos de entrada dessas
drogas no Brasil.

FIGURA 28 — MAPA DA DISTRIBUIGAO DE AGONISTAS DE RECEPTORES CANABINOIDES
SINTETICOS APREENDIDOS NO ESTADO DO PARANA (BRASIL).

Frequéncia de apreensdes(%)
274

14

1 - Curitiba (27.4) 5 - Cruzeiro do Oeste (6.8%) 9-Cambé (2.7%) 13 — Fazenda Rio Grande (1.4%)17- Guaratuba (1.4%) 21 — Paranagua 1.4%)
2 -Francisco Beltréo (16.8%) 6 - S3o José dos Pinhas (5.5%) 10- Paranavai (2.75%) 14 - Uniiio da Vitoria (1.4%) 18 — Sarandi (1.4%) 22 — Guarapuava( 1.4%)

3 - Piraquara (6.8%) 7- Apucarana (4.1%) 11 — Umuarama (2.7%) 15 - Ponta Grossa (1.4%) 19 - Cianorte (1.4%)

4 - Londrina (6.8%) 8 - Santo Antonio da Platina (2.7%) 12 - Cascavel (1.4%) 16 - Pato Branco (1.4%) 20 - Guaira (1.4%)

LEGENDA: Os 22 municipios com ocorréncia de amostras. Em negrito, estdo os municipios que
possuem unidades prisionais. A aplicagdo do teste de Mann-Whitney para comparar o grupo de
municipios com unidades prisionais € municipios sem unidades prisionais (valor de p < 0,02313)
mostrou que, ao nivel de 0,05, as duas distribuigcbes sao significativamente diferentes.

4.1.3 Biblioteca Integrada de NSP

A Biblioteca Integrada de Substancias Psicoativas Sintéticas (NSP) foi

desenvolvida a partir da caracterizagao estrutural dos compostos identificados nas
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993 requisi¢des periciais pendentes da Policia Cientifica do Parana (PCP). A partir
dessa analise, foram elaboradas bibliotecas espectrais especificas para as técnicas
de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (IV) e

espectrometria de massas (EM).

Para a espectroscopia IV, foram construidas duas bibliotecas contendo os
espectros obtidos por meio do equipamento Bruker Alpha Il: uma compativel com o
software OPUS e outra com o KnowltAll IR Solutions. Enquanto a biblioteca de
espectros de massas foi desenvolvida utilizando o software NIST Mass Spectral
Search Program, com base nos dados obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Os espectros obtidos estdo organizados e
disponiveis na se¢cdo de ANEXQOS 3 e 4, possibilitando sua futura consulta e utilizagéo

como base comparativa em analises forenses.

A primeira substancia incluida na biblioteca espectral foi a ADB-BUTINACA, em
2021. Todas as identificagcdes subsequentes dessa substancia foram realizadas com
base na biblioteca construida, uma vez que ela ndo constava nas bibliotecas de
referéncia da SWGDRUG. Situagcao semelhante ocorreu com outras substancias,
como MDA-19, MDMB-BUTINACA, MDMB-5Br-INACA, MDMA-4en-PINACA, ADB-
4en-PINACA e 25E-NBOH, além das versdes derivatizadas para CG- EM de 25E-
NBOH, 25I-NBOH e 25B-NBOH, também ausentes nas bibliotecas comerciais

tradicionais.

4.2 AVALIACAO DA INTERACAO LIGANTE/ PROTEINA [LY/[P]

A RMN tem se mostrado uma ferramenta poderosa na caracterizacdo de
interacdes entre pequenas moléculas e macromoléculas, fornecendo informagdes
valiosas sobre a fungao bioldgica e a otimizacao da poténcia de candidatos a farmacos
(Meyer; Peters, 2003). Em particular, a técnica de RMN por transferéncia de saturagéo
(NMR-STD) tem sido amplamente empregada para investigar a ligagao de ligantes a
receptores em complexos formados. Quando o ligante apresenta dois sinais distintos,
indicativos de troca lenta entre os estados livre e ligado, pode ocorrer transferéncia de
saturacdo entre essas populagdes (Meyer; Peters, 2003). Dessa forma, inicialmente

foi realizada uma triagem das substéncias a serem avaliadas quanto a interagdo com
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a albumina sérica humana (HSA). Os critérios de selegao incluiram a alta frequéncia
de apreensédo no estado, a pureza dos compostos e a capacidade de gerar espectros
informativos de NMR-STD na presenga da HSA. As moléculas 25I-NBOH, 25E-NBOH,
25B-NBOH e MDA-19 foram excluidas do estudo por apresentarem sinais no espectro
de NMR-STD mesmo na amostra controle, ou seja, na auséncia de HSA. Esse
comportamento pode estar relacionado a formacao de agregados, possivelmente
decorrente da baixa solubilidade dessas substancias em meio aquoso. Para evitar
sinais falso-positivos causados por interagdes inespecificas ou agregacao de ligantes,
estes devem ser soluveis nas condigdes experimentais. A baixa solubilidade pode
levar a precipitacdo ou formagao de micelas, resultando em falsos sinais no espectro
de NMR-STD (Antanasijevic; Ramirez; Caffrey, 2014; Di Carluccio et al., 2021). Diante
disso, as moléculas selecionadas para a analise de interacdo com a HSA, por NMR-
STD, foram: MDMA, N-etilpentilona e ADB-BUTINACA. Enquanto para as demais
moléculas nado estudas nesse trabalho, entende-se que novas abordagens de
solubilidade ou aplicagdo de outras metodologias como fluorescéncia ou ITC podem

ser verificadas no futuro.
4.2.1 Caracterizagao da quimica dos ligantes

4.2.1.1 MDMA

O MDMA é uma substancia sintética com acgao estimulante sobre o sistema
nervoso central (SNC), comumente conhecida como ecstasy, embora esse termo
tenha sido amplamente generalizado para designar uma variedade de outras
substancias (MDMA, MDA, MDE e outras) (Xavier et al., 2008; UNODC, 2016). O
MDMA esta sujeito a controle internacional e encontra-se listado na Tabela | da
Convencao das Nacgdes Unidas sobre Substancias Psicotropicas de 1971 (ONU,
2021). Geralmente, € consumido na forma de comprimidos de ecstasy, que costumam
apresentar logotipos ou impressdes caracteristicas associadas ao fornecedor
(FIGURA 29), embora também possa ser utilizado na forma de p6 para inalagao
(EUDA, 2006).

De acordo com a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a
nomenclatura oficial do MDMA & N-metil-1-(3,4-metilenodioxifenil)propan-2-amina,

sendo também conhecido como 3,4-metilenodioximetanfetamina. A sigla MDMA
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deriva justamente de “metilenodioximetanfetamina” (EUDA, 2006). Essa substancia
pertence a classe das fenetilaminas substituidas no anel aromatico e, assim como a

metanfetamina, apresenta dois enantiobmeros (R e S) (Figura 30).

FIGURA 29 — EXEMPLOS DE COMPRIMIDOS DE ECSTASY UTILIZADOS NO ESTUDO.

% P A A" ' .; A

FONTE: Préprio autor

O cloridrato de MDMA ¢ o sal mais frequentemente identificado, usualmente
encontrado como um po6 branco ou esbranquigcado, ou ainda na forma de cristais
soluveis em agua (UNODC, 2006). O MDMA é uma droga basica com um pKa de 9,9,
e um massa molecular de 193, 25 g/mol. Essas propriedades conferem uma facilidade
para difusdo na membrana celular, camadas lipidicas e tecidos biolégicos com um pH
mais acido que o sangue (Pichini, 2006).

FIGURA 30 — ENANTIOMEROS DO MDMA.

(S)-(+)-MDMA (R)-(+)-MDMA

FONTE: Adaptado de (Pichini, 2006) .

No presente trabalho, o MDMA foi identificado em mais de mil amostras
analisadas, correspondo um percentual de ocorréncia de 32,5% de todas as

apreensdes de comprimidos de ecstasy, no periodo avaliado. Dentre as amostras
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apreendidas encaminhadas a PCP, foi selecionada uma porc¢ao de cristais de MDMA
para analise de interagdo com HSA e caracterizada por CG-EM, IV e RMN (FIGURA
31).

FIGURA 31 — CRISTAIS DE MDMA UTILZADOS NOS ENSAIOS DE INTERACAO COM HSA.

FONTE: Proéprio autor.

Através da analise do espectro de massas da amostra de MDMA, obtido por
impacto de elétrons (El) (FIGURA 32), foram observados sinais referentes aos
fragmentos que corroboram sua estrutura quimica. O ion base de m/z 58,
correspondente a etilamina protonada (CH3;CH,NH,"), foi gerado por clivagem a da
cadeia lateral e representa a porgao alifatica nitrogenada da molécula. Outro
fragmento relevante ocorre em m/z 135, atribuido ao cation 3,4-metilenodioxibenzilico,
formado pela ruptura da ligagdo entre o grupo fenilico e a cadeia lateral, com a
retencao da porgcao aromatica. Este cation é estabilizado por ressonancia sendo tipico
de compostos da classe das metilenodioxi-feniletilaminas (Jalali, A et al., 2016;
Abiedalla, Y. 2017).

A presenca simultanea desses fragmentos é sugestiva da identidade do
MDMA. No entanto, a baixa abundancia relativa da maioria dos demais ions, inferiores
a 10% em relagdo ao ion base (m/z 58), pode limitar a elucidagéo estrutural por
espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa (CG-EM) utilizando a
fonte de ionizagcao por impacto de elétrons, sobretudo na auséncia de um padrao
certificado que permita a confirmagao do tempo de retengdo cromatografico. Além
disso, outros derivados anfetaminicos, como a metanfetamina, também compartilham
o ion base de m/z 58, o que pode comprometer a especificidade da identificacao

apenas com base nesse fragmento (Wang; Giang, 2003).
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FIGURA 32 — ESPECTRO DE MASSAS (IE-EM) DA SUBSTANCIA MDMA.
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LEGENDA: o ion molecular em destaque (m/z 193 [M]*").

O espectro na regido do IV da amostra de MDMA foi obtido por meio da
aplicagao da amostra sélida diretamente sobre o cristal do modulo de reflectancia total
atenuada (ATR) (FIGURA 33). A analise espectroscopica revelou a presenga de
bandas caracteristicas de grupo éter na molécula. Foi possivel observar uma banda
intensa em 1244 cm™ e outra em 935 cm-', as quais podem ser correlacionadas aos
estiramentos da ligacdo C-0O. Além disso, a banda em 1035 cm™ pode ser atribuida
ao estiramento da ligagdo C—O-C. Outras bandas foram observadas nas regides entre
1430 e 1500 cm™, tipicas das vibragdes do anel aromatico, bem como as bandas
situadas entre 3000 e 2850 cm™ que estdo associadas aos estiramentos das ligagdes
C—H (Pavia, 2018; Silverstein, 2019).

Os espectros de RMN de 'H, *C{'H}, HSQC e HMBC da amostra de MDMA
estdo apresentados nas FIGURAS 34 a 37. Os deslocamentos quimicos e as
atribuicdes de sinais para o composto analisado sdo mostrados na TABALA 8. O
espectro de RMN de "H mostrou a presenca de nove sinais distintos. A presenca da
funcao éter na molécula, previamente indicada no espectro de IV, pode ser confirmada
pelo sinal de H11 em & 5,98 ppm (s, 2H), que apresentou correlagdo no mapa de

correlagcado direta HSQC com o carbono em & 103,8 ppm (conforme mostrado na
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TABELA 8). Os deslocamentos quimicos observados para hidrogénio e carbono séo

compativeis com o grupo metilenodioxi (—-O-CH,-0O-).

FIGURA 33 — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA AMOSTRA DE MDMA.
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Na regiao aromatica do espectro de RMN de 'H, identificam-se trés sinais em
0 6,90 ppm (d,1H), & 6,86 ppm (d,1H) e & 6,80 ppm (dd,1H), relativos aos hidrogénios
H7, H10 e H6, respectivamente, os quais sdo compativeis com o sistema aromatico
trissubstituido nos carbonos C5, C8 e C9. Esses dados de deslocamento quimico e
multiplicidade corroboram a presenga do grupo 3,4-metilenodioxibenzeno, na
estrutura caracteristica do MDMA.

Uma caracteristica estrutural do MDMA que permite distingui-lo de outras
fenetilaminas correlacionadas, como o MDA, é a presenca de uma amina secundaria.
Nesse sentido, o simpleto em & 2,71 ppm (s, 3H) pode ser atribuido aos hidrogénios

do grupo N-CHs; (H1), uma vez que apresenta correlagdo HSQC com o carbono em
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0 32,3 ppm (FIGURA 36), bem como, é possivel observar a correlagao 3J desse sinal
(H1), com o carbono C2 (6 59,3 ppm) no mapa de correlagao a longa distancia HMBC
(FIGURA 37).

FIGURA 34 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO MDMA (600 MHz, 298 K, D20).
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LEGENDA: A — Estrutura quimica do MDMA; B — espectro de RMN de 1H com os deslocamentos
quimicos e integracao.

Além disso, o sinal em & 3,50 ppm (sexteto, 1H) apresentou correlagéo direta
com o sinal do carbono C2 (6 59,3 ppm) e correlagdes a longa distancia no mapa de

correlagdo HMBC com os carbonos nas posi¢coes C5, C4, C3 e C1. Esses dados
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confirmam a presengca do grupo metila no nitrogénio, distinguindo o MDMA de

analogos como o MDA, que possuem uma amina primaria.

A presenca de um centro estereogénico na posigao 2 da estrutura apresentada
na FIGURA 40 resulta em ambientes quimicos distintos para os hidrogénios vizinhos
(Pavia, 2018). Como consequéncia, s&o observados dois duplos dupletos no intervalo
de 3,05 a 2,80 ppm, os quais apresentam uma correlagao direta no espectro HSQC
com o carbono em & 41,2 ppm. Esses sinais podem ser atribuidos aos hidrogénios

diastereotopicos H4a e H4b, conforme descrito na TABELA 8.

FIGURA 35 - ESPECTRO DE "C{'H} DE MDMA EM D,O A 150 MHZ.

~ o » © n oo
- N © 0o o < o~ 0
oS o al 10 o - o “@ @~ ©
< ™M N -0 [=1] - © I~
V2R R RV T 177 1
6 11 2 4 1 3
107 , ,
1 1 1
1
9 8 5
]
" ]
|| |- . -
1 ] L) 1 L) L ) L T T ] T T L) 1 L) 1 L) L)
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm




100

FIGURA 36 - MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 1H-13C HSQC DO MDMA EM D20 A 600 (1H) E 150
MHZ (13C), RESPECTIVAMENTE.
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FIGURA 37 - MAPA DE CORRELAGAO A LONG DISTANCIA 1H-13C HMBC DO MDMA EM D20 A
600 (1H) E 150 MHZ (13C), RESPECTIVAMENTE.
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TABELA 8 — DADOS ESPECTRAIS DE RMN DE 'H E 3C PARA O MDMA EM D20 (600 MHZ, 298

K).
Atribuicao "H (ppm) TH/'3C- HMBC correlagdo  "3C{"H} (ppm)
1 2,71 (s; 3H) 2 32,5
3,50 (sexteto; J=6,4 e

13.4; 1H) 1,3,4,5 59,3*
3 1,29 (d, J= 6,65;3H) 2,4 17,3
4a 2,99 (dd1;1H) 2,5,6,7 41,2
4p 2,85 (dd;1H) 2,5,6,7 41,2
5 - - 132
6 6,8 (dd; J=7,9 e 1,64; 478 125.9

1H)

7 6,90 (d; J=7,9; 1H) 5,9 11,2
8 - - 149,1
9 - - 150,22
10 6,86 (d; J=1,64; 1H) 4,6,8 112,5
11 5,98 (s; 2H) 8 103,8

4.2.1.2 N-etilpentilona

A N-etilpentilona € uma droga sintética estimulante do sistema nervoso central
da classe das catinonas sintéticas. Essa substancia se popularizou como um
estimulante alternativo a drogas como metanfetamina e cocaina. A N- etilpentilona &
conhecida pelo nome comercial de bk-Ethyl-k, BK-EPD, Molly, n-etilnorpentilona ou
efilona (Costa et al., 2019; Palamar et al., 2016). Essa substancia tem sido detectada
em produtos comercializados como “ecstasy” ou ‘MDMA” adulterado, sendo
frequentemente associada a intoxicagdes nao fatais e fatais. Os efeitos clinicos
incluem euforia, aumento da libido, aumento da sensacao tatil e aumento do estado
de alerta, mas alguns efeitos podem ser reacdes graves, como hipertermia,
convulsdes, arritmia, alucinagdes e até morte (lkeji et al., 2018; Zawadzki; Nowak;
Szpot, 2020). A N-etilpentilona esta sob controle internacional e foi incluida em 2020
na listada na Tabela Il da Convencdo das Nacgdes Unidas sobre Substancias
Psicotropicas de 1971 (ONU, 2021).
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A N-etilpentilona, designada quimicamente como 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-
2-(etilamino)pentan-1-ona, possui formula molecular C14H19NO3 (FIGURA 38). Trata-
se de uma catinona sintética cuja estrutura deriva do esqueleto da B-fenetilamina,
apresentando um grupo carbonila na posicdo 3 em relagdo ao grupo amino, uma
cadeia alquilica (n-propil) na posigao a, um anel aromatico substituido por um grupo
3,4-metilenodioxila e uma substituigao etila no nitrogénio (Costa et al., 2019b; Palamar
et al., 2016). Essas modificagdes estruturais conferem propriedades psicoativas e
potencial de interagdo com transportadores monoaminérgicos, caracteristicas tipicas
dessa classe de compostos (Costa et al., 2019; Espinosa-Velasco et al., 2022; lkeji et
al., 2018; Palamar et al., 2016; Zawadzki; Nowak; Szpot, 2020).

FIGURA 38 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA N-ETILPENTILONA.

0

Entre 2014 e 2024, a N-etilpentilona foi identificada em 40 amostras de
comprimidos apreendidos como ecstasy no estado do Parana. Embora a sua
ocorréncia tenha sido menor frequéncia em comparagdao ao MDMA e ao MDA, essa
substancia destacou-se como a catinona sintética mais prevalente nesse tipo de
matriz durante o periodo analisado, correspondendo a 41% das catinonas sintéticas
identificadas (n = 99). Para aprofundar a caracterizagdo estrutural e investigar a
interagdo com a HSA, uma amostra de cristais contendo N-etilpentilona (FIGURA 39),
proveniente das apreensdes encaminhadas a PCP, foi selecionada e submetida as
técnicas de CG-EM, IV e RMN.
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FIGURA 39 - CRISTAIS DE N-ETILPENTILONA UTILZADOS NOS ENSAIOS DE INTERACAO COM
HSA.

A FIGURA 40 exibe o espectro de massas da N-etilpentilona. Um dos
fragmentos mais intensos (ion base) é observado em m/z 100, atribuido a porgao
nitrogenada da cadeia lateral, composta pelo grupo N-etil-2-aminoetila (CH;—CH,—
NH-CH,—CH,*). Esse fragmento é formado por clivagem da ligagédo entre o carbono

a (adjacente a carbonila) e o carbono (3 da cadeia lateral (Namera et al., 2013).

O fragmento complementar a essa clivagem, retendo a parte aromatica da
molécula, é observado em m/z 149. Este ion representa a por¢ao que compreende o
anel 3,4-metilenodioxibenzeno, a carbonila e o carbono a substituido com grupo metil,
formando o cation Ar-C(=0) —CH(CH3) *. A formacéo desse fragmento é tipica de
compostos do tipo B-ceto-fenetilamina com substituicdo aromatica, sendo estabilizado

por ressonancia (Lopes et al., 2023; Nunez-Montero et al., 2023).

A presenca simultanea dos fragmentos m/z 100 e m/z 149 é, portanto, indicativa
da estrutura da N-etilpentilona. De modo analogo ao MDMA, a fragmentagéao por El
revela um perfil pouco informativo, em que a maioria dos ions apresenta abundéancia
relativa inferior a 10 % em relagédo ao ion base (m/z 100). A escassez de fragmentos
limita a elucidagao estrutural por CG-EM, sobretudo sem um padrdo de tempo de
retencéo cromatografico. O espectro de infravermelho da N-etilpentilona (FIGURA 41)
foi obtido por deposicdo direta da amostra solida sobre o cristal do modulo de
reflectancia total atenuada (ATR), seguindo o0 mesmo procedimento adotado para o
MDMA. A analise espectral revelou uma banda intensa em 1682 cm™, atribuida ao
estiramento do grupo carbonila (C=0). Embora o estiramento C=0O de cetonas
alifaticas ocorra tipicamente entre 1720-1708 cm™, a conjugacao eletrbnica entre a
carbonila e o anel aromatico na estrutura da N-etilpentilona provoca um deslocamento

da banda para frequéncias mais baixas (Rodrigues; Macarenhas; Bruni, 2022).
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Bandas localizadas entre 1600 e 1400 cm™" sao caracteristicas das vibracdes do anel
aromatico, enquanto as bandas observadas na regido de 3000 a 2850cm™
correspondem aos estiramentos das ligagbes C—H do esqueleto hidrocarboneto.
Adicionalmente, em razado da semelhanca estrutural entre o MDMA e a N-etilpentilona,
observou-se similaridade espectral nas bandas atribuidas aos estiramentos das
ligagdes C-O, notadamente em 1244cm™, 1035cm™ e 923 cm™, sugerindo a

presenca de grupos éter com padrdes vibracionais analogos.

FIGURA 40- — ESPECTRO DE MASSAS (IE-EM) DA SUBSTANCIA N-ETILPENTILONA.
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Os dados das analises de RMN encontram-se apresentados nas FIGURAS 42
a 45 e na TABELA 9. No espectro de RMN de 'H da amostra de N-etilpentilona, foram
observados dez sinais distintos, desconsiderando-se o sinal do padrao interno (TMSP,
® 0,00 ppm) e o do solvente (D,0, & 4,88 ppm). Na regido aromatica do espectro,
destacam-se trés sinais caracteristicos em 6 7,71 ppm (dd, 1H), 8 7,49 ppm (d, 1H) e
0 7,05 ppm (d, 1H), atribuidos aos hidrogénios H9, H13 e H10, respectivamente. Esses
deslocamentos sdo compativeis com um sistema aromatico substituido nos carbonos
C8, C11 e C12. Adicionalmente, foi identificado um dubleto em & 6,14 ppm (H14), com
correlagado direta via HSQC com um carbono em & 105,5 ppm. Os valores de

deslocamento quimico e constante de acoplamento sdo compativeis com os
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hidrogénios do grupo metilenodioxi (-O-CH,-0O-), corroborando a presenga da
funcdo éter previamente indicada no espectro de IV. A associagdo desses dados

confirma a presenga do grupo 3,4-metilenodioxibenzeno no anel aromatico da N-
etilpentilona.

FIGURA 41 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA AMOSTRA DE N-ETILPENTILONA
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Conforme os dados apresentados na TABELA 9 e na FIGURA 43, o espectro
de "C{'H} RMN revelou um sinal em & 197,9 ppm, atribuido ao carbono C7,
caracteristico de um grupo carbonilico (C=0). Essa atribuicdo € consistente com a
banda intensa observada em 1682 cm™ no espectro de |V, confirmando a presenca

dessa funcionalidade.

O sinal correspondente ao carbono metinico (N-CH) foi observado em & 64,5
ppm (C3), com correlagao direta via HSQC com o hidrogénio em & 5,34 ppm (t, H1),
compativel com um hidrogénio metinico adjacente ao grupo carbonila e ao atomo de

nitrogénio. Proximos a esse carbono quiral, foram identificados os hidrogénios
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diasterotopicos H4a e H4b, na faixa de 6 1,38 a 1,18 ppm, parcialmente sobrepostos
ao tripleto em d 1,34 ppm (3H), atribuido a H1. Somado ao hidrogénio H1, o sinal em
0 3,16 ppm (m, 2H) é indicativo de uma substituigdo etila no grupo amina, reforgando
a presencga de uma cadeia etil ligada ao nitrogénio. O sinal caracteristico de um grupo
metil terminal foi identificado em & 0,86 ppm (t, 3H), com correlagdo HSQC com o
carbono em & 15,8 ppm. Por fim, o grupo metileno em & 2,00 ppm (sexteto, 2H), com
correlagdo HSQC com o carbono em & 35,4 ppm, complementa a identificacdo da

cadeia pentil, corroborando a estrutura proposta para a N-etilpentilona

FIGURA 42 - ESPECTRO DE RMN DE "H DA N-ETILPENTILONA (600 MHz, 298 K, D20).
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FIGURA 43 - ESPECTRO DE "3C{'H} DE N-ETILPENTILONA EM D,O A 150 MHZ.
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FIGURA 44- - MAPA DE CORRELAGAO DE UMA LIGAGAO 1H-13C DO EXPERIMENTO DE RMN
HSQC DE N-ETILPENTILONA EM D20 A 600 (1H) E 150 MHZ (13C), RESPECTIVAMENTE.
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FIGURA 45 - DE CORRELAGAO DE LONGO ALCANCE 1H-13C DO EXPERIMENTO DE RMN HMBC
DE N-ETILPENTILONA EM D20 A 600 (1H) E 150 MHZ (13C), RESPECTIVAMENTE.
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TABELA 9 — DADOS ESPECTRAIS DE RMN DE 'H E 3C PARA A CATINONA N-ETILPENTILONA
EM D20 (600 MHZ, 298 K).

Atribuicao "H (ppm) "H/'3C- HMBC correlagéo BC{"H}(ppm)
1 1,34 (t; J=7,23; 3H) 2 13,3
2 3,16 (m; J=7,24; 2H) 1,3 451
3 5,08 (t, J=5,44; 1H) * 245,7 64,5
44 1,29 (m; J=7,09 1H) 1,5,3 20,0
4y 1,34 (m; J=7,09;1H) 1,5,3 20,0
5 2,00 (sexteto; J=5,82;2H) 6, 4,3,7 354
6 0,86 (t; J=7,27; 3H) 4,5 15,8
7 - - 197,9
8 - 130,7
9 7,71 (dd; J=8,33 e 1,85; 1H) 10,11,14 129,3
10 7,05 (d; J=8,23; 1H) 8,11,12 111,4
11 - 151,3
12 - 156,8
13 7,49 (d; J=1,85; 1H) 911,12, 14 110,8
14 6,14 (d; J=1,4; 1H) 11,12 105,5

LEGENDA: As atribuicdes foram baseadas em espectros ' H, 3C{' H}, 'H/'3C- HMBC, 'H/'3C- HSQC.
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4.2.1.3 ADB-BUTINACA

A ADB-BUTINACA (N-(1-amino-3,3-dimetil-1-oxobutan-2-il)  -1-butil-1H-
indazol-3-carboxamida) € um canabinoide sintético da classe dos indazdlicos o qual
atua como um potente agonista dos receptores endocanabinoides CB1. Foi relatada
pela primeira vez na Europa, em 2019, apds a apreensdo de um po contendo a
substancia na Suécia (Kronstrand et al., 2022). No Brasil, embora inicialmente
proscrita com base na estrutura genérica B11, sua inclusdo nominal ocorreu apenas
com a publicacdo da RDC n° 804, de 24 de julho de 2023, que inseriu a ADB-
BUTINACA na Lista F2, em decorréncia da sua insercéo na Lista Il da Convencao
sobre Substéancias Psicotropicas de 1971, em 2023 (ANVISA, 2023).

A ADB-BUTINACA ¢ geralmente consumida por via fumada, embora o uso oral
também tenha sido reportado. Tradicionalmente, € aplicada em material vegetal por
imersao ou pulverizagdo. No entanto, tanto na Europa quanto no Brasil, foi constatada
a utilizagao de papel e outros tipos de materiais como suportes impregnados com esse
canabinoide, comumente destinados ao contrabando em estabelecimentos prisionais.
No Brasil, a ADB-BUTINACA também foi identificada em mata-borrées impregnados
(KRONSTRAND et al., 2022; NORMAN et al., 2020; YOGANATHAN et al., 2022)..
Popularmente, a ADB-BUTINACA, assim como outros canabinoides sintéticos, é
conhecida como "drogas K" (K2, K4, K9).

Neste estudo, a ADB-BUTINACA foi identificada em 43 amostras de papel
cartonado encaminhadas para pericia pela Policia Cientifica do Parana (PCP), sendo
sua primeira deteccao registrada em 2021. Trata-se do canabinoide sintético mais
frequentemente identificado no periodo avaliado. Para analise de interagdo com a
albumina sérica humana (HSA), uma porcdo de papel impregnado com ADB-
BUTINACA foi selecionada (FIGURA 46). A substancia foi extraida com metanol,

recristalizada e caracterizada por CG-EM, IV e RMN.

Inicialmente, por meio da andlise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas com ionizagao por impacto de elétrons, foram identificados
trés fragmentos principais nos valores de m/z 201,1; m/z 286,2 e m/z 145,0, além da
presenca do ion molecular em m/z 330, conforme apresentado no espectro de massas

(FIGURA 47). O pico base, em m/z 201,1, corresponde ao ion acilio-indazol-alquil
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(C12H13N,0O"), formado pela clivagem entre o grupo carboxamida e o nucleo indazol,
com retengdo da porgado aromatica funcionalizada, caracteristica dos canabinoides
sintéticos da classe indazol-carboxamida. O fragmento m/z 286,2 resulta da perda da
subunidade NH,C=0 a partir do ion molecular, mantendo a cadeia lateral butil e parte
da estrutura do anel, sendo compativel com o fragmento C,,H,,Ns;O*. Enquanto o ion
m/z 145,0 é atribuido a porgéo acilio-indazol (CgHsN,O™), gerado por clivagens mais
profundas da cadeia lateral. Esses fragmentos sado considerados marcadores
espectrais uteis na identificacdo forense da ADB-BUTINACA, especialmente em
contextos em que o padrao analitico ndo esta disponivel (De Oliveira et al., 2024;

Kronstrand; Norman; Vikingsson, 2022).

FIGURA 46 — MATERIAL ENCAMINHADO A PCP EM QUE FOI IDENTIFICADO ADB-
BUTINACA.

O espectro de |V foi obtido por meio da aplicagdo da amostra, previamente
solubilizada em cloroférmio, diretamente sobre o cristal do médulo de reflectancia total
atenuada (ATR). Apos a evaporacao completa do solvente, foi realizada a leitura
espectral. Diferentemente do MDMA e da N-etilpentilona, observou-se que a ADB-
BUTINACA nao estava incluida nas bibliotecas espectrais das principais bases de
dados forenses comercialmente disponiveis, o que, do ponto de vista pericial, dificulta
a identificacdo quimica da substancia e compromete a celeridade na emisséo do laudo

pericial.

No espectro, foram identificadas duas bandas caracteristicas de amida
secundaria: a banda amida |, em 1654,74 cm™, associada ao estiramento da carbonila

(C=0), e a banda amida Il, em 1529,95 cm™, relacionada a deformacgao angular da
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ligagdo N-H. Também foi observada uma banda fraca de estiramento N-H em torno
de 3400 cm™. A amostra apreendida apresentou absorgéo na regiao de 2960-2800
cm™, tipica das vibragdes de estiramento C—-H em hidrocarbonetos saturados,
compativeis com a presenga do grupo terc-butil presente na estrutura da ADB-
BUTINACA. Destaca-se ainda uma banda alargada em torno de 3200 cm™,

possivelmente atribuida ao estiramento C—H em compostos aromaticos (FIGURA 48).

FIGURA 47 - ESPETRO DE MASSA DA SUBSTANCIA ADB-BUTINACA.
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Os espectros de RMN de 'H, 13C{1H}, HSQC e HMBC da amostra de ADB-
BUTINACA estao apresentados nas FIGURAS 49 a 52. Os deslocamentos quimicos
e as atribuicdes de sinais para o composto analisado sdo mostrados na TABELA 10.
RMN. Nos espectros de RMN de 'H da amostra de ADB-BUTINACA, foram
observados trés sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos na regiao entre 7,00
e 8,50 ppm (FIGURA 49), atribuidos aos hidrogénios H4, H5, H6 e H7. Observa-se
uma sobreposicdo dos sinais a & 7,40 ppm, relativas aos H6 e H7, os quais

apresentaram correlagédo no espectro HSQC com os carbonos 6 126,7 €  109,5 pmm.

Ainda é possivel observar no espectro de RMN de 'H quatro sinais atribuidos
a hidrogénios alifaticos na faixa de 0,90 a 2,00 ppm, e dois sinais adicionais na regiao

entre 3,50 e 5,00 ppm. Dentre os sinais alifaticos, destaca-se um singleto em & 1,16
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ppm (9H), atribuido aos hidrogénios do grupo terc-butil (H5b), que apresentou
correlagdo no experimento HSQC com o carbono em & 27,0 ppm e correlagdes no
HMBC com os carbonos em & 34,9 ppm (C4b), 6 59,8 ppm (C3b) e & 173,3 ppm (C6b),

conforme demonstrado na TABELA 10.

Adicionalmente, os sinais observados em & 4,40 (tripleto, J = 7,2 Hz; 2H), &
1,94 (quinteto, J = 7,3 Hz; 2H), 6 1,38 (sexteto, J = 7,4 Hz; 2H) e 6 0,97 (triplet, J = 7,3
Hz; 3H), associados as respectivas correlagées nos espectros de "“*C{'H} e nos
experimentos bidimensionais 'H/"*C-HMBC, confirmam a presenca de uma cadeia
butilica ligada ao anel indazol da molécula. Ainda segundo os dados apresentados na
TABELA 10, os sinais em 6 162,9 ppm e & 173,3 ppm confirmam a presenga de
carbonos carbonilicos na estrutura da substancia, ja evidenciados no espectro |V por
meio duas bandas caracteristicas de amida secundaria (1654,74 cm™ e 1529,95

cm™).

FIGURA 48 — ESPECTRO DE IV DA SUBSTANCIA ADB-BUTINACA.
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FIGURA 49 - ESPECTRO DE 'H DA NSP ADB-BUTINACA (600 MHZ, CDCLs)
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FIGURA 50 - ESPECTRO DE "C{'H} DE ADB-BUTINACA EM D20 A 150 MHZ.
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FIGURA 51 - MAPA DE CORRELAGAO DE UMA LIGAGAO 1H-13C DO EXPERIMENTO DE RMN

HSQC DA ADB-BUTINACA EM CDCI3 A 600 (1H) E 150 MHZ (13C), RESPECTIVAMENTE.
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FIGURA 52 - DE CORRELAGAO DE LONGO ALCANCE 1H-13C DO EXPERIMENTO DE RMN HMBC
DE ADB-BUTINACA EM CDClIs A 600 (1H) E 150 MHZ (13C), RESPECTIVAMENTE.
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TABELA 10 - DADOS ESPECTRAIS DE RMN DE 'H E '3C PARA A CATINONA ADB- BUTINACA
EM CDCls (600 MHZ, 298 K)

Atribuigéo "H (ppm) TH/'3C- HMBC 3C{" H}(ppm)
3 - - 141,0
3 - - 123,0
4 8.27 (m;1H) 6;3 122,5
5 7,25 (m;1H) 7,3 122,7
6 7,40 (m;1H) overlapped 4;3 126,7
7 7,40(m;1H) overlapped 4;3 109,5
7 - - 136,6
1a 4,40 (t; J=7,2; 2H) 3a; 2a; 3 49,5
2a 1,94 (quintet; J=7,3; 2H) 43; 3a; 1a 32,0
3a 1,38 (sextet; J=7,4; 2H) 43; 2a; 1a 29,2
4a 0,97 (t; J=7,3Hz; 3H) 3a; 2a 13,8
1b - - 162,9
3b 4,58 (d; J=9,5; 1H) 1b; 2b; 4b; 5b 59,8
4b - - 34,9
5b 1,16 (s; 9H) 6b; 4b; 3b 27,0
6b - - 173,3
8b - - -

LEGENDA: As atribuicdes foram baseadas em espectros 1 H, 13C{'H}, "H/'3C- HMBC, 'H/'3C- HSQC.
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4.2.2 Mapeamento do epitopo das substancias a HSA por RMN.

Antes da aquisicdo dos espectros de RMN do tipo STD para o mapeamento de
epitopos e o calculo das constantes de dissociacao, foi estabelecida a frequéncia de
excitagdo do espectro on-resonance para cada substancia. A definicdo desse
parametro é critica, uma vez que apenas 0s sinais da proteina devem ser irradiados,
permitindo que a saturagédo se propague via relaxagao cruzada intramolecular entre
os hidrogénios da propria proteina e, posteriormente, seja transferida aos ligantes

complexados por relaxagéo cruzada intermolecular na interface receptor-ligante.

Para essa avaliagao, foram testadas as seguintes frequéncias de irradiacao: 96
Hz (0,16 ppm), 300 Hz (0,5 ppm), 1440 Hz (2,4 ppm), 2400 Hz (4,0 ppm) e 3900 Hz
(6,5 ppm). Apds a analise dos resultados, a frequéncia de excitagdo on-resonance foi
fixada em 300 Hz (0,5 ppm) para o composto ADB-BUTINACA e em 2400 Hz (4,0
ppm) para os compostos MDMA e N-etilpentilona, por se tratar das regides mais

adequadas a seletiva saturagao da proteina em cada caso (FIGURA 53).

Ap0s a aquisicédo dos experimentos de RMN STD, os dados foram processados
para a obtenc&o do espectro de diferenga (STD), conforme demonstrado na FIGURA
54. Para isso, foi realizada a subtracao dos sinais presentes no espectro saturado (on-
resonance) daqueles observados no espectro de referéncia (off-resonance),

resultando no espectro de diferenca caracteristico da técnica.

Tradicionalmente, o mapeamento do epitopo do ligante € realizado mantendo-
se constante a concentragdo do ligante e utilizando um tempo de saturagao
relativamente longo (ex: dioy = 2 s), a fim de maximizar a intensidade do sinal no
espectro STD. do (Mayer; Meyer, 2001). No entanto, essa abordagem apresenta
limitagdes, pois diferentes hidrogénios do ligante podem relaxar em velocidades
distintas, além de ocorrerem eventos de religagcao entre o ligante e a proteina durante
o tempo de saturagao (Angulo, Enriquez-Navas e Nieto, 2010). Para contornar essas
limitagdes, utilizou-se a abordagem alternativa foi proposta por Mayer e James (2004),
baseada no calculo do fator de amplificacdo inicial de STD (AsTby), conforme

explicada na sec¢éo 2.2. 3.1.
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FIGURA 53 — ESPECTRO DA ADB-BUTINACA (600 MHZ, MEOH) E ESPECTRO DA ADB-BUTINACA
E O COM HSA (25:1) (600 MHZ, 298 K, D-=O/MEOH 95:05, 50 MM PBS, 50 MM DE NACL).
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FIGURA 54 - EXEMPLIFICAGAO DA OBTENGAO DO ESPECTRO DE RMN STD DA ADB-BUTINACA
NA PRESENCA DA HSA (600 MHZ, 298 K, D-2O/DMSO 95:05, 50 MM PBS, 50 MM DE NACL).
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Desse modo, apdés o processamento dos espectros de RMN STD
adquiridos em diferentes tempos de saturacédo (0,5; 0,75; 1,0; 2,0 e 3,5 s), o
mapeamento do epitopo dos ligantes foi realizado por meio do calculo do ASTD,.
Assim, o hidrogénio com o maior valor de AstDo foi atribuido como 100%, e os demais

foram normalizados com base nesse valor.

A identificacdo dos grupos funcionais dos ligantes que interagem com
residuos da proteina é essencial para a compreensao das interagdes ligante-proteina.
Como os experimentos de NMR-STD se baseiam no efeito NOE (efeito nuclear
Overhauser) entre atomos do ligante e da proteina, os valores normalizados de AsSTD,
podem ser interpretados da seguinte forma: quanto maior o valor, mais proximo é o
contato entre o grupo funcional do ligante — MDMA, N-etilpentilona ou ADB-

BUTINACA — e os residuos da proteina, refletindo uma interagdo mais significativa.

Destaca-se que atribui¢des dos hidrogénios da ADB-BUTINACA foi refeita

em um espectro de RMN "H aquirido em metanol deuterado, na tentativa de obter
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deslocamentos quimicos mais proximos ao obtidos no espectro de NMR-STD o qual
foram realizados em D20, na tentativa de minimizar os efeitos do solvente (ANEXO).

A FIGURA 55 apresenta os mapas de epitopos de ligagao obtidos para o
MDMA e a N-etilpentilona. Os valores de AsTb, nhormalizados indicam que o grupo 3,4-
metilenodioxibenzeno é a principal regido de interagdo com a albumina sérica humana
(HSA). Especificamente, o hidrogénio H6 do MDMA e o H9 da N-etilpentilona
apresentaram 0s maiores sinais nos espectros de AsTD,, sendo atribuidos como

100%, o que indica contato mais proximo com os residuos da proteina.

Por outro lado, os grupos alifaticos dos ligantes apresentaram valores
significativamente menores de AsTD, normalizado, o que reforga o papel predominante
do anel metilenodioxibenzeno na interacdo com a HSA. Esses achados estdo de
acordo com os resultados de Holowinski e Holowinski (2024), que observaram
maiores valores de STD, para hidrogénios aromaticos, indicando que o anel aromatico
€ a principal regido de ligagdo das catinonas 3- e 4-clorometcatinona (3-CMC e 4-

CMC) com a albumina.

FIGURA 55 — MAPEAMENTO DO EPITOPO DE LIGAGAO DO MDMA E DA N-ETILPENTILONAE A
PARTIR DOS EXPERIMENTOS DE RMN STD.
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LEGENDA: (A) MDMA e (B) N-etipentilona.

Com relagdo a ADB-BUTINACA, os dados indicam que trés regides da
estrutura do canabinoide que estdo relacionados com a interagcdo com a HSA:

hidrogénios aromaticos do anel indazélico (H5, H7, H6 e H4), os hidrogénios os grupos
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metila leucinato (H5b) e os hidrogénios do grupo alifatico terminal (H2a, H3a e H5b)
(FIGURA 56).

FIGURA 56 — MAPEAMENTO DO EPITOPO DE LIGAGAO DO ADB-BUTINACA A PARTIR DOS
EXPERIMENTOS DE RMN STD.
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Assim, por serem estruturalmente diversos, a UNODC adotou como
metodologia de nomenclatura dos canabinoides sintéticos, o método abreviado
sistematico, em que é baseado no modelo de quatro grupos farmacoforos,
compreendendo: grupo central, grupo de cauda, grupo de ligante e um grupo ligado
(ciclico ou nao) (Potts et al., 2020; Yoganathan et al., 2022). Desse modo, apesar de
nao terem sido observados estudos de mapeamento de epitopos com HSA para os
canabinoides sintéticos, observa-se que o0s grupos os quais ligaram a proteina estao
relacionados aos grupos que interagem com os receptores endocanabindides (CB1 e
CB2). No que concerne a interagdo com os receptores CB1, entende-se que os grupos
volumosos com o indazol na regido do grupo principal, sdo responsaveis por aumento
na interagdo com os estes receptores (Hess et al., 2016). Por meio dos dados de AsTD,
obtidos em nosso trabalho, determinou-se que os H5, H7, H6 e H4, pertencentes ao
grupo indazol, sdo os que mais contribuem para a interagao com a albumina (FIGURA
56).
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FIGURA 57 — COMPARAGAO ENTRE OS EPITOPOS DE LIGAGAO DO ADB-BUTINACA A PARTIR
DOS EXPERIMENTOS DE RMN STD E OS GRUPOS FARMACOFOROS.
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Cabe mencionar que os espectros de NMR-STD da ADB-BUTINACA
apresentaram um sinal regido de 5 4,32 ppm, o qual nao foi contabilizado para o
calculo de mapeamento de epitopos. Ao ser adquirido o espectro de H, "*C{'H} e
TH/'3C- HSQC em metanol deuterado, foi possivel observar a presenca de dois
dubletos sobrepostos (ANEXO) relacionados aos carbonos com deslocamentos
quimicos em & 49,5 ppm e & 59,9 ppm, atribuidos aos H1a e H3b, respectivamente.
Dada a sobreposicdo dos sinais e a impossibilidade de atribuigcdo inequivoca a um
unico hidrogénio, este sinal foi desconsiderado na andlise de mapeamento de

epitopos.

4.2.3 Determinacéo das constantes de dissociacdo (Kd) de MDMA, N-etilpentilona e
ADB-BUTINACA ligada a albumina humana

Durante a fase de distribuicdo farmacocinética, a ligagcao do farmaco as
proteinas plasmaticas € um processo reversivel que envolve um equilibrio dinamico
entre as fragdes livre e ligada. Apenas a fragéo livre é capaz de atravessar barreiras
biolégicas e alcangar os alvos moleculares, sendo, portanto, responsavel pela

atividade farmacoldgica do composto. Assim, monitorar a afinidade de ligacdo de um
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farmaco as proteinas plasmaticas é fundamental para entender seu comportamento
sistémico e determinar seu perfil bioldgico e toxicoldgico. A técnica de NMR-STD pode
ser usada para estimar a afinidade de ligagao entre o ligante e a proteina, que pode

ser determinada usando a constante de dissociacao (Ka).

A determinacao da constante de dissociagao (Kd¢) por espectroscopia de
RMN pode ser influenciada por diversos parametros experimentais, especialmente
pelo tempo de saturagéao (tsat) utilizado, pela intensidade dos sinais no espectro STD
e pela concentracdo do receptor (Angulo; Enriquez-Navas; Nieto, 2010). Para
minimizar esses efeitos e obter dados mais confiaveis, recomenda-se a construcao de
uma isoterma de ligacao do tipo Langmuir, baseada na variagdo da concentragao do
ligante e nos valores do fator de amplificagdo STD inicial (AsTDy) (Angulo; Enriquez-

Navas; Nieto, 2010), conforme explicado na seg¢ao 2.2.3.1.

Dessa forma, foram realizados experimentos de titulagcao por NMR-STD
na concentracdo de 20 uM de albumina sérica e variando nas concentragdes de
ligante (0,50 mM; 0,75 mM; 1,00 mM; 1,25 mM; 2,00 mM; 2,50 mM), na temperatura
298 K, alterando os tempos de saturagao (0,50 s; 0,75s; 1,00 s; 2,00 s e 3,50 s) para
os compostos MDMA e N-etilpentilona. Dessa forma, utilizando essa metodologia foi
possivel determinar as constantes de dissociagao dos sistemas MDMA (Kq = 4,36 mM)
e N-etilpentilona (Ka = 2,09 mM) com a HSA a 298 K; esses valores indicam que
ambas as drogas possuem uma afinidade baixa com a HSA nas condigdes estudadas
(FIGURA 58-59 e TABELA 11).

No caso da técnica de NMR-STD, esta ¢é ideal para o estudo de moléculas
com constante de dissociagdo (Ky) na faixa de 1 a 10 mM (MEYER; DI CARLUCCIO,
2013). Interagdes sao consideradas fracas quando os valores de Kq ultrapassam 102
mM. Assim, os valores de Kg obtidos para ambas as substancias indicam baixa
afinidade com a albumina sérica humana (HSA) e dentro da faixa de trabalho do NMR-
STD. Essa baixa afinidade era esperada para os derivados anfetaminicos avaliados,
uma vez que a HSA apresenta maior afinidade por compostos de baixo peso
molecular, lipofilicos e com carga negativa (Ghuman et al.,, 2005), enquanto os
derivados anfetaminicos sao geralmente polares e apresentam carga positiva. Dessa
forma, é possivel que outras proteinas plasmaticas, como a glicoproteina acida,

exibam maior afinidade por esse tipo de composto (Nakamura et al., 2024).
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FIGURA 58 - CURVA DE TITULACAO UTILIZANDO O Astpoj) EM FUNCAO DA CONCENTRAGCAO

DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO MDMA (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 298 K).
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FIGURA 59- CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astoor; EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE
LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO N-ETILPENTILONE (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 298 K).
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TABELA 11 - CONSTANTES DE DISSOCIAGAO (Kp) CALCULADAS UTILIZANDO OS VALORES DE
Astoo PARA MDMA E N-ETILPENTILONA (50 MM PBS, 50 MM DE NACL, 298 K).

SINAL H 5 [ppm] Ka (MmM) o (mM)
MDMA
H7 6,90 3,23 1,27
H10 6,86 3,23 1,03
H6 6,80 3,00 1,5
H11 5,98 5,85 1,18
H1 4,71 6,51 2,27
H3 1,29 1,24 0,57
MEDIA 4,36 1,18

N-etilpentilona

H9 7,71 3,73 1,42
H13 7,49 1,71 0,37
H10 7,05 2,33 0,34
H14 6,14 2,29 0,42
H2 3,16 1,65 0,48
H5 2,00 2,05 0,98
H1 1,34 1,031 0,53
H6 0,89 1,97 0,44

MEDIA 2,09 0,78

Os resultados apresentados em nosso estudo estdo de acordo com os
achados de Almeida et al. (2023), que investigou a interagao de 14 catinonas sintéticas
com a HSA por meio de cromatografia de afinidade liquida de alta eficiéncia,
observando baixa afinidade das catinonas pela albumina (na faixa de 56 a 89%).
Embora os autores ndo tenham calculado diretamente os valores de Ka,
demonstraram que os enantidmeros podem apresentar diferengas significativas
nesses valores, além de destacarem a influéncia dos grupos funcionais nas
interacbes. Catinonas contendo o grupo 3,4-metilenodioxi no anel aromatico,
associadas a cadeias alquilicas mais longas ligadas ao estereocentro e/ou a amina,
apresentaram maior afinidade pela HSA — como observado com a N-etilpentilona.

Por outro lado, catinonas sem substituintes no anel aromatico e/ou com apenas
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grupos metila no estereocentro ou na amina, como a metilona, exibiram menor
afinidade. Esses dados sdo compativeis com os achados do presente estudo, ja que
a N-etilpentilona apresentou menor Kq (ou seja, maior afinidade) em comparacgéo ao
MDMA. Embora o MDMA n&o seja uma catinona, mas sim uma fenetilamina, sua
estrutura quimica é semelhante a da metilona, analisada por Almeida et al. (2023),
que apresentou a menor taxa de afinidade entre as catinonas avaliadas (58%) e a

maior diferenga entre enantidmeros (FIGURA 60).

FIGURA 60 — ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS METILONA E MDMA.
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A maior afinidade da N-etilpentilona pela HSA, em comparagdo ao MDMA,
pode estar relacionada ao seu maior carater lipofilico. De fato, a N-etilpentilona
apresenta um valor de logP (coeficiente logaritmico de particdo octanol/agua) de 2,18,
superior ao do MDMA, cujo logP é de 1,63 (Desrosiers; Scheidweiler; Huestis, 2013;
Almeida et al., 2023).

Ressalta-se que, embora existam estudos abordando a afinidade desses
compostos pela HSA — tanto da N-etilpentiiona quanto de substancias
estruturalmente semelhantes ao MDMA —, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos que realizassem a determinagdo da constante de dissociacédo e o
mapeamento dos epitopos de interagdo dessas drogas com a albumina, o que
evidencia o carater inovador deste estudo. Além disso, este trabalho também

evidenciou o elevado numero de apreensdes de comprimidos de ecstasy no estado,
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o que reforca a importancia de aprofundar as investigagbes envolvendo essas

substancias e outras estruturalmente relacionadas, como o MDA.

Dando continuidade ao estudo com outras substancias, foram realizados
experimentos de titulagdo por NMR-STD utilizando albumina sérica humana (HSA) na
concentragdo de 5 pM e diferentes concentragdes de ADB-BUTINACA (0,050 mM;
0,100 mM; 0,150 mM; 0,200 mM; 0,275 mM), a temperatura de 298 K. Os tempos de
saturagcdo também foram variados (0,50 s; 0,75 s; 1,00 s; 2,00 s e 3,50 s). Essa
metodologia permitiu a determinagao da constante de dissociagdo do sistema ADB-
BUTINACA/HSA, cujo valor obtido foi de 0,35 mM, conforme apresentado na FIGURA
61 e na TABELA 12.

Apesar desse valor de Kd ser aproximadamente dez vezes menor do que os
determinados neste estudo para o MDMA e a N-etilpentilona, ele ainda indica uma
baixa afinidade da ADB-BUTINACA pela HSA nas condi¢gdes avaliadas, uma vez que
ultrapassa o limite de 102 mM, valor comumente adotado como referéncia para
interacdes de baixa afinidade (Ghuman et al., 2005; Chen; Zaro; Shen, 2006).

FIGURA 61- CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astoor; EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE
LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO ADB - BUTINACA (50 mM DE PBS, 298 K).
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TABELA 12 - CONSTANTES DE DISSOCIACAO (Kp) CALCULADAS UTILIZANDO OS VALORES
DE Astoo PARA ADB-BUTINACA (50 MM PBS, 298 K).

SINAL H & [ppm] Ka (mM) 5 (MM)
H4 8,34 0,38 0,10
H7 7,40 0,35 0,13
H6 7,40 0,30 0,08
H5 7,29 0,31 0,09
H2a 1,82 0,61 0,36
H3a 1,38 0,28 0,28
H5b 1,16 0,08 0,09
H4a 0,97 0,45 0,18
MEDIA 0,35 0,15

Em um estudo realizado por Santos et al. (2025), foi avaliada a afinidade
de ligagao de seis canabinoides sintéticos a albumina sérica humana (HSA) por meio
de cromatografia de afinidade liquida de alta eficiéncia. Dentre os compostos
analisados, ao menos cinco pertenciam a classe das carboxamidas de indazol (5F-
AMB, AB-PINACA, AMB-FUBINACA, AB-CHMINACA e ADB-FUBINACA), assim
como a ADB-BUTINACA. Nesse trabalho, observou-se que os canabinoides sintéticos
apresentaram uma taxa de ligagdo a HSA variando entre 98,7% e 99,9%. Essa
elevada interacdo com a proteina plasmatica pode ser atribuida, entre outros fatores,
a maior lipofilicidade desses compostos. Nesse sentido, a literatura relata que o valor
de logP da ADB-BUTINACA ¢é de 3,18 (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2025), o que é superior aos valores relatados para o MDMA e a N-
etilpentilona, o que evidencia seu carater mais lipofilico e pode justificar sua maior

afinidade com a HSA.

Apesar de ndo terem sido encontrados estudos que reportem diretamente
os valores de Kd da ADB-BUTINACA, a literatura descreve esses dados para
fitocanabinoides como o A°-tetraidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD), cujos
valores de K4 determinados por espectroscopia de fluorescéncia foram <104 mM e
1,8 x 103 mM, respectivamente (FANALLI et al., 2011; LIU et al., 2022). Assim, os

resultados obtidos neste trabalho indicam que a ADB-BUTINACA apresenta uma
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ligacdo mais fraca a HSA em comparagao aos fitocanabinoides, o que é um achado
relevante do ponto de vista farmacocinético. Isso porque, quanto maior a fracdo de
droga livre — ou seja, ndo ligada a proteinas plasmaticas —, maior sera, em principio,
a quantidade disponivel para interagir com os receptores farmacolédgicos e exercer

seus efeitos.

Cabe destacar que a faixa de concentragdo de ADB-BUTINACA em excesso
variou entre 10 e 55 vezes a quantidade de HSA, o que difere das condi¢des aplicadas
as demais drogas estudadas — MDMA e N-etilpentilona —, nas quais o excesso de
ligante variou de 20 a 100 vezes, conforme apresentado nas TABELAS 2 e 3 (segao
3.4.2.2). Conforme ilustrado na FIGURA 62, a curva de titulagéo obtida por meio do
valor de AsTD, em funcéo da concentracdo da ADB-BUTINACA revela duas regides
distintas: a primeira entre 0,05 mM e 0,25 mM (excesso de 10 a 55 vezes o valor de
HSA), e a segunda entre 0,40 mM e 0,75 mM (excesso de 80 a 150 vezes). De modo
geral, o grafico apresenta uma tendéncia sigmoide, em vez de uma assintota com
platé bem definido. No entanto, ao se considerar apenas a primeira regido, observa-
se um comportamento compativel com uma curva assintota, indicando que,
teoricamente, a saturacdo seria atingida em torno de 0,27 mM — ou seja, com um
excesso de ligante de aproximadamente 55 vezes a concentragdo da proteina.
Todavia, a partir de 0,40 mM, os valores de ASTD, voltam a crescer, quase de forma
linear (FIGURA 62).

Como ja mencionada a ADB-BUTINACA é uma molécula lipofilica e de baixa
solubilidade em agua, desse modo as analises foram feitas em um sistema com 5%
de DMSO a fim de favorecer a solubilidade desse canabinoide sintético, sem causar
a desnaturagéo proteica. Todavia, entende-se que a presenga de excesso de ligante
em demasiado poderia levar a formagéo de agregados e interferir nos resultados de
STD, haja vista que esses agregados poderiam se comportar como macromoléculas
no experimento (Walpole et al., 2019). No entanto, esse nao parece ser o caso neste
estudo. Haja vista que ocorre um crescimento valores de Astp, na faixa de
concentragdo de 0,40 mM a 0,50 mM de excesso de ligante, o que sugere haver
moléculas de ADB-BUTINACA disponivel para a interagdo com a HSA, ou seja, livres
€ nao agregadas. Todavia, na concentragao de 0,75 mM de excesso, observa-se a

diminuicdo no valor de Astp,. Essa reducdo possivelmente ocorreu por causa do
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aumento da concentragao de muitas moléculas de ADB-BUTINACA livres em solugao,
sem se ligar ao receptor, diluindo o sinal observado e reduzindo a eficiéncia da

transferéncia de saturacédo (Angulo, Enriquez-Navas e Nieto, 2010).

FIGURA 62- CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astoor; EM FUNGCAO DA CONCENTRAGAO DE
LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO ADB - BUTINACA (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 298 K).
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Adicionalmente, os sinais observados no espectro ndo poderiam ser e
agregados de ADB-BUTINACA, ja que na regido de saturagcdo da proteina HSA ( ©
0,5 ppm) ndo sao observados sinais da ADB-BUTINACA, portanto, os sinais
possivelmente refletem de fato a interagdo da ADB-BUTINACA com HSA.

Outra hipétese para o perfil sigmoide observado na curva de titulagao da ADB-
BUTINACA seria a presenga de multiplos sitios de ligacdo desse canabinoide a HSA,
0 que poderia, a partir de determinada concentracdo, desencadear um efeito
alostérico. A HSA é conhecida por possuir diversos sitios de ligacao distribuidos de
forma assimétrica ao longo de sua estrutura tridimensional, os quais podem ser
influenciados por alteragbes conformacionais induzidas por ligantes (Ghuman et al.,

2005). No caso dos acidos graxos, por exemplo, sabe-se que a HSA apresenta até
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nove sitios de ligagao distintos, cuja ocupacéo depende tanto da afinidade quanto do
grau de saturagdo. Assim, os sitios FA 8 e FA 9 s6 s&o ocupados na presencga de
acidos graxos de cadeia curta e apés a saturagao dos sitios de maior afinidade (Ashraf
et al. 2023). De forma analoga, € plausivel considerar que, apds a saturagao dos sitios
primarios de maior afinidade pela ADB-BUTINACA, o ligante comece a interagir com
sitios secundarios. Essa ocupacao progressiva explicaria o comportamento sigmoide
da curva, com a formacdo de uma assintota representando a saturacao inicial dos
sitios principais, seguida por uma nova fase de ligagao associada aos sitios de menor

afinidade.

Na tentativa de compreender a interacdo entre a ADB-BUTINACA e a
HSA, foi realizado um experimento de determinac&o do raio hidrodinamico (Rn)
utilizando a técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS), sob as mesmas
condigdes empregadas nos experimentos de NMR-STD. O DLS é uma técnica que
mede o0 movimento browniano das particulas em solugao para estimar seu Rn, o qual
representa o tamanho hidrodinamico efetivo da particula, levando em consideragao

sua interacdo com o solvente (Yang et al., 2020).

Por meio dessa técnica, observou-se que os valores médios de Rn do
sistema HSA com ADB-BUTINACA, nas proporgdes proteina/ligante (P/L) de 1:20,
1:30, 1:40 e 1:50, foram proximos, mas ligeiramente menores que o Rn da proteina
isolada, apresentando valores de 4,75 nm, 485 nm, 481 nm e 3,11 nm,
respectivamente (FIGURA 63). O Rn da HSA isolada foi de 5,52 + 0,59 nm, valor
compativel com os dados previamente descritos na literatura de tamanho da HSA
monomérica (Bardik et al., 2012; Yang et al., 2020).

Observa-se ainda que, nas propor¢oes com maior excesso de ADB-
BUTINACA (1:80, 1:100 e 1:150), os valores de Rn do sistema tornaram-se
progressivamente menores e mais distantes do valor obtido para a proteina isolada,
com resultados de 2,49 nm, 2,59 nm e 1,87 nm, respectivamente. Esse
comportamento pode indicar mudancas estruturais relacionadas ao excesso de

ligante.

Em um trabalho realizado por Wang et al. (2020), por meio de modelos

tedricos de docking molecular, observou um alteragdes no raio de giro (Rg) - uma
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medida da distribuicdo da massa de uma particula em relagédo ao seu centro de massa
— da interagdo metilferulato (MF) com HSA. O valor médio de Rgq do sistema de
interacdo HSA-MF foi de 27,45 + 0,23 °A, enquanto da HSA pura foi de HSA foi de
28,37 £ 0,16 °, indicando que a presenga do MF causou uma contragdo do HSA.
Desse modo, a assim como ocorreu com metilferulato, a interagcdo com a ADB-

BUTINCA parece alterar a conformacgao da proteina.

FIGURA 63 — RAIO HIDRODINAMICO DA HSA E NA PRESENGA DA ADB-BUTINACA.

6.5 5

6.0 -
5.5
Ry =~4,8nm
= 5.0+ —
E o [FE) o e
ki R. = 5,5nm Gfe + ADB
S 40 A —i‘i‘&%
- .U~ HEoe 4
£ ey .
< STpo? (excesso de até 40x)
g > i F
=, it
T 304 B Sl
2 »
€ 55 a - ?f}}
' 1‘%‘%" +  ADB
= (excesso de 80-150x)
1.5 —
Ry=~2,0nm
1.0 -
T T T T T T T T
Qfov é\rﬁb Q),\-?’Q Q;NP“ @‘\% 6\%‘“ '\QQ *'\,"\"9
O 9 < o o $ )
A I A
b'S Y Y by 'S Q‘% Qﬁ)

LEGENDA: Determinacao do raio hidrodinamico da HSA puro (5 x 10-* mM) e na presenca de ADB-
BUTINACA em diferentes taxas de excesso: 1:20 (0,10 mM); 1:30 (0,15 mM); 1:40 (0,20 mM); 1:50
(0,25 mM); 1:80 (0,40 mM); 1:100 (0,50 mM) e 1:150 (0,75mM).

E importante destacar que a faixa de concentragdo de excesso de ADB-
BUTINACA na qual se observa a maior redugédo no R, entre 0,4 e 0,75 mM, coincide
com a regiao do grafico da FIGURA 61 em que ocorre o segundo aumento nos valores
de AsTD,, logo apdés a formacdo da assintota. Esse achado sugere uma possivel
correlacao entre a reducéo expressiva do Rn € 0 novo incremento na taxa de AsTD,.
Tal observacao reforga a hipotese de que a ADB-BUTINACA interage com multiplos
sitios de ligacdo na HSA, o que pode resultar em alteragdes conformacionais na
estrutura da proteina. Além disso, a medida que mais ADB-BUTINACA se liga ao HSA,
sua estrutura fica mais lipofilica, reduzindo as interagdes da macromolécula com a

moléculas de agua, e consequentemente, redugao do Rn.
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Outra metodologia analitica utilizada para avaliar a alteragdo conformacional
entre a interacdo proteina e ligante € a técnica do dicroismo circular (DC). A
espectroscopia de dicroismo circular (DC) é uma técnica sensivel que permite
monitorar alteragdes conformacionais na albumina sérica humana (HSA) decorrentes
da ligacdo com pequenos ligantes. A analise espectral de DC permite inferir se o
ligante estabiliza, desnatura ou causa reorganizacoes alostéricas na estrutura da HSA
Como a HSA ¢é uma proteina rica em estrutura a-helicoidal, com bandas
caracteristicas em 208 e 222 nm, variagcdes na intensidade ou forma dessas bandas
podem indicar mudancgas estruturais induzidas pelo ligante (Zsila, 2013). Todavia
devido a intensa absorgédo da ADB-BUTINACA na regiao ultravioleta (UV) distante
(190 — 250 nm), impossibilitou a avaliagdo da alteragdo de conformacdo da HSA na
presenca de ADB-BUTINACA por essa técnica (ANEXO 2).

4.2.4 Determinacéao do sitio de ligacdo da ADB-BUTINACA ao HSA

O mapeamento do epitopo de ligagao da albumina sérica humana, ou seja, a
identificacao do sitio de interagdo da ADB-BUTINACA com a proteina, foi realizado
por meio de experimentos de NMR-STD com sondas competitivas. A HSA é composta
por 585 residuos de aminoacidos distribuidos em trés dominios, e apresenta trés sitios
principais de ligac&o a drogas: sitio | (subdominio IlA), sitio Il (subdominio Ill1A) e sitio
[l (subdominio IB). Varfarina, diazepam e lidocaina sdo sondas competitivas classicas
para os sitios I, Il e lll, respectivamente, sendo amplamente utilizadas para determinar
sitios de ligagdo de compostos bioativos de forma rapida e eficiente (Ghuman et al,
2005; Wang et al, 2020).

Neste estudo, os espectros de NMR-STD competitiva estdo apresentados na
FIGURA 64. Os sinais de STD referentes as trés sondas foram claramente
observados, confirmando sua interagdo com a HSA. Durante o experimento, a
concentragdo da ADB-BUTINACA foi mantida constante (0,15 mM), enquanto as
concentragdes das sondas foram ajustadas em dois niveis: 0,15 mM e 0,27 mM. Apos
a aquisicado dos espectros, avaliou-se a alteracdo na intensidade dos sinais dos
hidrogénios da ADB-BUTINACA na presenga e auséncia das sondas competidoras.

Para essa analise, foram considerados apenas os sinais dos hidrogénios que nao
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apresentavam sobreposicdo com os das sondas. Os valores de Astp foram calculados
conforme a EQUACAO 1 (Secéo 2.2.3.1) e estdo apresentados nas TABELAS 13.

Observou-se que, na propor¢ao de 1:1 entre ADB-BUTINACA (0,15 mM) e as
sondas (varfarina, diazepam e lidocaina), os valores de ASTD da ADB-BUTINACA
apresentaram leve reducdo em relacdo ao sistema sem competidores. Esse
comportamento sugere uma competicdo entre a ADB-BUTINACA e os trés ligantes
classicos, indicando uma possivel interagcao do canabinoide sintético com os trés sitios
de ligagao da HSA.

A utilizagdo de sondas competidoras para identificar os sitios de ligagao entre
proteinas e ligantes € amplamente descrita na literatura. Em um estudo que investigou
ainteracao entre a vitamina B12 e a albumina sérica humana (HSA) por meio de NMR-
STD, observou-se reducédo dos sinais na presenca de varfarina (sitio 1) e lidocaina
(sitio IllI), sugerindo competicdo e, portanto, provavel interacdo da vitamina B12
nesses sitios. Por outro lado, nenhuma alteracdo foi detectada na presenca de
ibuprofeno (sitio 1), indicando auséncia de interacao nesse local (Sun et al., 2021). De
forma semelhante, Wang et al. (2020) demonstraram que o metilferulato apresentou
reducdo nos sinais de NMR-STD quando incubado com varfarina e ibuprofeno, o que
indica que essa molécula pode interagir com os sitios | e Il da HSA. Mais
recentemente, Holowinski e Dybowski (2024) relataram que as catinonas 3-
clorometcatinona e 4-clorometcatinona apresentaram diminui¢do dos sinais de NMR-
STD na presenca de varfarina e diazepam, sugerindo que essas substancias também

interagem com sitios | e Il da HSA, respectivamente.

A hipotese de interacdo de ADB-BUTINA com os sitios I, Il e Ill da HSA é
reforcada pelos dados obtidos nos experimentos de docking molecular (FIGURA 65).
Nas analises de docking e simulagdes de dinamica molecular foram conduzidas com
o objetivo de investigar a afinidade da ADB-BUTINACA pelos sitios |, Il e lll da HSA.
Os resultados revelaram energias livre de ligacdo (AG) apresentavam valores
proximas para os trés sitios: —5,1 kcal/mol (sitio 1), =4,9 kcal/mol (sitio Il) e -4,7
kcal/mol (sitio lll). Embora o sitio | tenha apresentado o menor valor de AG, a diferenga
em relagdo aos demais sitios € pouco significativa, indicando que ndo ha uma

preferéncia marcada da ADB-BUTINACA por um sitio especifico da HSA.
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FIGURA 64 — EXPERIMENTO DE COMPETICAO POR SiTIO POR RMN STD.
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LEGENDA Experimentos de RMN STD por competi¢cao de sitio com varfarina (B-D), lidocaina (E-G) e
diazepam (H-J), onde D, G e J sdo os espectros de RMN de 1H para as trés sondas. Os sinais das
sondas foram indicados pelo simbolo (*) nos espectros de RMN de STD. [HSA] = 5 uM, [ADB] =
0,15mM, [Sondas] = 0,15 mM /0,275 mM, pH =7,2; T = 298 K.
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TABELA 13 — VALORES DE ASTD NA PRESENCA DE VARFARINA, DIAZEPAM E LIDOCAINA.

Astp
ADB- ADB-BUTINCA 0,15Mm AsTtb com VAEFARINAI Astp
H BUTINACA " - (%)
() Varfarina Varfarina b/a c/a ¢/b
0,15mM (b)  0,275mM (c)
H4 5,6 4,4 5,9 78,3 105,0 134,1
H7 6,3 4,3 7,8 68,0 123,3 181,3
H6 - - - - - -
H5 - - - - - -
H2a 3,5 2,7 1,96 77,1 56,0 72,6
H3a 3,9 2,9 1,1 74,9 28,4 37,9
H5b 1,8 1,3 2,7 71,9 149,5 207,6
H4a 4,5 3,2 5,9 71,2 131,3 184,3
Média 73,6 98,9 136,3
Astp
ADB- ADB-BUTINCA 0,15Mm AsTp com D|:>ZEPAM/ Astp
H BUTINACA Diazepam Diazepam )
(a) 045mM (b) 0.275mM(c)  °/2 c/a c/b
H4 5,6 4,3 5 76,5 89,0 116,3
H7 6,3 4,9 5,3 77,4 83,8 108,1
H6 - - - - - -
H5 6,4 5,2 53 80,0 81,6 101,9
H2a 3,4 2,9 3,2 83,6 92,2 110,3
H3a 3,8 2,8 3,3 72,3 85,2 117,8
H5b 1,8 1,5 1,7 83,1 94,1 113,3
H4a 4,4 3,3 3,9 73,5 86,8 118,2
Média 78,1 87,5 112,3
Astp
ADB-BUTINCA 0.15Mm Astp com Lipocainal AsTp
H ADB- ’ (%)
BUTINACA Lidocaina Lidocaina
(@) 0,15mM (b) _ 0,275mM (b) b/a c/a c/b
H4 5,6 5,9 5,6 105,0 99,6 94,9
H7 6,3 6,2 5,9 98,0 93,3 95,2
H6 6,9 6,5 6,4 93,2 91,8 98,4
H5 6,4 6,4 6,3 98,5 97,0 98,4
H2a 3,4 3,8 3,8 109,6 109,6 100,0
H3a 3,8 2,4 1,2 61,9 30,9 50,0
H5b 1,8 1,8 1,9 99,6 105,2 105,5
H4a 4,4 4,4 4,2 97,9 93,5 95,4
Média 95,5 90,1 92,2

LEGENDA: *Sobreposi¢céo de sinais da sonda varfarina com a ADB-BUTINACA
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FIGURA 65 — SIMULACAO DE INTERAGAO DA ADB-BUTINACA AO NO SITIO I.

AG SIiTIO
-5,1 kcal/mol Sitio |
-4,9 kcal/mol Sitio Il
-4.7 keal/mol Sitio Il

LEGENDA: ADB-BUTINACA representada em azul e HSA em dourado.

Patel et al. (2017) observaram, por meio de estudos de modelagem molecular,
que a catinona mefedrona apresenta predilecao pelo sitio | da albumina sérica bovina
(BSA). De forma semelhante, o anti-hipertensivo telmisartana demonstrou interagao
exclusiva com o sitio | da HSA, também com base em analises de docking molécula
(Bratty 2020). Esses achados contrastam com os resultados obtidos para a ADB-
BUTINACA, cujos ensaios de modelagem e competicdo com sondas indicam
interacdo com multiplos sitios de ligagao na HSA. Essa hipétese é refor¢gada pelo perfil
sigmoide da curva de Astp, € pela acentuada redugéo no raio hidrodinamico (Rh)
observada em concentragdes especificas, sugerindo a ocupagao sequencial de

diferentes dominios e possiveis alteragdes conformacionais da proteina.

Diversos estudos demonstram que a ligacdo de farmacos classicos aos
principais sitios da albumina sérica humana (HSA) pode desencadear efeitos
alostéricos, modificando a afinidade de ligacao de outras moléculas. A varfarina, por
exemplo, que se liga preferencialmente ao sitio | (Sudlow I), € conhecida por induzir
alteragdes conformacionais na HSA que reduzem a afinidade de ligantes no sitio Il,
caracterizando uma cooperagcdo negativa intersitio (The; Carter, 1992). Segundo

Ascenzi et al. (2011), tanto a varfarina quanto o ibuprofeno, ao interagirem com o sitio
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FA2, podem induzir mudangas estruturais que interferem na coordenagéo do grupo

heme, retardando a nitrosilagdo da HSA-heme-Fe (llI).

O diazepam, um ligante classico do sitio Il, também apresenta interagées
cruzadas com o sitio |, reforcando a hipotese de alosterismo intramolecular entre
dominios distintos da HSA (Zsila et al., 2007). Além disso, estudos indicam que
determinados farmacos podem facilitar ou dificultar a ligagdo de outras substancias a
HSA. Em ensaios de competicdo, observou-se que a vitamina C aumentou a afinidade
da carbamazepina a HSA, enquanto o paracetamol teve o efeito oposto, diminuindo

essa afinidade (Thomas et al., 2023).

Em um estudo recente, Jayaraj et al. (2021) demonstraram que a testosterona
interage com multiplos sitios de ligacao acoplados alostericamente na HSA. Esses
sitios sdo compartilhados com acidos graxos livres, os quais podem deslocar a
testosterona da proteina em diferentes condi¢des fisioldgicas ou patologicas, afetando

diretamente sua biodisponibilidade.

Embora menos investigada sob a ética alostérica, a lidocaina tem sido descrita
como capaz de induzir modificagdes conformacionais locais na HSA que, ainda que
de forma indireta, podem influenciar interagcées em sitios distantes (Hein et al., 2010).
Esses dados reforcam a importancia dos efeitos alostéricos na modulagao da ligagao
farmaco-HSA, os quais podem impactar significativamente a distribuicao,

disponibilidade e eficacia terapéutica de medicamentos coadministrados.

Conforme demonstrado na Tabela 13, o aumento da concentracéo de lidocaina
para 0,275 mM promoveu uma redugao ainda mais significativa nos valores de Astp
dos sinais de hidrogénio da ADB-BUTINACA, quando comparados aos valores obtidos
para o canabinoide na auséncia da lidocaina e na presenca de 0,15 mM do anestésico.
Esse resultado reforca a hipétese de competicao entre as duas moléculas pelo sitio
[II' (subdominio IB) da HSA, indicando uma provavel interacdo da ADB-BUTINACA

com esse mesmo sitio de ligagao.

De forma oposta, para os sitios | e Il, o aumento da concentracido dos
competidores resultou, curiosamente, em elevagdo dos sinais de Asto da ADB-

BUTINACA, mesmo considerando que esses competidores possuem, em teoria, maior
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afinidade pela HSA que a ADB-BUTINACA (Faroongsarng 2016; Rafols et al, 2018).
Uma possivel explicagdo para esse comportamento € a ocorréncia de modulagao
alostérica positiva: a ocupacao dos sitios | ou Il por varfarina ou diazepam pode induzir
alteragdes conformacionais na HSA que favorecam, em vez de prejudicar, a ligagao
da ADB-BUTINACA a sitios alternativos, como o sitio lll (IB) ou aos sitios de acidos

graxos (FA).

Santos et al. (2025), por meio de ensaios de competicdo cromatografica e
analises de docking molecular, observaram uma predilecdo de canabinoides sintéticos
pelo sitio | do HSA, com valores de energia livre de ligagao variando entre -8,2 e -9,6
kcal/mol. Ainda, nos ensaios relacionados ao sitio || do HSA, identificaram que
compostos como 5F-AMB, AB-PINACA e AMB-FUBINACA nao competem com L-
triptofano, mas interagem alostericamente com (S)-ibuprofeno, o que reforga a
existéncia de efeitos alostéricos modulando as interagbes com a HSA. O composto
AB-CHMINACA, por sua vez, demonstrou afinidade por ambos os sitios | e Il,
competindo com varfarina e L-triptofano, além de exibir modulag¢ao alostérica com (S)-

ibuprofeno.

Apesar da escassez de estudos sobre canabinoides sintéticos e suas interacdes
com a HSA, esses achados indicam que o alosterismo é uma caracteristica presente
e relevante nesse grupo de compostos. Desse modo, os resultados obtidos, dao
indicios de uma interagcao da ADB-BUTINACA com os trés principais sitios da HSA,
apresentando comportamento compativel com modulagdo alostérica induzida por
varfarina e diazepam. Em outras palavras, a presenga desses ligantes poderia
favorecer a ligacdo da ADB-BUTINACA em sitios alternativos, de forma dose-
dependente. Todavia, seria interessante a realizagcdo de mais estudos, com uso de
outras sondas competidoras e analise de Asto em mais concentragcdes para

confirmacéao do perfil de interacao.

E relevante destacar a importancia dos achados obtidos neste estudo,
especialmente considerando o contexto do uso concomitante de drogas licitas e
ilicitas. Farmacos como lidocaina e diazepam sdo amplamente utilizados nesse
cenario. A lidocaina, por exemplo, € um diluente classico em amostras de cocaina,

frequentemente identificado em analises forenses (Pichini et al., 2017). Enquanto os
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benzodiazepinicos, como o diazepam, sdo comumente administrados em contextos
clinicos de intoxicagdo aguda para conter episddios de agitagado psicomotora e crises
convulsivas associadas ao uso de estimulantes ou canabinoides sintéticos (De
Oliveira et al., 2023)

A possivel competicdo entre farmacos e a ADB-BUTINACA pelos sitios de
ligagdo na albumina sérica humana pode impactar significativamente sua
farmacocinética. A ocupacao preferencial de sitios alostéricos, decorrente da ligagao
do diazepam ao sitio Il, por exemplo, poderia reduzir a fragcao livre da ADB-BUTINACA
na circulagao, afetando sua distribuicdo e agao farmacodinamica. Isso implicaria em
uma maior permanéncia da ADB-BUTINACA no organismo, podendo desencadear
efeitos farmacoldgicos menos previsiveis — 0 que néo seria desejavel em um contexto
clinico de intoxicagdo por canabinoides sintéticos. Embora o tetrahidrocanabinol
(THC) nao apresente evidéncia de competicao significativa com o diazepam pelo sitio
Il da HSA (Fanali et al., 2012), os dados obtidos neste estudo sugerem que a ADB-
BUTINACA pode interagir com esse sitio, evidenciando comportamentos distintos

entre fitocabinoides e canabinoides sintéticos.

Além disso, a constante de dissociagéo (Kq) estimada para a ADB-BUTINACA
foi superior a 1072 mM, o que caracteriza uma ligacgao fraca @ HSA. Estudos anteriores
indicam que compostos com baixa afinidade podem se associar a regides né&o
candnicas da proteina ou apresentar multiplos modos de ligagao, refletindo em uma
menor especificidade por sitios classicos (Wenskowsky etal., 2022). Essa
caracteristica pode contribuir para um perfil farmacocinético mais variavel, sobretudo
em situacdes de policonsumo ou interagcdo medicamentosa. Por fim, embora mais
estudos sejam necessarios para caracterizar com maior precisdo o perfil de ligagao
da ADB-BUTINACA a HSA e suas possiveis implicagdes farmacoldgicas, os achados

deste trabalho fornecem indicios importantes da complexidade dessas interacdoes.
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5 CONCLUSAO

A identificagdo e caracterizagdo de novas substancias psicoativas ainda
representam um desafio relevante tanto no Brasil quanto no cenario internacional,
devido a constante ocorréncia de compostos inéditos e a escassez de dados
toxicologicos. Este estudo contribui para o enfrentamento dessa problematica ao
reunir, analisar e interpretar um amplo conjunto de evidéncias forenses oriundas do

estado do Parana, no periodo de 2014 a 2024.

Foram examinados 3918 laudos periciais e resultantes de 993 requisicoes,
culminando na identificagcdo de 53 diferentes NSP — com predominancia de
compostos das classes das feniletilaminas e dos canabinoides sintéticos. Observou-
se uma diversificacdo crescente ao longo do tempo, com destaque recente para a
elevagao na deteccdo de NBOHs, MDA e LSD. Essas mudancas refletem ndo apenas
a dindmica do mercado ilicito, mas também possiveis impactos regulatérios e
modificagbes nas cadeias de produgcdo e distribuicdo. Geograficamente, as
apreensdes se concentraram em centros urbanos mais populosos, enquanto areas de
fronteira ndo apresentaram protagonismo, sugerindo a necessidade de investigagées
direcionadas as rotas de entrada e distribuigao local. A sazonalidade observada nas
apreensdes e a prevaléncia de canabinoides sintéticos impregnados em papel,
especialmente no contexto prisional, ilustram a influéncia de fatores socioculturais e

logisticos sobre os padrdes de consumo.

Do ponto de vista institucional, o estudo também promoveu avangos operacionais,
ao eliminar o passivo de analises periciais pendentes envolvendo as matrizes "selo"
(até 2024) e "ecstasy" (até 2020), algumas das quais remontavam a mais de uma
década. A atualizagédo e expansao das bibliotecas espectrais dos instrumentos
analiticos contribuiram para a melhoria da eficiéncia forense, reduzindo custos,

otimizando recursos e garantindo maior precisdo nas identificagdes.

Adicionalmente, a pesquisa abordou aspectos toxicologicos relevantes das
substancias mais frequentes, incluindo o estudo da interacdo com a albumina sérica
humana . Foram determinadas, pela primeira vez, as constantes de dissociacédo para
a ADB-BUTINACA, MDMA e N-etilpentilona, todas com valores inferiores a 102 mM,
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indicando baixa afinidade, em consonancia com dados previamente descritos para

outras drogas sintéticas.

Notavelmente, os achados sugerem que a ADB-BUTINACA interage com os trés
principais sitios de ligagdo da HSA, com indicios de modulagdo alostérica dose-
dependente com o medicamento varfarina e diazepam. Tal evidéncia reforca a
necessidade de aprofundar os estudos farmacocinéticos desses compostos,
considerando possiveis interagdes competitivas com farmacos comumente utilizados

em contextos de intoxicagao e emergéncia médica.

Em suma, este estudo fornece uma base inédita sobre o perfil das NSP no Parana,
conciliando dados forenses, legislativos e toxicoldgicos, e reafirma a importancia de
acdes integradas entre ciéncia, politica publica e justica criminal no enfrentamento

dessa crescente ameaca a saude publica.

5.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A manutengcdo e a ampliagdo da biblioteca espectral forense requerem
continuidade, uma vez que novas substancias psicoativas (NSP) sdo identificadas
anualmente. Como demonstrado no presente estudo, o perfil quimico das apreensdes
€ sazonal, o que reforca a necessidade de monitoramento continuo para subsidiar

politicas publicas eficazes.

Além disso, recomenda-se o aprofundamento dos estudos de interagdo com a
albumina sérica humana, dada a escassez de dados e a ampla circulagdo dessas
substancias no mercado ilicito. Especificamente, sugere-se a determinacdo da
constante de dissociagdo do MDA, cuja prevaléncia tem aumentado nas apreensdes
no estado, bem como a ampliagdo dos ensaios envolvendo MDMA e N-etilpentilona.
A identificacdo dos sitios de ligagdo desses derivados anfetaminicos a HSA seria

especialmente relevante para compreender seus perfis farmacocinéticos.

No caso da ADB-BUTINACA, novos experimentos utilizando diferentes
concentragdes de sondas competitivas, bem como a aplicagao de sondas alternativas,
poderiam elucidar com maior precisao os sitios de interagdo com a HSA. Tais dados

sao fundamentais para compreender os possiveis efeitos farmacocinéticos e
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toxicologicos dessa substéncia. Complementarmente, estudos de modelagem
molecular podem contribuir para a compreensido da modulagdo alostérica e das

alteragdes conformacionais induzidas na proteina.

Por fim, investigagcdes mais aprofundadas sobre as rotas de trafico de drogas
sintéticas sao cruciais para orientar a alocagao de recursos publicos na contencao da
entrada dessas substancias no pais. Também se faz necessario explorar os fatores
que efetivamente influenciam o mercado de drogas, como caracteristicas
populacionais e impactos da legislagéo, a fim de avaliar o real efeito das medidas de

controle sobre a dindmica desse mercado ilicito.
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ANEXO 2 - ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR

FIGURA 01 — ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR DA HSA.
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LEGENDA: Espectro de dicroismo circular da HSA na concentragdo de 5 x10>mM em solugdo de
apresenta o espectro de dicroismo € a

aquosa tamponada com 5% de DMSO. Parte superior
porcao inferior o espectro de fluorescéncia UV.

FIGURA 02 — ESPECTRO DE DICROiISMO CIRCULAR DA HSA COM ADB-BUTINACA (1:20).
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LEGENDA: Espectro de dicroismo circular da HSA com ADB-BUTINACA na concentragdo de 10 mM

em solucdo de aquosa tamponada com 5% de DMSO. Parte superior

dicroismo e a porgéo inferior o espectro de fluorescéncia UV.

FIGURA 03 — ESPECTRO DE DICROiISMO CIRCULAR DA HSA COM ADB-BUTINACA (1:40).
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LEGENDA: Espectro de dicroismo circular da HSA com ADB-BUTINACA na concentragdo de 2 x 108
mM em solugédo de aquosa tamponada com 5% de DMSO. Parte superior  apresenta o espectro
de dicroismo e a porgéo inferior o espectro de fluorescéncia UV.

FIGURA 04 — COMPARAGAO DOS ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR DA HSA COM ADB-
BUTINACA.
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LEGENDA: Espectro de dicroismo circular da HSA com ADB-BUTINACA. Em azul, espectro de HSA
puro. Em vermelho, espectro de HSA com ADB-BUTINACA na concentragao de 104 mM. Em verde,
HSA com ADB-BUTINACA na concentragdo de 2 x 10~ mM na concentracao de 2 x 103 mM .



widd o0 s

c'g

o e 1 o 2121 =
CEATIN celel &
0 oL S'L 0c = o'g = 2 o 0oL S L 08
1 [ ] 1 1 1 1 [} 1 1 1

Y Y —.Ja A

‘'Odvd3LN3d TONVLIIN WIVOVNILNEG-9AaV VA H, NAY 3d Od103dS3 — L VdNOId

H, 3d NINY 3d SOY.1D03dS3 — € OX3ANV

991



167

ANEXO 4 - ESPECTROS DA BIBLIOTECA DE IV

FIGURA 1 - ESPECTRO DE IV DE ADB-BUTINACA OBITIDO DA BIBLIOTECA FORENSE
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FIGURA 2- ESPECTRO DE IV DE ADB-4en-PINACA OBITIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 3 — ESPECTRO DE IV DE BROMAZOLAM OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 4 - ESPECTRO DE IV DE CAFEINA OBITIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 5 — ESPECTRO DE IV DE CETAMINA OBITIDO DA BIBLIOTECA FORENSE
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FIGURA 6 — ESPECTRO DE IV DE CBD OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 7 - ESPECTRO DE IV DE DOB OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 8 - ESPECTRO DE IV DE DOC OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 9 - ESPECTRO DE IV DE ETILONE OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 10 - ESPECTRO DE IV DE FENTANIL OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE
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FIGURA 12 - ESPECTRO DE IV DE HELIONAL OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.

100

MI F/J\//P/Mﬁl I/\I
P | | | I/‘l n
%7 U\\.‘ |\| ‘ ||||| | N ||“\4

‘I J|
\Ml |

"ﬁ‘H

80
|

Transmittance [%)]
70
|

60
|

50
|

40

30
|

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm-1



173

FIGURA 13 - ESPECTRO DE IV DE ISOPROPILBENZILAMINA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 14 — ESPECTRO DE IV DE MDA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.

RSN A,
M P R
NPaA / ™ o Al
Il‘u f1||.“ | ‘ it 'r|_| |.|ﬂ’U || Jﬂ]'
_ | M RIS VI It
. | It
- I N ‘ |
| Ill'lhl ' J |
A I
bty | |
— M I'.m[n[ ll\ |
£ 9 | |
g |
S J
m
i
T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber cm-1



FIGURA 15 - ESPECTRO DE IV DE MDA-19 OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE IV DE MDMB - BUTINACA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURAS 16 - ESPECTRO DE IV DE MDMA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 18 - ESPECTRO DE IV DE MDMB - 5Br- INACA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 19 - ESPECTRO DE IV DE MDMB -4en- PINACA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 20 - ESPECTRO DE IV DE METANFETAMINA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE IV DE N-ETILPENTILONA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE IV DE N-ETILPENTILONA OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE IV DE 25B- NBOHOBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 24 - ESPECTRO DE IV DE 25I- NBOH OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE IV DE 25E- NBOH OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 26 - ESPECTRO DE IV DE 25B- NBOMe OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 27 - ESPECTRO DE IV DE 25i- NBOMe OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 28 — ESPECTRO DE IV DE 30N- NBOMe OBTIDO DA BIBLIOTECA FORENSE.
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ANEXO 5 - ESPECTROS DA BIBLIOTECA DE EM.

FIGURA 1 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA ADB-BUTINACA DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 2 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA BROMAZOLAM DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 3 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA ADB-4en-PINACA DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 4 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA ADB-BUTINACA DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 5 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA CAFEINA DA BIBLIOTECA
FORENSE.



1004

50+

55

67

82

165

136
| 122 1s0

183

194

179

94
| |"II’I' N S T A N B B N S B
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

FORENSE.

1004

50+

42 51 63

180

152
146

138
166
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FIGURA 7- ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA CLOBENZOREX DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 8 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA DOB DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 9 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA DOC DA BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 10 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA DIBUTILONA DA BIBLIOTECA

FORENSE.
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FIGURA 11 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA FEMPROPOREX DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 12 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA ETILONA DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 13 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA ISOPROPILBENZILAMINA DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 14 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA MDMA DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA MDA-19 DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 16 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA MDMB-5Br-INACA DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA MDMB-4en-PINACA DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 18- ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA MDMA DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 19 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA MDMB-BUTINACA DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 20 -ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA MDA DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA N-ETILPENTILONA DA
BIBLIOTECA FORENSE.
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA SILDENAFILA DA BIBLIOTECA

FORENSE.
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA U-47700 DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 24 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA 25B-NBAc DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR GC-MS PARA 25I-NBAc DA BIBLIOTECA
FORENSE.
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