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RESUMO

da Silva, W. P. Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacido de
tibolona e metabolitos em saliva e 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) em amostras
apreendidas. 2021. 121f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduacdo em Quimica,

Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG, 2021.

A Tibolona (TIB) ¢ um esteroide sintético que apresenta eficicia na prevencao da perda de
massa Ossea (osteoporose) pos-menopausa € nos sintomas climatéricos. Este farmaco foi
incluido no ano de 2006 no grupo de agentes anabolicos na lista anual de substancias
consideradas doping pela WADA. Nesta tese sdo apresentados métodos eletroquimicos para a
determinagdo de TIB e os metabdlitos 3a-hidroxitibolona (3a-OHTIB) e 3B-hidroxitibolona
(3B-OHTIB) em amostras reais de saliva empregando voltametria de onda quadrada (SWV) e
diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho. As amostras de saliva foram
diluidas em eletrélito de suporte (tampdo fosfato 0,1 mol L', pH = 7) e o valor médio de
recuperagdo foi de 104 + 3% para TIB e 98 = 5% para 30-OHTIB e 3f-OHTIB. O limite de
detecgdo (LD) foi de 0,3 umol L™ para os trés compostos. O método também foi aplicado na
quantificagdo de TIB em formulagdes farmacéuticas com a obtencdo de resultados
estatisticamente semelhantes aos obtidos por HPLC com nivel de confianca de 95%. Os
metabolitos 30-OHTIB e 3B-OHTIB também foram determinados em urina sintética
utilizando voltametria de pulso diferencial e BDD como eletrodo de trabalho. Tampdao BR
0,04 mol L! (pH = 3) foi otimizado como eletrolito suporte e a faixa linear de resposta foi de
1 a 35 pmol L' com LD = 0,1 umol L!. A quantificagio dos metabélitos foi possivel apés
simples diluicdo da amostra em eletrdlito suporte (1:1) com valor médio de recuperacdo de
101 + 5%. A 1- (3-clorofenil)piperazina (mCPP) faz parte do grupo de novas substancias
psicoativas, apresenta entre outros efeitos, os de estimulante e alucindgeno. Um método
eletroquimico empregando SWV foi desenvolvido para a detec¢do de mCPP em amostras
apreendidas empregando eletrodo impresso de carbono (SPCE). A deteccdo da mCPP foi
realizada pelo método drop-casting e apresentou faixa linear de resposta de 1 a 30 umol L' com
LD = 0,1 umol L™". O método se mostrou eficiente em detectar a mCPP em amostras apreendidas

contendo outros compostos eletroativos (metanfetamina ou ecstasy).

Palavras-chave: Voltametria de onda quadrada. Voltametria de pulso diferencial. Andlise

forense. Esteroide. Triagem rapida. Drogas de abuso. Novas Substancias Psicoativas.



ABSTRACT

da Silva, W. P. Development of electroanalytical methods for determination of tibolone
and metabolites in saliva and 1- (3-chlorophenyl) piperazine (mCPP) in seized samples.
2021. 121f. Thesis (Doctorade) — Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Instituto de
Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG, 2021.

Tibolone (TIB) is a synthetic steroid that is effective in preventing postmenopausal bone loss
(osteoporosis) and climacteric symptoms. This drug has been included since 2006 in the
group of anabolic agents in the annual list of substances considered doping by WADA. In this
thesis we describe electrochemical methods for the determination of TIB and the metabolites
3a-hydroxytibolone (3a-OHTIB) and 3B-hydroxytibolone (3f-OHTIB) in real saliva samples
using square wave voltammetry (SWV) and boron doped diamond (BDD) as the working
electrode. Saliva samples were only diluted in supporting electrolyte (0.1 mol L™ phosphate
buffer, pH 7) and the mean recovery values were 104 + 3% for TIB and 98 + 5% for 30-
OHTIB and 3B-OHTIB. A limit of detection (LOD) of 0.3 umol L' was obtained for the three
compounds. The method was also applied to the quantification of TIB in pharmaceutical
formulations and the results obtained were statistically similar to those obtained by HPLC
(95% confidence interval). The metabolites, 30-OHTIB and 33-OHTIB, were also determined
in synthetic urine using differential pulse voltammetry and BDD electrode as the working
electrode. BR buffer 0.04 mol L' (pH = 3) was used as a supporting electrolyte and a linear
response range of 1 to 35 pmol L™! and a LOD of 0.1 pmol L! were found. The quantification
of the metabolites was possible after simple dilution of samples (1: 1) in support electrolyte
(mean recovery value of 101 £ 5%) with 1- (3-chlorophenyl) piperazine (mCPP) is part of the
group of new psychoactive substances, with other effects, such as stimulant and
hallucinogenic. Electrochemical method using SWV was developed for the detection of
mCPP in seized samples using a screen-printed carbon electrode (SPCE). The detection of
mCPP was performed by the drop-casting method and presented a linear response range from
1 to 30 umol L' with LOD = 0.1 pmol L. The method proved to be efficient for the
detection of mCPP in seized samples contained other electroactive compounds

(methamphetamine or ecstasy.

Keywords: Square-wave voltammetry. Differential pulse voltammetry. Forensic analysis.

Steroid. Fast screening. Drugs of abuse. New Psychoactive Substances.
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1 INTRODUCAO

Esteroides sao compostos organicos derivados do colesterol que apresentam estrutura
molecular basica composta por quatro anéis fundidos, dos quais trés sdo anéis de ciclohexano
e um de ciclopentano. A presenga de diversos grupos funcionais e sua configuragdo ligados a
esse grupo de quatro anéis, estado de oxidacdo, presenca de cadeia lateral e insaturagdes
presentes na estrutura basica dos esteroides determinam sua fun¢do bioldgica em animais,
plantas e microrganismos. Entre os esteroides que normalmente sao encontrados em humanos
e animais estdo o colesterol, estradiol, progesterona, testosterona e epitestosterona (KLOUDA
etal., 2017; YADAV etal., 2013).

Os esteroides podem ser classificados em endogenos (sdo produzidos pelo corpo
humano) e exdgenos (que sdo administrados de fora do corpo). A administracdo de esteroides
exogenos pode produzir diversos efeitos positivos como o crescimento muscular, estimulagao
do apetite, producao de globulos vermelhos ¢ aumento da densidade dos ossos (BHASIN et
al., 1996; FRISOLI et al., 2005; KINTZ et al., 2001). Além disso, os esteroides sdo utilizados
no tratamento de diversas doencas tais como cancer de mama, inflamacao, reconstru¢ao dos
musculos ap6s doenga debilitante e da osteoporose em mulheres pés-menopausa (BASARIA;
WAHLSTROM; DOBS, 2001; MODELSKA; CUMMINGS, 2002). Entretanto, os esteroides
podem apresentar perigos a saude, causando problemas reprodutivos, imunoldgicos, de
desenvolvimento e ao sistema nervoso central, além de doengas cardiovasculares e também
trazer prejuizos ao meio ambiente (BASARIA, 2010; BHASIN et al., 1996).

Além dos problemas anteriormente mencionados, uma das principais preocupagdes
relacionadas ao consumo de esteroides € o uso indevido destes em esportes competitivos. Os
esteroides podem: (1) aumentar a massa muscular, melhorar artificialmente o desempenho
fisico dos atletas (BHASIN et al., 1996; TSITSILONIS; PERREA, 2009; YAMADA et al.,
2007); (2) provocar efeitos que sejam prejudiciais a saude do atleta e a seus adversarios e; (3)
contra a é€tica do esporte. De acordo com a Agéncia Mundial Antidoping (WADA, do inglés,
"World Anti-Doping Agency"), o doping se caracteriza quando duas dessas trés condicdes
estdo presentes (DE ROSE et al., 2006; EIDELWEIN; DECKER, 2013). Por essa razao, o uso
de inumeros esteroides e diversas outras substancias sdo proibidos tanto pelo Comité
Olimpico Internacional (COI) quanto pela WADA. Anualmente, a WADA em conjunto com
o COI preparam uma lista contendo as substincias consideradas “doping” na pratica de

esporte profissional (THE WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2020) e que também ¢
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utilizada pela Federagdo Internacional de Futebol Associacao (FIFA, do francés, “Fédération
Internationale de Football Association”) (HUDARI; ZANONI, 2017), na qual se encontram
uma grande quantidade de esteroides.

As amostras bioldgicas recolhidas para a andlise e deteccdo de possiveis substancias
proibidas pela WADA s3ao normalmente analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) ou cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS) ou ainda técnicas semelhantes hifenizadas (KLOUDA et al., 2017;
WOLTHERS; KRAAN, 1999). As analises por meio dessas técnicas normalmente consomem
muito tempo, necessitam de laboratorios com infraestrutura adequada, analistas treinados e
em diversos casos requerem pré-tratamento da amostra como derivatizacdo, hidrdlise, etc.
Entretanto, essas técnicas apresentam alta sensibilidade, seletividade e permitem a analise de
diferentes tipos de amostras (sangue, urina, plasma e etc.) (VENUGOPAL et al., 2019). Em
funcdo das desvantagens citadas, nos ultimos anos, se tem visto o interesse no
desenvolvimento de métodos eletroquimicos para a analise de diversos compostos que siao
proibidos pela WADA, inclusive esteroides, j4 que a maioria sdo eletroativos (KLOUDA et
al., 2017; LEVENT et al., 2015; LINO et al., 2013).

O emprego de técnicas eletroquimicas se apresenta como boa alternativa devido a
caracteristicas como facilidade de operacdo, menor custo, portabilidade, sensibilidade
adequada e auséncia ou necessidade de etapas simples de preparo de amostra (DE ARAUJO
et al., 2018; SOUSA et al., 2019). Além disso, a deteccdo pode ser realizada em menos tempo
em relacdo a GC-MS e LC-MS e em razao dessas caracteristicas ¢ esperado que estas técnicas
passem ser utilizadas como uma primeira ferramenta para a deteccdo de esteroides em
amostras em casos de suspeita de “doping” no local de jogos competitivos (YADAYV et al.,

2013).

1.1 Tibolona e metabdlitos

A tibolona (C21H230,, TIB) ¢ um esteroide sintético que apresenta eficidcia na
prevencao da perda de massa dssea (osteoporose) pds-menopausa € dos sintomas climatéricos
(sintomas que surgem antes da menopausa), porém, ndo apresenta efeito que estimule o
endométrio (tecido que reveste o interior do ttero). Além disso, as propriedades androgénicas
promovem efeitos favordveis ao humor e bem-estar sexual em mulheres pds-menopausa,

(VOS et al., 2002).
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A TIB nao apresenta atividade biologica e os efeitos no organismo sao alcancados
devido a atividade de seus metabolitos cada qual com propriedades particulares em varios
tecidos diferentes do corpo (CARDOSO et al., 2013; MODELSKA; CUMMINGS, 2002). A
TIB ¢ metabolizada no figado e excretada na urina e nas fezes. Os metabodlitos 3a-
hidroxitibolona (3a-OHTIB) e 3B-hidroxitibolona (3f-OHTIB) se ligam aos receptores de
estrogénio, ja o Ad-isomero tibolona (A4-TIB) se liga aos receptores de progesterona e ainda
apresenta efeitos androgénicos (MODELSKA; CUMMINGS, 2002). A Figura 1 apresenta a

estrutura molecular da TIB e seus metabolitos.

Figura 1. Estrutura molecular da TIB, 3a-OHTIB, 33-OHTIB e A4-TIB.

Fonte: O autor.

Devido aos efeitos que a TIB apresenta e para impedir que seja utilizada por atletas
para aumentar seu desempenho em esportes competitivos, a TIB esta incluida desde o ano de
2006 no grupo de agentes anabolicos na lista anual de substancias proibidas pela WADA
(THE WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2020). Neste grupo de agentes anabdlicos estao
as substancias que sao utilizadas para melhorar o desempenho atlético, pois promovem o
aumento de massa muscular por meio do aumento da sintese proteica, da inibi¢do do
catabolismo proteico (quebra de proteinas para a obteng¢do de energia), do aumento da

retengdo de nitrogénio e da estimulagdo da producdo de hemécias. Além disso, estas
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substancias também favorecerem o aumento da agressividade e motivacdo (CELOTTI; CESI,

1992; KENNEDY; O’SULLIVAN, 1997; SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

1.2 Métodos para a determinacio de tibolona (TIB) e seus metabolitos

Na literatura sdo reportados alguns trabalhos que relatam a quantificagdo de TIB e
seus metabolitos por meio de técnicas de separagdo em diversas matrizes, que podem ser
amostras mais simples como formulagdes farmacéuticas e amostras mais complexas como
fluidos biologicos. Esses trabalhos serdo discutidos em detalhes a seguir.

A determinacdo de TIB foi realizada em amostras farmacéuticas por HPLC com
detecgdo UV-Vis (A = 204 nm) e usando coluna C8 (DA ROSA et al, 2012). A fase mdvel
empregada era constituida de metanol/agua (65:35 v/v). O tempo de retengdo (tr) da TIB foi
de 6,61 min com limites de deteccio (LD) e de quantificagio (LQ) de 2,9 e 9,8 pg mL,
respectivamente. Os resultados obtidos nos estudos de recuperacao realizadas com amostras
farmacéuticas ficaram entre 100 e 101%.

O metabolismo da TIB foi estudado in vivo em diferentes espécies animais (ratos e
coelhos) para investigar a distribui¢do do farmaco em diferentes tecidos e orgaos (cérebro,
cerebelo, glandulas mamarias, etc) (VERHOEVEN; VOS; DELBRESSINE, 2002). Ja o
padrao metabdlico foi determinado em urina e fezes apos a administragdo prévia de TIB em
ratos e cdes fémeas. As diversas amostras analisadas passaram por processos distintos de
extracdo em fase solida (SPE, do inglés, “solid phase extraction’’) em colunas C18 de 3 mL.
Os componentes das amostras foram separados e analisados por HPLC-UV e, em seguida, as
fracdes foram coletadas, purificadas e analisadas por RMN-H (ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio) e por espectrometria de massa (MS). Os resultados apresentados mostram que
em ratos houve a preferéncia pela formacdo do metabdlito 30-OHTIB e em cdes do 3f3-
OHTIB. Foi observado ainda que diferentes tecidos apresentam perfis metabdlitos
quantitativamente diferentes.

A farmacocinética da TIB e de seus metabolitos também foi estudada em mulheres no
inicio da pds-menopausa (45-55 anos) e em mulheres j& em um estdgio tardio da pos-
menopausa (65-75 anos) (TIMMER; VERHEUL; DOORSTAM, 2002). As determinacdes de
TIB e seus metabolitos em plasma foram feitas por GC-MS (LQ = 0,1 ng mL") da forma que
foi descrita anteriormente por Verhoeven e colaboradores (VERHOEVEN; VOS;
DELBRESSINE, 2002). Os resultados mostraram que a farmacocinética da TIB e seus

metabolitos € semelhante nos dois grupos de mulheres estudados e que hé bioequivaléncia das
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doses de 1,25 e 2,5 mg de TIB no que diz respeito a extensdo da absor¢do. Timmer e
colaboradores também publicaram um outro estudo onde avaliaram a proporcionalidade de 3
doses de comprimidos de TIB (TIMMER; HOUWING, 2002). A determinagao de TIB e seus
metabolitos no plasma foi realizada por GC-MS (LQ = 0,1 ng mL™). Os resultados mostraram
que a bioequivaléncia proporcional foi estabelecida para as doses de 1,25 e 2,5 mg, mas nao
entre estas e a dose de 5,0 mg.

A farmacocinética da TIB e de seus metabdlitos também foi estudada apds a
administracao de TIB em macacos e determina¢ao de seus niveis de concentracdo em fezes,
bile, urina e plasma por GC-MS e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
em tandem (LC-MS/MS) (VERHEUL et al., 2007). A TIB, 3a-OHTIB e 33-OHTIB foram
extraidas destas amostras por meio da extracdo em fase solida. A TIB foi quantificada sem a
necessidade de derivatizagdo e os metabolitos 30-OHTIB, 33-OHTIB foram quantificados
apos derivatizagdo usando o reagente Tri-Sil HTP em condi¢des alcalinas e temperatura
ambiente por GC-MS. O metabdlito A4-TIB foi quantificado por meio da LC-MS/MS apos
extracdo liquido-liquido com acetato de etila/hexano (50:50 v/v). Os valores do LD foram de
0,1 ¢ 0,5 ng mL™! em amostras de urina e plasma e 0,5 a 2 ng/g em fezes e bile.

A combinagdo da espectrometria de massa de alta resolucdo com GC também foi
empregada no estudo farmacocinético da TIB. Os principais metabolitos, 3a-OHTIB e 3f3-
OHTIB, foram monitorados em plasma ap6s processo de extragdao liquido-liquido utilizando
éter metil-terc-butilico e derivatizagdo com trimetilsilano. O LD para ambos os metabolitos
foi de 0,02 ng mL! e os valores obtidos nos estudos de recuperagio ficaram entre 82,5 e
108,0 %.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) com ionizagao
por electrospray foi empregada em um método para a determinagdo dos metabdlitos da TIB e
diversos outros hormoénios in vitro e in vivo (PENNING et al, 2010). O método apresentou
sensibilidade suficiente (LQ = 5 pg mL™) para quantificar hormodnios esteroides em tumores
de prostata e de mama, o que pode ajudar no diagnostico e tratamento.

Um método para a determinagdo de somente 30-OHTIB por LC-MS/MS em plasma
humano também foi localizado na literatura (CARDOSO et al., 2013). Segundo os autores, a
op¢ao por quantificar somente a 30-OHTIB ¢ devido esta molécula ser considerada o
metabolito majoritario ativo da TIB. Além disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) recomenda a quantificacdo desse metabolito no plasma de individuos para estudos
de farmacocinética e/ou bioequivaléncia (ANVISA, 2020). A 30-OHTIB foi extraida por

meio da extracdo liquido-liquido usando 1-clorobutano como solvente de extragdao e acetato
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de ciproterona como padrdo interno. Antes das andlises, as amostras passaram por um
processo de derivatizagdo com isocianato de cloreto de 4-toluenossulfonila. Esse processo de
derivatizacdo ja havia sido anteriormente descrito (ZUO et al., 2005) para a determinagdo dos
isomeros 3a-OHTIB e 3B-OHTIB em plasma, com o intuito de melhorar a ionizagdo por
electrospray. As separagdes foram realizadas com uma coluna C18 e fase movel composta de
acetonitrila e agua (72:28 v/v). Os autores concluiram que o método se mostrou especifico,
preciso e exato, com uma taxa de recuperacdo média de 94%.

O metabolismo da TIB em mulheres pos-menopausa também foi avaliado em outro
estudo (VOS et al, 2002). Os metabolitos da TIB foram quantificados em amostras de urina,
fezes e plasma usando HPLC-UV empregando uma coluna C18 e fase mdvel composta por
um gradiente de tampdo acetato de amédnio 0,1 mol L' (pH = 4,2) (solvente A) e metanol
(solvente B). A eluigdo foi realizada com gradiente linear de 25 a 90% do solvente B por 20
min e detec¢do em comprimento de onda fixado em 254 nm. Os resultados apresentados
mostraram que o metabolismo da TIB em humanos é comparavel ao observado em espécies
animais. Além disso, o estudo mostrou que a TIB apresenta mais de uma via de
metabolizacdo, sendo que as principais vias metabolicas envolvem a redugdo no carbono 3

(Figura 1) e sulfatacdo dos metabolitos 3-hidroxi e da func¢do hidroxi no carbono 7.

1.3 Drogas de abuso — 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP)

Nos ultimos anos, houve um aumento na produ¢do e consumo de drogas de abuso,
também conhecidas como novas substancias psicoativas (NPSs, do inglés, new psychoactive
substances) ou ainda, “designer drugs”(KIRLA et al., 2018; LANARO et al., 2010). Entre as
NPSs, os estimulantes do grupo das anfetaminas sdo um dos mais consumidos no mundo
segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (LANARO et al., 2010). Entretanto, outros
tipos de drogas vém ganhando espago como no caso das substancias que pertencem ao grupo
das piperazinas (STAACK et al., 2007).

As piperazinas s3o uma classe de compostos que contém como grupo funcional central
uma piperazina, que consiste em um anel de seis membros contendo dois atomos de
nitrogénio em posicdes opostas. Muitos desses compostos apresentam propriedades
farmacologicas e sdo biologicamente ativos, sendo utilizados como antifiingicos,
antidepressivos, medicamentos antivirais e atuam ainda sobre os receptores de serotonina
(KOVALEVA et al., 2008; LANARO et al., 2010; STAACK et al., 2007). As piperazinas sao

divididas em dois subgrupos: benzilpiperazinas, sendo a 1-bezilpiperazina a mais comumente



25

encontrada e, as fenilpiperazinas, onde as mais proeminentes desse grupo sdo a 3-
trifluorometilfenilpiperazina  (TEMPP), 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP), e 1-(4-
metoxifenil)piperazina (MeOPP) (BARROSO et al., 2010; WOHLFARTH; WEINMANN,
2010).

A mCPP ¢ uma piperazina sintética, N-substituida de férmula molecular CioH13CIN>
com pKa de 8,87 (BOSSONG; VAN DIJK; NIESINK, 2005). Esse composto também ¢ um
metabolito ativo produzido ap6s o metabolismo de farmacos antidepressivos (farmaco sujeito
a controle especial) como a trazodona, nefazodona e etoperidona (DORTA et al., 2018;

LANARO et al., 2010). A estrutura molecular da mCPP ¢ apresentada na Figura 2.

Figura 2. Estrutura molecular da mCPP.

Cl

Iz

Fonte: O autor.

A mCPP apresenta efeitos de estimulante com sensagdo de euforia e alucina¢do, muito
similares aos efeitos causados pela 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA, ecstasy) devido
ao seu mecanismo de acdo. Por isso, esse composto vem sendo introduzido no mercado de
drogas ilicitas como uma alternativa ao MDMA devido a seus efeitos, porém, sem apresentar
potencial neurotéxico (BOSSONG et al., 2010; EL-NABY, 2019; KOVALEVA et al., 2008).
Além disso, a mCPP apresenta efeitos subjetivos ansiogé€nicos, sedativos e de disforia
(TANCER; JOHANSON, 2001).

A mCPP geralmente ¢ encontrada na forma de comprimidos ou capsulas e pode ser
consumida oralmente, entretanto, também pode ser obtida na forma de p6 e ser inalada ou
ainda injetada (KOVALEVA et al., 2008). A maioria das amostras apreendidas sdo na forma

de comprimidos que sdo vendidos como “ecstasy’ que em muitos casos, inclusive, também
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contém MDMA em sua composi¢cdo juntamente com a mCPP (BOSSONG et al., 2010). A

e 1Y P19

mCPP ¢ comercializada com diferentes nomes, tais como “Arlequin”, “smarties”,

“Rolls Royce”, “regenboogies”, “arc-en-ciel” e “X4” (KOVALEVA et al., 2008). Os

rainbow”,

comprimidos de mCPP s3o similares em tamanho ao de um analgésico e, frequentemente,
possuem desenhos e apresentam brilho, de forma semelhante aos comprimidos do MDMA
fazendo com que nao seja possivel a distingdo pela aparéncia entre estes dois tipos de drogas
(ROCHA et al., 2020a).

As primeiras apreensdes de mCPP ocorreram em 2004 na Suica e na Holanda e, em
seguida, essa droga passou a ser encontrada em quantidades significativas no mercado de
substancias ilicitas de diversos outros paises da Europa como Franca, Bélgica e Austria
(BOSSONG; VAN DIJK; NIESINK, 2005; KOVALEVA et al., 2008). A primeira apreensao
de mCPP no Brasil ocorreu no estado de Goias em 2007 (LEITE; SANTOS, 2007) e, no ano
seguinte, entre janeiro ¢ maio, em S3ao Paulo quando ainda ndo fazia parte das substancias
controladas no Brasil (LANARO et al., 2010). A mCPP, por meio da Resolugdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n.79, publicada no Diario Oficial da Unido em 04/11/2008, passou a
integrar a lista F2 da Portaria n® 344-98 da ANVISA, que elenca as substancias psicotropicas
de uso proscrito no Brasil da qual também fazem parte substancias como a MDMA e o tetra-
hidrocanabinol, principio ativo da maconha (LANARO et al., 2010; LEIS, 2009).

Na literatura estdo disponiveis alguns trabalhos que propde métodos analiticos
empregando diversas técnicas para a determinacdo de mCPP em varias matrizes diferentes.
Um destes trabalhos propde a determinagdo de impurezas de mCPP em ingredientes
farmacéuticos empregando LC-MS/MS (VENUGOPAL et al, 2019). O método apresentou
linearidade entre 0,03 e 1,5 mg L' com LD e LQ de 0,01 e 0,03 mg L', respectivamente.
Foram encontrados trabalhos que fazem a determinacdo de mCPP em amostras de fluidos
bioldgicos utilizando GC-MS (REN et al, 2019). A faixa linear obtida foi de 0,1 a 100 ug mL"
'com LD de 0,08 ygmL'eLQ 0,1 pgmL™.

Também foram encontrados trabalhos que propde métodos para a determinagdo de
mCPP em cabelo humano (BARROSO et al., 2010) ¢ urina de ratos (STAACK; MAURER,
2003). Métodos usando HPLC com deteccdo UV-Vis para a determinacdo de mCPP em
amostras de plasma (HOLLAND; HEEBNER, 1991; WONG; MARZOUK, 1985) e em urina
humana (MORENO et al.,, 2012) também foram encontrados. Além disso, HPLC com
detec¢do coulométrica (FRANKLIN, 1992) também foi empregado.

Empregando técnicas eletroquimicas sdo encontrados trés trabalhos que relatam

métodos para a detecgdo de mCPP. Em um desses trabalhos, a detec¢do da mCPP ¢ feita por
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meio de um sensor potenciométrico (EL-NABY, 2019) que apresentou alta seletividade para a
detecgdo de mCPP em relagdo a outras drogas psicoativas em amostras reais contendo na
faixa de 10 a 200 mg de mCPP. Os outros dois trabalhos utilizaram técnicas voltamétricas
para a detec¢ao de mCPP, em um dos trabalhos (ROCHA et al,, 2020a) foi usando eletrodo de
BDD em uma célula convencional de trés eletrodos. A faixa linear obtida foi de 3,5 a 400
umol L' com LD de 1,1 pmol L', Em outro trabalho, os autores (MARTINS et al., 2021)
mostraram e estudaram o perfil eletroquimico de diversas substancias psicoativas, entre elas, a
mCPP. Além disso, foram realizados estudos para esclarecer o mecanismo de oxidagdo de

compostos derivados da piperazina sobre o eletrodo de carbono vitreo.

1.4 Técnicas eletroquimicas

Existem varias técnicas eletroquimicas que sdo utilizadas em caracterizagdes ou
determinagoes analiticas, dentre essas, a voltametria ciclica que € uma técnica muito utilizada
devido a sua facilidade de utilizagdo e versatilidade, para diversos fins. Frequentemente, a
voltametria ciclica ¢ empregada para se obter diversas informagdes importantes, tais como: (i)
regido de potencial onde determinada reacdo de oxidagdo e/ou redugdo ocorre para espécies
eletroativas; (i1) mecanismo dessas reacoes, como reversibilidade do processo redox e nimero
de proétons e elétrons envolvidos na reagdo redox e; (iii) informagdes sobre fendomenos que
ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho (GOSSER, 1993; PLETCHER et al., 2001).

Outra técnica eletroquimica bastante utilizada, € a voltametria de pulso diferencial
(DPV, do inglés, “differential pulse voltammetry”), que ¢ uma técnica onde sdo aplicados
pulsos de potenciais com amplitudes fixas sobre uma rampa crescente de potenciais no
eletrodo de trabalho. A corrente ¢ medida antes e ao final da aplicagdo de cada pulso de forma
a minimizar a contribuicdo da corrente capacitiva, sendo essa diferenca registrada como
resultado e usada para construcao do voltamograma (DE SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003; WANG, 2006).

Ja a voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés “square-wave voltammetry”) ¢
uma das técnicas eletroquimicas mais utilizadas devido a sua sensibilidade e rapidez nas
analises, além de permitir estudos cinéticos € de mecanismos de reagdes que ocorrem no
eletrodo de trabalho (BARD; FAULKNER, 1980; ZACHOWSKI; WOJCIECHOWSKI,
OSTERYOUNG, 1986). Na SWV ¢ aplicada uma onda quadrada de amplitude simétrica no

eletrodo de trabalho sobreposta a degraus de potenciais com incrementos definidos. As
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correntes diretas e reversas sdo amostradas ao final de cada pulso de potencial aplicado para
que o valor obtido tenha maior contribuicdo da corrente faradaica do que da corrente
capacitiva. Isso ocorre devido a corrente capacitiva decair muito mais rapidamente com o
tempo do que a faradaica. O voltamograma ¢ obtido por meio da subtragdo do valor de
corrente medido ao final do pulso direto (dire¢do do pulso igual a direcdo da varredura) e do
valor amostrado ao final do pulso reverso (direcdo do pulso contraria a direcdo da varredura).
Como a corrente reversa na maioria dos casos tem sinal oposto ao da corrente direta ocorre
uma somatoria das correntes o que proporciona o aumento da sensibilidade da técnica para
processos redox reversiveis (BARD; FAULKNER, 1980; DE SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003; WANG, 2006).

1.5 Eletrodo de diamante dopado com boro

Diferentes tipos de materiais podem ser utilizados na producdo de eletrodos de
trabalho, dentre os quais carbono (diversos tipos), platina, ouro, prata e cobre se tornaram
bastante populares para este fim. Isso se deve as caracteristicas que esses materiais
apresentam como versatilidade, adequagdo para serem usados como sensores em diversas
aplicagdes, alta condutividade, baixa corrente de fundo, quimicamente inertes, faixa de
potenciais de trabalho adequada para muitas aplicacdes e baixo custo (STRADIOTTO;
YAMANAKA; ZANONI, 2003; WANG, 2006).

Entre os diversos eletrodos a base de carbono que sdo utilizados na eletroquimica, o
eletrodo de diamante dopado com boro (BDD, do inglés, “boron doped diamond’) vem tendo
certo destaque devido a suas caracteristicas, tais como: corrente de fundo baixa e estavel,
faixa de potenciais de trabalho ampla em meio aquoso, cinética de transferéncia de elétrons
relativamente rapida em relagdo a outros eletrodos e pouco suscetivel a adsor¢cdo molecular
(contaminacdo). Estes eletrodos sdo fabricados como um filme de diamante sobre um
substrato condutor adequado, comumente Si e/ou Au (BALUCHOVA et al., 2019; ZOSKI,
2006).

O diamante ¢ um material que apresenta rede cristalina onde os atomos de carbono
estdo ligados ente si por meio de ligagdes covalentes do tipo sp® com estrutura tetraédrica, o
que confere ao diamante dureza, condutividade térmica e o torna eletricamente isolante
devido ao seu band-gap da ordem de 5 eV. Entretanto, quando devidamente dopado, o diamante
passa a apresentar caracteristicas condutoras devido a diminui¢do de sua resistividade e se torna

um material promissor para ser utilizado como eletrodo. O dopante mais comum ¢ o boro
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(semicondutor tipo p) por apresentar energia de ativacdo menor como transportador de carga
(0,37 eV). O boro ¢ adicionado a niveis de dopagem de 1 x 10" de 4tomos de boro por cm® ou
superior e, geralmente o boro ¢ obtido de fontes como o diborano (B2Hs) ou o trimetilborano
B(CHs3)3, entretanto, a utilizagdo desse Ultimo adiciona atomos de carbono extra a estrutura
cristalina do diamante podendo causar mudancas em sua morfologia diminuindo sua qualidade,
sendo assim, o emprego de BoHs ¢ preferido. A utilizagdo de nitrogénio, fosforo e enxofre como
dopantes também ¢ possivel, entretanto, todos apresentam baixa solubilidade ou alta energia
de ativacao (KRAFT, 2007; ZOSKI, 2006).

Os eletrodos de BDD podem ser produzidos pelo crescimento a alta-pressdo/alta-
temperatura (HPHT, do inglés “high-pressure/high-temperature’), no entanto, o método da
deposicdo quimica a partir da fase vapor (CVD, do inglés, “chemical vapor deposition’) ¢é
mais empregado por ser mais econdmico e difundido, além de permitir a producdo de filmes
de diamante em varios substratos e com tamanhos ¢ formatos diferentes (BALUCHOVA et
al., 2019; PLESKOV, 2002; ZOSKI, 2006).

O comportamento eletroquimico dos filmes de diamante foi descrito primeiramente
em 1987 (PELSKOV et al.,, 1987). Neste estudo foi observado que as propriedades
eletroquimicas do eletrodo de BDD poderiam ser alteradas por meio de pré-tratamentos.
Posteriormente, diversos outros trabalhos relataram que a terminagdo da superficie do BDD
resultante do processo de pré-tratamento eletroquimico ¢ um fator crucial para a transferéncia
de elétrons heterogénea e adsortividade de compostos organicos, o que impacta diretamente
no desempenho do BDD em medidas eletroanaliticas (GOETING et al., 2000; GRANGER,
1999; NOTSU et al., 2000; RAMESHAM, 1998; SWAIN, 2007; TERASHIMA et al., 2003).
O pré-tratamento eletroquimico anddico promove a incorporagdo de atomos de oxigénio e
radicais OH® na superficie do eletrodo devido a decomposi¢cdo da dgua em potenciais
superiores a +2,0 V ou altas densidades de correntes (BALUCHOVA et al., 2019; ENACHE
et al., 2009; HOFFMANN et al., 2012). O pré-tratamento catddico realizado por meio da
aplicagdo de potenciais de -2,0 V ou altas densidades negativas de corrente resulta na
presenca de atomos de H na superficie do BDD, o que o torna mais hidrofébico do que
quando com terminacdes em oxigé€nio, além de apresentar maior condutividade superficial
(ANDRADE et al., 2011; HOFFMANN et al., 2010; MAIER et al., 2000; SUFFREDINI et
al., 2004).

Em razdo das caracteristicas j& mencionadas, os eletrodos de BDD ganharam uma
gama de aplicagdes, sendo empregados na determinacdo de neurotransmissores

(LOURENCAUO et al., 2017; SMIRNOV et al., 2011; WONG; SANTOS; FATIBELLO-
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FILHO, 2018), hidrocarbonetos aromaticos (CHYLKOVA et al., 2017; SVORC et al., 2014;
ZAVAZALOVA et al., 2015), constituintes do DNA e¢ RNA (LUO; WU; ZHI, 2009;
SVORC; KALCHER, 2014), farmacos (OLIVEIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2016;
SILVA et al., 2017), componentes de bebidas e/ou alimentos (ALI et al., 2017; DEROCO et
al., 2015; SANTOS; RANGEL, 2015), drogas de abuso (DA COSTA OLIVEIRA et al., 2019;
ROCHA et al., 2020b), pesticidas (RIBEIRO et al., 2018; SELVA; REIS DE ARAUJO;
CESAR DA PAIXAO, 2015; SILVA et al., 2014), compostos presentes em matrizes
biologicas (ASAIL; IVANDINI; EINAGA, 2016; HAYASHI et al., 2012) e em biodiesel (DA
SILVA et al., 2011; TORMIN et al., 2012), além de muitas outras aplicagdes disponiveis na
literatura (BALUCHOVA et al., 2019; FREITAS et al., 2019; KRAFT, 2007; LOURENCAO
et al., 2020; SOUSA et al., 2019). E importante salientar que como é observado nesses
trabalhos, a escolha do pré-tratamento a ser empregado ao eletrodo de BDD dependerd da

espécie quimica estudada.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos gerais sao o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos rapidos,
simples e de baixo custo para determinagdo de analitos de interesse forense. Neste contexto,
na Parte 1 da Tese, o foco foi direcionado na determinagao do esteroide tibolona em amostras
de saliva humana e farmacéuticas. Na Parte 2, a deteccdo dos metabdlitos da tibolana (3a-
hidroxitibolona e 3f-hidroxitibolona) em amostras de saliva humana e em urina sintética
também foi estudada. Finalmente, na Parte 3, o desenvolvimento de um método para a
triagem rapida e deteccdo de 1-(3-clorofenil)piperazina em amostras de interesse forense

também foi desenvolvido.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho apresentados na Parte 1:
» Estudo do comportamento eletroquimico da tibolona em eletrodo de BDD;
» Proposi¢do do mecanismo de oxidagdo eletroquimica da tibolona em eletrodo de
BDD;
» Desenvolvimento de método para a determinagao de tibolona empregando SWV;

» Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de saliva e farmacéuticas.

Os objetivos especificos do trabalho apresentados na Parte 2:
» Estudo do comportamento eletroquimico da 30a-OHTIB e 38-OHTIB em eletrodo de
BDD;
» Desenvolvimento de método para a determinagdo da 3a-OHTIB e 33-OHTIB usando
DPV.

» Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de saliva humana e urina sintética.

Os objetivos especificos do trabalho apresentados na Parte 3:
» Estudo do comportamento eletroquimico da mCPP usando SPCE como sensor;
» Propor o mecanismo de oxidacao eletroquimica da mCPP usando SPCE como sensor.
» Desenvolvimento e aplicacdo do método desenvolvido para a triagem rapida de mCPP

em amostras de referéncia e apreendidas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentacio

3.1.1 Detecciio eletroquimica

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas usando o potenciostato PGSTAT
128 N (Metrohm Autolab, The Netherlands) interfaceado a um computador e controlado pelo
software NOVA 1.11. Os voltamogramas de SWV e DPV apresentados nessa tese tiveram a
linha de base tratada para que a visualizagdo dos picos ficasse mais evidente. O tratamento

empregado foi o “moving average” presente no software NOVA 1.11.

3.1.2 Eletrodos utilizados

Nos trabalhos apresentados na Partes 1 e 2, o material de BDD foi utilizado como
eletrodo de trabalho. O eletrodo de BDD foi adquirido da empresa NeoCoat SA - La Chaux-
de-Fonds, Suica). O eletrodo ¢ uma placa a base de silicio (0,7 x 0,7 cm) com espessura de
aproximadamente 1,2 mm coberta com fino filme de diamante (1,2 um) com nivel de
dopagem de boro de 8000 ppm. Sempre antes de ser utilizado para a realizacdo das medidas
eletroquimicas, o eletrodo de BDD era submetido a um processo de limpeza e/ou ativagdo

eletroquimica. Esses procedimentos de limpeza podem ser realizados das seguintes formas:

> Ativa¢do anddica — Aplicacdo de densidade de corrente de +20,4 mA cm™' durante
1000 s em meio de solucdo tampao Britton-Robinson 0,04 mol L™! (pH = 2,0);
> Ativacio catddica — Aplicacdo de densidade de corrente de -20,4 mA cm™' durante

1000 s em meio de solugdio de H2SO4 0,1 mol L.

Estes procedimentos sdo semelhantes aos encontrados na literatura (OLIVEIRA et al.,
2016; SALAZAR-BANDA et al., 2006). A ativagdo anddica sempre era realizada diariamente
previamente ao uso do eletrodo de BDD. Apds a realizacdo desta, para o trabalho apresentado
na Parte 1, a ativacdo catodica também era realizada. No trabalho apresentado na Parte 2

apenas a ativac¢ao anodica foi realizada diariamente antes do inicio dos estudos.
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Em todos os experimentos usando BDD como eletrodo de trabalho, Ag/AgClKClsa
foi utilizado como eletrodo de referéncia. Este eletrodo foi preparado no proprio laboratorio
por meio da deposicao de um filme de AgCl sobre um fio de Ag através da aplicagdao do
potencial de +0,30 V em meio a uma solu¢io de HCI 0,10 mol L' durante 2,0 horas
(PEDROTTTI; ANGNES; GUTZ, 1996). O eletrodo auxiliar (contra-eletrodo) utilizado nestes
estudos foi um fio de platina.

No trabalho apresentado na Parte 3 foi utilizado como eletrodo de trabalho o eletrodo
impresso (SPCE, do inglés, Screen-printed carbon electrode) de carbono comercial, DRP 110
(Metrohm-DropSens — Oviedo, Espanha). O dispositivo consiste em uma placa de cerdmica
com dimensdes de 3,3 x 1,0 x 0,05 cm (comprimento x largura x espessura), onde estdo
impressos um disco de 4 mm de diametro constituido por carbono (eletrodo de trabalho — area
= 0,13 cm?), o eletrodo auxiliar de carbono e um eletrodo de pseudo-referéncia de prata. As
medidas voltamétricas utilizando este eletrodo foram realizadas empregando o método drop-

casting, onde um volume de 100 pL de solugdo foi colocada diretamente sobre o SPCE.

3.1.3 Células eletroquimicas

As medidas eletroquimicas utilizando o eletrodo de BDD foram realizadas utilizando

duas células eletroquimicas distintas, sendo as medidas por voltametria ciclica com o eletrodo

de BDD realizadas usando a célula eletroquimica apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Célula eletroquimica convencional para uso de BDD como eletrodo de trabalho:
(A) Esquema de fixacdo e contato elétrico do eletrodo de BDD na célula eletroquimica; (B)
Vista lateral da célula eletroquimica e; (C) Vista superior da célula com o eletrodo de trabalho

de BDD posicionado no fundo da mesma (area geométrica definida pelo O-ring - 0,13 cm?).

(A) (B) (C)

Fonte: O autor.

A célula eletroquimica apresentada na Figura 3 ¢ construida com material de
polipropileno possuindo didmetro externo de 5 cm, didmetro interno de 3,5 cm, altura de 4,5
cm e volume total de 25 mL. Como pode ser observado na Figura 3A, o eletrodo de trabalho
de BDD (placa de 0,7 cm x 0,7 cm) foi posicionado na parte inferior da célula com a
utilizagio de um anel de borracha (4rea do eletrodo = 0,13 cm?) que delimitava a area
geométrica do eletrodo. A placa de BDD foi fixada com o auxilio de uma placa metalica
(contato elétrico) e parafusos.

Para a analise de amostras de saliva foi utilizada uma célula eletroquimica que permite
a utiliza¢do de volumes reduzidos (~ 3 mL) construida por meio da impressdo 3D utilizando o
filamento de PLA (poliacido lactico) (CARDOSO et al.,, 2018). Cada parte da célula
eletroquimica foi impressa separadamente e, posteriormente, montada para a realizacao das
analises. Nesta célula, a area geométrica do eletrodo também ¢ definida por um anel de
borracha (4rea do eletrodo = 0,18 cm?). Uma pequena placa metalica é utilizada como base
para a realizagdo do contato elétrico com o eletrodo de BDD. A Figura 4 apresenta a célula
eletroquimica obtida por impressdo 3D e utilizada nas analises de amostras de saliva. Em
ambas as cé¢lulas (Figuras 3 e 4), os eletrodos auxiliar e referéncia foram posicionados na

parte de cima das células com auxilio de garras ou suportes comuns de laboratério.
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Figura 4. Célula eletroquimica impressa (impressdo 3D) para uso de BDD como eletrodo de
trabalho: (A) Esquema de fixa¢do de contato elétrico do eletrodo na célula eletroquimica; (B)
célula eletroquimica; (C) parafusos; (D) Célula eletroquimica obtida por impressao 3D

montada (4rea geométrica definida pelo O-ring - 0,18 cm?).

(B) (C)

©

Fonte: O autor.

3.2 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As andlises de amostras farmacéuticas de TIB também foram feitas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com um detector de ultravioleta (HPLC-UV-Vis) com metodologia
adaptada de um trabalho ja disponivel na literatura (DA ROSA et al, 2012). O sistema de
HPLC era composto por uma bomba Hitachi L-2130, detector Hitachi LC-4250 UV-VIS e
uma coluna Shim-pack CLC-ODS (octadecilsilano) (25 mm x 4,6 mm; Shimadzu). A fase
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mével foi composta por acetonitrila e dgua (70:30, v/v) a uma vazdo de 1,0 mL min!. O

detector foi fixado em 204 nm e o tempo de reten¢ao de TIB foi de 3,45 min.

3.3 Solucdes e reagentes

Todas as solugdes aquosas utilizadas foram preparadas em dgua deionizada obtida de
sistema de purificagdo (Millipore Bedford, MA, USA) com resistividade superior ou igual a
18 MQ cm.

Todos os reagentes utilizados nos trabalhos descritos nessa tese eram de grau analitico
e foram utilizados sem purificagdo prévia. A Tabela 1 apresenta todos os reagentes utilizados

neste trabalho com sua respectiva procedéncia e pureza.

Tabela 1. Reagentes utilizados e suas respectivas especificagoes.

Reagente Procedéncia Pureza
1- (3-clorofenil)piperazina UNODC P.A.
3,4-metilenodioxipirovalerona UNODC P.A
Acetato de etila Synth P.A.
Acetonitrila Synth P.A.
Acido acético Synth 99,7%
Acido ascérbico Vetec 99%
Acido bérico Sigma-Aldrich 99,8%
Acido citrico Vetec 99,5%
Acido cloridrico Synth 37%
Acido cloridrico Synth 37%
Acido fosférico Synth 85%
Acido latico Vetec 85%
Acido sulfiirico Vetec 98%
Acido trico Sigma-Aldrich 99%
Anfetamina UNODC P.A
Benzilpiperazina UNODC P.A
Bicarbonato de sodio Synth 99,7%
Borohidreto de sddio Sigma-Aldrich 99%
Cafeina Sigma-Aldrich 99,99%
Cloreto de amonio Synth 99%
Cloreto de calcio dihidratado Synth 78%
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Cloreto de sodio Synth 99%
Cloroférmio Vetec 99,8%
Dihidrogenofosfato de potéssio Merck 99,5%
Etanol Vetec 99,5%

Etilona UNODC P.A
Hidrogenofosfato de potassio Merck 99,5%

Hidroxido de sédio Vetec 98%

Mefedrona UNODC P.A

Metanfetamina UNODC P.A
Metanol Vetec 99,8%

Metilenodioximetanfetamina UNODC P.A

Metilona UNODC P.A

Sulfato de magnésio heptahidratado Cinética Quimica 99%

Sulfato de sédio Sigma-Aldrich 98%
Tetracloreto de carbono Dinamica 99,5%

Tibolona Pharma Mostra 98%

Ureia Dinamica 99%

As solugdes estoques de TIB, 3a-OHTIB e 38-OHTIB foram preparadas a partir da
dissolu¢do de quantidades adequadas de cada um de seus compostos em acetonitrila. A
preparagdo das solugdes estoque em acetonitrila foi necessaria devido a baixa solubilidade
destes compostos em agua. Ja a solucao estoque de mCPP foi preparada por meio da diluigao
do padrao analitico de mCPP doado pelo Escritério das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime
(UNODC, do inglés, United Nations Olffice on Drugs and Crime) em metanol.

As solugdes de tampao Britton-Robinson (BR) de diversos pHs (2,0 a 10,0) utilizadas
em experimentos descritos nessa tese foram preparadas pela mistura dos acidos acético,
fosforico e borico, todos em concentracdo de 0,04 mol L. As solugdes tampdo BR nos
diferentes pHs foram obtidas mediante adicio de NaOH 1,0 mol L até valor de pH de
interesse (medido com pHmetro Bel Engineering PHS3BW).

No estudo do comportamento eletroquimico da TIB, 3a-OHTIB e 3B-OHTIB por
voltametria ciclica (uso de concentragdes mais elevadas; ~ 0,5 mmol L), as solugdes de
tampao BR foram preparadas com diferentes pHs e em seguida foi feita a adigdo de
acetonitrila com proporcao final de 75:25 (v/v) de tampao BR e acetonitrila, respectivamente.
Isso foi necessario devido a baixa solubilidade da TIB, 3a e 33-OHTIB em meio aquoso. Nos

demais estudos por voltametria de onda quadrada e de pulso diferencial, tanto para TIB
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quanto para 3a-OHTIB e 3B-OHTIB, a adi¢do de acetonitrila ao tampao BR ndo foi
necessaria em funcdo das concentracdes empregadas nestes estudos (menores que 140 pmol

L.

3.4 Sintese do 3-a Hidroxitibolona e 3p-hidroxitibolona

A 30-OHTIB e 3B-OHTIB foram obtidas por sintese com a adi¢do de 150 mg de
borohidreto de sédio (NaBH4) a uma solugdio de TIB 32,4 mmol L (preparada em metanol).
A mistura obtida foi agitada a temperatura ambiente por 24 h em frasco fechado. Em seguida,
5 mL de 4gua deionizada foram adicionados na solugdo e o metanol foi evaporado sob pressao
reduzida. O residuo de agua foi extraido com acetato de etila (3 x 50 mL). O residuo obtido
foi seco sobre sulfato de sodio, filtrado e concentrado sob vacuo.

A purificagdo do residuo foi feita por cromatografia em coluna (silica 60G 70-230
mesh; hexano: acetato de etila, 3:7, v/v) sendo obtida uma mistura de epimeros de 3a e 33-
hidroxitibolona com massa total de 285 mg. O produto foi caracterizado por RMN 3C usando
o espectrometro Bruker Ascend™ 400 Avance III HD (9,4 Tesla) e o espectro obtido foi
comparado com a literatura (COLOMBO et al., 2002). A sintese e purificagdo dos metabolitos
da TIB foi realizada no laboratorio do Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) da

Universidade Federal de Uberlandia.

3.5 Amostras

As amostras de saliva foram coletadas de pessoas saudaveis (ap6s higiene bucal)
usando o dispositivo Salivette (Sarstedt AG & Co; Niimbrecht - Alemanha). Salivette ¢ um
swab sintético que ¢ inserido na boca e mantido abaixo da lingua por cerca de dois minutos
para estimular a salivacao (BEZERRA DA SILVA et al., 2011). Depois disso, o swab com a
saliva absorvida foi colocado de volta ao tubo Salivette para centrifugacdo a 5000 rpm por 2
minutos. Neste procedimento, os volumes coletados estavam na faixa entre 1 a 2 mL. As
amostras de saliva foram fortificadas com TIB ou 3a- e 3B-OHTIB (estudos de recuperacao) e
em seguida diretamente diluidas duas vezes no eletrolito de suporte. Todo o procedimento de
coleta de amostras de saliva foi realizado conforme aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU N° 37370920.6.0000.5152).

As amostras de urina sintética foram preparadas conforme descrito na literatura

(BROOKS; KEEVIL, 1997), apresentando a seguinte constitui¢ao para o volume de 250 mL:
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210 pL de acido latico, 0,1 g de 4cido citrico, 0,0175 g de éacido urico, 0,01 g de CaCl>.2H>0,
1,3 g de NaCl, 0,525 g de NaHCO3, 0,353 g de NaxSOs, 0,123 g de MgS04.7H>0, 0,325 g de
NH4Cl, 0,238 g de KH2PO4 € 0,305 g de KoxHPO4, 2,5 g de ureia.

As amostras farmacéuticas contendo TIB foram adquiridas em farmacias locais
(Uberlandia - MG) na forma de comprimidos. Na analise dessas amostras, 10 comprimidos
contendo TIB foram pesados e triturados até a obten¢do de um po6 fino e homogéneo.
Posteriormente, uma quantidade adequada do p6 obtido foi dissolvida em acetonitrila para
preparo da solugdo amostra. Em seguida, aliquotas dessa solugao foram diluidas no eletrolito
de suporte para posterior analise.

A amostra de referéncia contendo mCPP (40,1% e 59,9% m/m de excipientes) foi
doada pela UNODC. A solugdo estoque da amostra referéncia foi preparada por meio da
dissolugdo da amostra em metanol e para a realizacdo das analises, esta amostra foi
adequadamente diluida no eletrolito de suporte.

A identificagdo de mCPP também foi realizda em amostras apreendidas contendo MA
ou MDMA (comprimidos) por meio da adigdo de mCPP. A presenca de MA ou MDMA
nessas amostras foi previamente confirmada por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas do tipo quadrupolo-tempo de voo (LC-Q-TOF-MS, do inglés, liquid
chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry). Todas as amostras foram
obtidas apds extragcdo realizada no Instituto de Criminalistica da Policia Civil do Distrito
Federal. Cada amostra (aproximadamente 100 mg) foi triturada, homogeneizada, diluida em 1
mL de metanol, sonicada por 10 min e, finalmente, diluida em metanol (para anélise LC-Q-

TOF-MS) ou em eletrolito de suporte (método proposto).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Consideracoes gerais

Os resultados e discussdes dessa tese foram divididos em trés partes. Na primeira parte
serdo apresentados e discutidos os resultados referentes ao estudo do comportamento
eletroquimico da TIB por voltametria ciclica e método desenvolvido para a determinacao de
TIB e de seus principais metabdlitos, 3a-OHTIB e 3B-OHTIB por SWV em amostras de
saliva empregando o eletrodo de BDD e o método de adicdo de padrdo. Para o TIB serdo
ainda apresentados os resultados para as analises de amostras farmacéuticas.

Na segunda parte da tese serdo discutidos os resultados obtidos para o estudo do
comportamento eletroquimico dos metaboélitos da TIB (30-OHTIB e 3B-OHTIB) e no
desenvolvimento de um método de determinacdo dos metabolitos da TIB por DPV em
amostras de urina usando o eletrodo de BDD como eletrodos de trabalho e o método de
adicao de padrao.

Na terceira parte serdao apresentados os estudos realizados por voltametria ciclica para
o estudo do comportamento eletroquimico da mCPP e os resultados relacionados com o
desenvolvido do método para a determinacdo de mCPP em amostras de referéncia e

apreendidas empregando SPCEs de carbono e SWV.



Parte 1: Determinacao de

TIB em amostras de saliva
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4.2 Comportamento eletroquimico da TIB em eletrodo de BDD

Inicialmente, o comportamento eletroquimico da TIB foi estudado por meio da
voltametria ciclica empregando BDD como eletrodo de trabalho em eletrolito suporte
composto por tampao BR 0,04 mol L™! e acetonitrila (75:25 v/v) com diferentes valores de pH
(2,0 a 10,0). A adigdo de acetonitrila se fez necessaria devido a baixa solubilidade da TIB em
solucao aquosa. Os estudos foram realizados apos pré-tratamento anddico ou catodico do
eletrodo de BDD. Os voltamogramas ciclicos na faixa de potencial de -0,5 a +2,0 V obtidos
apds os dois pré-tratamentos mostraram que o comportamento eletroquimico da TIB ¢
irreversivel, com dois picos de oxidacdo em +1,38 ¢ +1,60 V (vs. Ag/AgCIKCls) na
varredura direta ¢ sem picos catdodicos na varredura reversa, como pode ser observado na

Figura 5.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de TIB 0,5 mmol L™ em tampdo
BR (pH = 2,0 a 10,0) e acetonitrila (75:25, v/v). (A) Ativacdo anddica e, (B) ativacao
catodica. Eletrodo de trabalho: BDD; (C) relacdo entre corrente de pico ¢ pH obtidas apos

pré-tratamento anddico; incremento de potencial: 5 mV; velocidade de varredura 50 mV s™.
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Fonte: O autor.

Como pode ser visto nos voltamogramas ciclicos da Figura 5, maiores correntes de
pico para a oxidagao da TIB foram obtidas utilizando a ativagdo catddica do eletrodo de BDD,
entretanto, a estabilidade em medidas sucessivas foi menor (queda de 41%) do que as obtidas
empregando o tratamento anddico (queda de 18%). Dessa forma, o pré-tratamento anddico do
eletrodo de BDD foi utilizado para os estudos subsequentes. Nesta condigdo, os sinais
voltamétricos eram mais estaveis e os picos de oxidacdo melhor definidos.

A partir dos resultados obtidos, o eletrélito suporte com pH = 7 foi selecionado para os
testes posteriores devido a apresentar pico bem definido e elevado valor de corrente de pico
(Figura 5C). Por esta razdo, o comportamento voltamétrico da TIB também foi verificado no

eletrolito suporte composto por tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0) contendo acetonitrila
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(75:25 v/v). A Figura 6 ilustra os voltamogramas ciclicos obtidos antes (linha preta) e apos a
adi¢do (linha vermelha) de TIB 0,5 mmol L. Em ambas as solugdes tampdo (BR e fosfato
pH 7,0), resultados semelhantes foram encontrados, dessa forma, o tampao fosfato foi usado

em estudos subsequentes.

Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos antes (linha preta) e ap6s a adicao (linha vermelha)
de TIB 0,5 mmol L em tampdo fosfato 0,1 mol L' em pH 7 com acetonitrila (75:25, v/v).

Incremento de potencial: 5 mV; velocidade de varredura 50 mV s™.
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Fonte: O autor.

Na literatura nao foram encontrados trabalhos que abordam o mecanismo de oxidagdo
eletroquimica da TIB. Dessa forma, alguns estudos foram realizados com o intuito de
investigar como ocorre esse processo. As primeiras informagdes sobre o mecanismo de
oxidacdo podem ser obtidas do estudo de pH apresentado na Figura 5 onde a relagdo do E,
com o pH fornece a quantidade de protons envolvidos na reacdo de oxidagdo por meio da

equagdo 1.

Sendo,
E% — potencial formal;
m — nimero de protons envolvidos no processo de oxidagdo eletroquimico;

n —numero de elétrons envolvidos no processo de oxidagao eletroquimico.
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A Figura 7 apresenta as relacdes E, vs pH obtidas por meio dos voltamogramas da

Figura 5 para ambos os picos de oxidagao da TIB.

Figura 7. Relacdo de E;, vs. pH para a oxidagdo eletroquimica de TIB. Eletrodo de trabalho:

BDD; incremento de potencial: 5 mV; velocidade de varredura 50 mV s™.
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Fonte: O autor.

A partir do gréafico apresentado na Figura 7 € possivel obter a relacdo Ep/pH e utiliza-
la por meio da Equagdo 1 para determinar o nimero de protons envolvidos no processo de
oxidagdo. Porém, como pode ser verificado na Figura 7, os potenciais de pico de oxidagdo da
TIB se apresentaram relativamente constantes em toda a faixa de pH estudada. Logo, esses
resultados indicam que o mecanismo de oxidagdo eletroquimica do TIB independe do pH
(SILVA et al., 2017; SU; CHENG, 2008).

Em seguida, o efeito da variagdo da velocidade da varredura da voltametria ciclica foi
estudado, pois este estudo nos permite obter varias informagdes sobre o processo de oxidacao
da TIB. A Figura 8 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢do de TIB 0,5

mmol L' com o aumento da velocidade de varredura de 10 a 190 mV s\,
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura para TIB
0,5 mmol L. Eletrélito suporte: tampdo fosfato 0,1 mol L™! em pH 7 com acetonitrila (75:25,

v/v); incremento de potencial: 5 mV; velocidade de varredura 50 mV s™.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 8, ndo hd a presenca de picos na varredura
catodica em todo o intervalo de potencial estudado, o que indica que o processo de oxidacao ¢
irreversivel. A relacio obtida entre Ip vs. v'2, apresentada na Figura 9, confirma essa
informagao, pois a relagdo € linear para ambos os picos de oxidagdo, como o previsto para
sistemas irreversiveis pela equacdo de Randles-Sevcik (BARD; FAULKNER, 1980;
EKLUND et al., 1999; PEREIRA et al., 2018).

Também ¢ observado na Figura 8 que ha uma pequena variagdo do potencial de pico
para valores mais positivos com o aumento da velocidade de varredura, o que também ¢
esperado para moléculas que apresentam processo de oxidacdo irreversivel (BARD;
FAULKNER, 1980). Entretanto, esta varia¢do do E, ocorre somente nas menores velocidades
de varredura, provavelmente devido a cinética da velocidade da reacdo de oxidacdo da TIB

ser lenta. Em velocidades maiores do que 80 mV s™!, este fendmeno nio é mais observado.
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Figura 9. Relacdo entre corrente de pico de oxidagdo da TIB e v para (A) pico 1 e (B) pico

2. Outras condigdes, ver Figura 8.

25 - . ) _
A Pico 1 B Pico 2
(A) 2.5-
u
20|
2.0
154 1.5+
2 <
- 0 ~ 1.0
0.5 -
5 r=0.999 1 " r=0.998
T T T M T T M T T 1 0'0 1 T 1 T 1 T
2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
V2 my©2 g2 v2 rmy"? g?

Fonte: O autor.

Por meio da variagdo da velocidade de varredura também ¢é possivel obter informagdes
relacionados a cinética do processo eletroquimico. E possivel identificar se a cinética de
transferéncia de elétrons da reagdo de oxidacdo ¢ controlada pelo processo de difusdo das
moléculas de TIB da solugdo para a interface eletrodo/solugao ou pela adsor¢ao das moléculas
de TIB sobre o eletrodo de trabalho. Para essa finalidade foram plotados os graficos que sao
apresentados na Figura 10 e que mostram a relagdo entre log Ip vs. log v para o pico 1 e 2

provenientes da oxidacao da TIB.

Figura 10. Relacdo entre Ip vs log v para o (A) pico 1 e (B) pico 2 provenientes da oxidagao

da TIB.
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Relagdes lineares foram obtidas para o pico 1 e 2 (r = 0,999) para os graficos de log I,
vs. log v com coeficientes angulares de 0,502 e 0,794, respectivamente. Segundo a literatura,
coeficientes angulares proximos a 0,5 indicam que a cinética da reagdo eletroquimica ¢
preferencialmente controlada pelo processo de difusdo das moléculas da solucdo até a
superficie do eletrodo de trabalho. Ja coeficientes angulares proximo a 1 indicam que a
cinética do processo de oxidagdo ¢ controlada preferencialmente pela adsor¢do das moléculas
sobre o eletrodo (GOSSER, 1994).

Para o primeiro pico de oxidacao da TIB, o coeficiente angular de 0,502 indica que a
cinética da oxidagdo eletroquimica da TIB tem maior influéncia do processo de difusdo das
moléculas até a interface eletrodo/solucdo. J& o pico 2 apresentou coeficiente angular igual a
0,794, o que sugere que a cinética do processo de transferéncia de elétrons tem influéncia
tanto da difusdo quanto da adsor¢cao das moléculas sobre o eletrodo de trabalho. Essa
mudang¢a no fator predominante que controla a cinética de reacdo pode ser entendida e até
mesmo esperada, pois como o pico 2 ¢ proveniente do primeiro processo de oxidacdo, as
moléculas de TIB inicialmente oxidadas continuam proximas a interface eletrodo/solugao
quando o segundo processo de oxidacdo ocorre, logo, ¢ esperado que a difusdo das espécies
exerca uma influéncia pequena nesse segundo processo de oxidagao.

Sabendo que o processo de oxidagdo da TIB ¢ irreversivel e conhecendo o fator que
exerce maior influéncia na cinética de cada etapa do processo de oxidag¢do, o numero de
elétrons envolvidos na oxidagdo eletroquimica da TIB pode ser determinado. Para processos
eletroquimicos irreversiveis, a relagdo entre potencial de pico e a velocidade de varredura
pode ser usada para estimar o nimero de elétrons envolvidos usando a Equacdo 2

(PLETCHER et al., 2001; SILVA et al., 2017):

E,/logv = 30mV/an Eq. (2)

Onde E, ¢ o potencial de pico, v ¢ a velocidade de varredura, o € o coeficiente de
transferéncia de carga, e n ¢ o nimero de elétrons transferidos. A Figura 11 mostra a relacdo
entre Ep e o logaritmo da velocidade de varredura do pico 1 de oxidagdo da TIB presente nos

voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 8.
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Figura 11. Relagdo entre E; vs. log v para a oxidacao eletroquimica da TIB (dados obtidos da

Fig. 8).
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Fonte: O autor.

Pode-se observar um comportamento linear com coeficiente de correlagdo igual a
0,999 para o intervalo de velocidade de varredura de 10 a 80 mv s, como ja discutido
anteriormente. Por esta razdo apenas este intervalo foi considerado para a estimativa do

numero de elétrons a partir da seguinte equacao de reta (Equagao 3):

E, = 1,3139 + 0,0507 (logv)  Eq. (3)

Portanto, o niumero de elétrons envolvidos na oxidacdao da TIB pode ser calculado por
meio da Equagdo 2, usando o valor da inclinacdo da reta obtida na Equacao 3 e considerando
o valor do coeficiente de transferéncia de carga igual a 0,5. O valor de o = 0,5 ¢ normalmente
utilizado para moléculas organicas em solugdo aquosa ou quando ndo se conhece o valor
experimental (BARD; FAULKNER, 1980). O valor de an foi entdo calculado e o valor de n =
1,2, o que indica que no primeiro pico de oxidacdo apresentado pela TIB ocorre a
transferéncia de 1 elétron.

Como pode ser observado nas Figuras 6 e 8, a TIB apresenta um segundo pico de
oxidagdo pouco definido, muito largo e com baixa intensidade de corrente de pico em
comparagdo ao primeiro pico de oxidacdo. Em func¢do disso, ndo foi possivel construir o

grafico de E; vs. log v com os resultados obtidos por voltametria ciclica a fim de se conhecer
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o numero de elétrons transferidos nesse segundo processo. Dessa forma, ndo € possivel ainda
propor um mecanismo para a oxidag¢do da TIB. Outros experimentos que serdo posteriormente
discutidos nesta tese irdo permitir que este calculo seja realizado e, enfim, um mecanismo de

reacao eletroquimica proposto.

4.3 Otimizagdo dos parametros da voltametria de onda quadrada

O desenvolvimento de um método analitico empregando a técnica de SWV requer a
otimizagdo de alguns parametros para que possa ser obtida a melhor resposta possivel em
relacdo a sensibilidade, perfil voltamétrico e reprodutibilidade dos resultados. Os parametros
otimizados foram os seguintes: frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potenciais (f), amplitude
de pulso de potencial (a) e incremento de potencial (AE).

Antes de cada varredura de SWV, a solugdo foi agitada durante 15 s sem a aplicagdo
de potencial, para apenas garantir a homogeneizagdo da solugdo. Apods esse tempo, a solugao
foi deixada em repouso para que a varredura da SWV ocorresse sem influéncia do processo de
convecgdo. Os voltamogramas de SWV apresentados a partir desse topico tiveram a linha de
base tratada para que a visualizacdo dos picos ficasse mais evidente. O tratamento empregado
foi o “moving average” presente no software NOVA 1.11. O eletr6lito suporte utilizado em
todos os estudos por SWV era composto por tampio fosfato 0,1 mol L' em pH 7. A adigdo de
acetonitrila ndo foi necessaria devido ao fato de que as concentragoes de TIB empregadas

eram baixas (< 140 umol L) e, portanto, soltiveis no eletrolito usado nos estudos.

4.3.1 Otimizacao da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais da SWV e

estudo do mecanismo de oxidacio do TIB

A otimizagdo da frequéncia de aplicagdao dos pulsos de potenciais a ser usada na SWV
ndo ¢ apenas util para obtengdo de melhor resposta em termos de corrente de pico como
também pode oferecer informagdes importantes sobre a reversibilidade do processo de
oxirreducdo, calculo de parametros como constante de transferéncia de carga (o)) e nimero de
elétrons transferidos (LOVRIC; KOMORSKY-LOVRIC, 1988).

O estudo para a sele¢do da frequéncia a ser utilizada foi realizado no intervalo de 10 a
100 s, sendo a escolha realizada levando-se em consideracdo caracteristicas como

intensidade da corrente de pico, ruido da linha de base e alargamento (formato) do pico. A
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Figura 12 mostra os voltamogramas obtidos nos estudos de variacdo da frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potenciais para uma solugio contendo 30 umol L' de TIB, onde a

amplitude de pulso foi fixada em 50 mV e o incremento de potencial em 2 mV.

Figura 12. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para 30 pmol L' de TIB em
diferentes frequéncias de aplicacdo de pulsos de potenciais. (B) Relagdo I, vs. f (n = 3).

Eletrolito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol L' em pH 7; a =50 mV e AE =2 mV.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 12A, na SWV, a TIB apresenta dois picos de
oxidagdo, o que condiz com os resultados obtidos por voltametria ciclica. E possivel observar
também que o aumento dos valores da frequéncia provocou o aumento da corrente e largura
de pico e um pequeno deslocamento do potencial de pico da TIB para potenciais mais
positivos. Em frequéncias mais altas podem ser verificados que os valores de corrente de pico
se mantem relativamente constantes, entretanto, o ruido da linha de base aumenta e, por esta
razdo, a frequéncia de 40 s™! foi selecionada para os estudos posteriores.

O estudo da variagdo da frequéncia também foi realizado com o intuito de se obter
mais informagdes sobre o mecanismo de oxidagao da TIB sobre eletrodo de BDD em meio de
tampdo fosfato 0,1 mol L' em pH 7. Como também observado nos resultados obtidos por
voltametria ciclica, o aumento da frequéncia (e, consequentemente, da velocidade de
varredura da SWV) provocou o deslocamento dos potenciais de pico da TIB para valores mais
positivos, o que ¢ esperado para processos irreversiveis (DE SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003). A partir dessa informacao ¢ possivel determinar o nimero de elétrons envolvidos no

processo de oxidacao da TIB, j& que nos processos totalmente irreversiveis existe uma relagao
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entre Ep vs. log f'dada pela equacao 4 (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; SCHOLZ,
2010).

E,  —23RT
logf  anF

Eq.(4)

Onde E, (V) ¢ o potencial de pico, f ¢ a frequéncia (s!), R é a constante dos gases
8,314 ] K'! mol!), T a temperatura (K), F a constante de Faraday (96485 C mol L), a é o
coeficiente de transferéncia de carga e n é o nimero de elétrons transferidos no processo de
oxidacdo. A Figura 13 mostra os graficos obtidos para a relacdo entre E;, vs. log f para ambos
0s picos presentes nos voltamogramas observados na Figura 12A, sendo que para o grafico
apresentado na Figura 13A foi obtido coeficiente angular = 0,08139 (pico 1) e para o grafico

mostrado na Figura 13B o valor foi de 0,07693 (pico 2).

Figura 13. Relagdo entre E; vs. log f'para (A) pico 1 e (B) pico 2 de oxidagdo observados nos

voltamogramas de onda quadrada da Figura 12 para o TIB.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 13 existe uma relacdo linear (r = 0,997) entre o
deslocamento dos potenciais de pico e o logaritmo da frequéncia de varredura. Dessa forma
substituindo o valor dos coeficientes angulares obtidos a partir da Figura 13 para cada um dos
picos de oxidacao da TIB (0,08139 para o pico 1 e 0,07693 para o pico 2) na Equacao 4
obtém-se o valor de n = 1,4. A partir destes valores, estamos sugerindo que em cada um dos
processos de oxidagdo observados para a TIB ha a transferéncia de 1 elétron. Essa informacao

estd em acordo com o valor de n calculado por voltametria ciclica para o pico 1. Sabendo
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quantos elétrons sdo transferidos no processo eletroquimico e que ndo ha transferéncia de
protons em nenhum dos dois processos redox, pode-se comegar a propor um possivel
mecanismo de oxidacao. Além disso, deve ser levado em consideracdo também as estruturas

das moléculas TIB e testosterona mostradas na Figura 14A.

Figura 14. Estrutura molecular da (A) TIB e da (B) testosterona.

(A) OH _ ® OH

Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 14, a TIB, por se tratar de um esteroide, tem
estrutura molecular semelhante a da testosterona. Ambas as moléculas apresentam um grupo
cetona no carbono 3 e uma hidroxila no carbono 17. Essas semelhancas podem ajudar a
compreender o mecanismo de oxidacdo da TIB ja que estudos eletroquimicos sobre a
testosterona sdo encontrados em alguns trabalhos na literatura (GOYAL; GUPTA;
CHATTERIEE, 2010; LEVENT et al., 2015). A partir desses trabalhos pode-se verificar que
a testosterona apresenta somente um processo de redug¢do do grupo cetona do carbono 3. No
entanto, nos estudos eletroquimicos sobre a TIB, a redu¢do do grupo cetona nao foi observada
na faixa de potencial estudada.

No grupo hidroxila do carbono 17 existe a possibilidade de ocorréncia de um processo
de oxidagdo, entretanto, os resultados experimentais ja apresentados mostram que ndo ha
transferéncia de protons no processo de oxidagdo da TIB. O que também corrobora com esta
conclusdo € a testosterona, apesar de possuir 0 mesmo grupamento, também ndo apresenta
processo de oxidagdo. Outra informagdao importante ¢ que a TIB ndo apresenta pKa, o que
indica que na faixa de pH entre 0 e 14 ndo ha a protonacdo ou desprotonagao na molécula.

A partir dessas observacdes, outros fatores que podem influenciar no processo de
oxidacdo da TIB foram estudados, como a possivel influéncia da acetonitrila presente no
eletrolito de suporte. Para verificar se a presenca da acetonitrila exerceu influéncia nos

resultados até entdo apresentados para o comportamento eletroquimico da TIB, a acetonitrila
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foi substituida por metanol no eletrolito de suporte e novos estudos foram realizados. Nesses
estudos, a solugdo padrao de TIB foi preparada apenas em metanol e no eletrdlito de suporte
foi adicionado 25% (v/v) de metanol ao invés de acetonitrila. Em seguida, o comportamento
eletroquimico da TIB 0,5 mmol L™! foi estudado por voltametria ciclica em tampao fosfato 0,1

mol L' em pH 7 com metanol (75:25, v/v). Os resultados sdo apresentados na Figura 15.

Figura 15. Voltamogramas ciclicos obtidos antes (linha preta) e apds a adigdo (linha
vermelha) de TIB 0,5 mmol L' em tampao fosfato 0,1 mol L' em pH 7 com metanol (75:25,

v/v). Incremento de potencial: 5 mV; velocidade de varredura 50 mV s
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Fonte: O autor.

A Figura 15 mostra que nessas condigdes a TIB apresenta um pico de oxidacdo em
+1,38 V conforme também foi observado quando acetonitrila foi utilizada como solvente e
adicionada ao eletrolito de suporte (ver Figura 6). Entretanto, com o emprego de metanol,
apenas um pico € observado, o que indica que apenas um processo de oxidagdo ocorre. Além
disso, pode-se concluir que a presenca da acetonitrila ¢ fundamental para que o mecanismo de
reacdo ocorra em dois processos distintos como observados nos voltamogramas das Figuras 6
e l2.

Com as informagdes obtidas da literatura (KLOUDA et al.,, 2017) e resultados
apresentados até aqui, 0 mecanismo de oxidagao eletroquimica da TIB em eletrodo de BDD
foi proposto. Foi sugerido que o processo de oxidacdo observado em +1,38 V ocorre na

ligagdo dupla na molécula da TIB (carbono 4) através da transferéncia de um elétron
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resultando em um cation radical, ndo dependendo do pH, como ja discutido. Conforme
descrito na literatura (KLOUDA et al., 2018), o cation radical gerado pode reagir de maneira
diferente em solvente protico (metanol) ou aprotico (acetonitrila), o que explica os resultados
diferentes observados quando um composto ¢ substituido pelo outro. Enquanto com uso de
metanol como solvente um pico de oxidagdo ¢ observado, dois picos de oxidagdo sdo
observados quando acetonitrila ¢ usada na composicdo do eletrolito de suporte. Nos dois
processos, ocorre um primeiro passo envolvendo a perda de um elétron na ligacdo dupla
(Figura 16a). Em meio de metanol (Figura 16b), o hidrogénio do hidroxil ¢ transferido por
uma reagdo radicalar ao cation radical formado, seguido pela adigdo nucleofilica de metanol,
gerando o grupo funcional éter correspondente. A Figura 16 apresenta o mecanismo proposto

para a oxida¢do da TIB empegando metanol na composi¢do do eletrolito de suporte.

Figura 16. Mecanismo para a oxidacdo eletroquimica da TIB utilizando metanol na

composicao do eletrdlito de suporte.
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Fonte: O autor.

Quando a acetonitrila ¢ usada na composi¢do do eletrdlito de suporte, ocorre o
inverso, pois inicialmente acontece uma adi¢do nucleofilica da acetonitrila ao cation radical
pela reagdo de Ritter (KLOUDA et al., 2018) e, o nitrogénio basico (base de Lewis) da
acetonitrila ataca as espécies catidnicas seguida de hidrélise. Assim, ocorre um segundo
processo de oxidagdo (em +1,60 V) com a perda de um elétron dando origem a um
carbocation (produto da segunda oxidacdo). A Figura 16 apresenta o mecanismo de oxidacao

para a TIB quando utilizado acetonitrila na composi¢ao do eletrélito de suporte.
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Figura 17. Mecanismo para a oxidacdo eletroquimica da TIB sobre o eletrodo de BDD

quando acetonitrila ¢ usada na composicao do eletrélito de suporte.
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Fonte: O autor.

Comparando os dois mecanismos propostos pode-se perceber que com metanol a
quebra homolitica ocorre primeiro, enquanto com acetonitrila primeiro ocorre a adigdo
nucleofilica. A explicacdo para o mecanismo diferente ¢ devido a entalpia da quebra
homolitica da liga¢do para o grupo OH (+21,0 kJ mol!) que é menor que a do CH da
acetonitrila que ¢ igual a 252,6 k] mol™! (LUO, 2007).

4.3.2 Otimizacao da aplicacdo da amplitude de pulsos de potenciais

O efeito da variagdo da amplitude de aplicagdo dos pulsos de potenciais (a) no
intervalo de 10 a 100 mV também foi estudado, sendo mantido constantes a frequéncia e o
incremento de potencial em 30 s' e 2 mV, respectivamente. A Figura 18 apresenta os
voltamogramas de onda quadrada obtidos, a varia¢do da I, e da largura de pico a meia altura
com o aumento da amplitude de pulso de potencial aplicado para solucdo contendo TIB 30

umol L1,
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Figura 18. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a variagdo da amplitude de
aplicacdo dos pulsos de potenciais para solu¢do de TIB 30 pumol L. (B) Relagio entre
corrente de pico e variagdo da amplitude (n = 3). (C) Relagdo entre largura de meia altura de
pico e variacdo da amplitude. Eletrolito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol L' em pH =7; f=

30s'e AE=2mV.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 18B, as correntes de pico obtidas para o TIB
aumentam com o aumento da amplitude de 10 a 60 mV. Para valores acima de 40 mV, as
correntes de pico se mantém relativamente constantes. Além disso, o aumento nos valores de
amplitude também provoca o alargamento do pico como pode ser observado na Figura 18C.
Por essas razdes, a amplitude de pulso de potencial selecionada para os estudos posteriores foi

de 60 mV.
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4.3.3 Otimizacio do incremento de potencial

O ultimo parametro avaliado foi o incremento de potencial (AE), que ¢ a diferenca da
altura de um degrau de potencial e o degrau seguinte em uma escada crescente de potenciais
aplicadas ao eletrodo de trabalho. Além disso, a velocidade de varredura na SWV ¢ dada pelo
produto do incremento de potencial e a frequéncia de aplicacdio dos pulsos de
potenciais (NUWER; O’DEA; OSTERYOUNG, 1991).

Mantendo a frequéncia e a amplitude fixas em 30 s

e 50 mV, respectivamente, o
incremento de potencial foi estudado na faixa de 1 a 10 mV. A Figura 19 mostra (A) os

voltamogramas obtidos e (B) a relagdo entre corrente de pico e a variagdo do AE.

Figura 19. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a variagdo do incremento de
potencial de 1 a 10 mV. (B) Relacao entre corrente de pico e incremento de potencial para
solugdo contendo TIB 30 pmol L' (n = 3); Eletrdlito de suporte: tampio fosfato 0,1 mol L-!
empH=7;/=30s'ea=50mV.
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Fonte: O autor.

Observando o efeito da variagdo do incremento de potencial, pode ser verificado que
com o aumento dos valores de incremento de potencial (1 a 4 mV) ocorre 0o aumento da
corrente de pico, sendo esses valores tornando-se relativamente constantes a partir de 4 mV.
Isso ocorre pelo consequente aumento da velocidade de varredura que promove a oxidacgdo de
uma quantidade maior de moléculas de TIB em um intervalo menor de tempo. A partir de 4
mV, a variacdo da corrente de pico ¢ pequena, em virtude disso, o incremento de potencial

selecionado para os estudos posteriores foi de 4 mV.
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4.4 Estudo da faixa linear de reposta

Apos a definigdo dos pardmetros otimizados para a técnica de SWV (f=40 s'; a = 60
mV e AE =4 mV), estudos para determinar a faixa linear de resposta da TIB sobre o eletrodo
de BDD foram realizados. A Figura 20A mostra os voltamogramas de SWV obtidos na
andlise de solugdes contendo concentragdes crescentes de TIB de 1 a 140 pmol L. A Figura

20B apresenta a relagdo entre correntes de pico e concentragdes crescentes de TIB.

Figura 20. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para concentracdes crescentes de
TIB (1 — 140 pmol L"). (B) Respectiva curva de calibragio obtida a partir dos voltamogramas
apresentados (n = 3). Condigdes experimentais: a = 60 mV; f'= 40 s’'; AE = 4 mV. Eletrélito
de suporte: tampao fosfato 0,10 mol L' pH = 7,0.
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Fonte: O autor.

Observando os resultados apresentados na Figura 20, observa-se que hd uma relagdo
linear entre a I, e a concentragdo de TIB (r = 0,999) para a faixa de 1 a 110 umol L', O limite
de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados em 0,3 umol L' e 1,0
umol L', respectivamente. O LD e o LQ foram calculados de acordo com as recomendagdes

da IUPAC (MOCAK et al., 1997). Sendo o calculo do LD realizado por meio da Equagao 5.

_ 3x DPb

D=~——>— Eq.(5)

Onde, DPb ¢ desvio padrao do ruido da linha de base do branco (n = 10) e b ¢ a
sensibilidade da curva de calibracdo (inclinagcdo). Para o célculo do LQ foi utilizada a

Equacao 6:
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10 x DPb
Q= ——7— Eq.(6)

4.5 Repetibilidade do método

ApoOs serem realizadas todas as otimizagdes da SWV e a definicdo da faixa linear de
resposta da TIB, os estudos de repetibilidade do método proposto foram realizados. A Figura
21A e 21B apresenta os voltamogramas de SWV obtidos para medidas sucessivas (precisiao

intra-dia) para solucdes contendo TIB 10 e 50 umol LI, respectivamente.

Figura 21. Voltamogramas obtidos por SWV para medidas sucessivas ( n = 20) de solugdes
contendo TIB (A) 10 umol L' e (B) 50 umol L. (C) Relacdo entre corrente de pico e

numero de medidas realizadas. Condi¢des experimentais, ver Figura 20.
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Fonte: O autor.
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A Figura 21 mostra que as correntes de pico da TIB variam pouco ao longo das
medidas, mantendo-se relativamente constante. E possivel ainda perceber que ndo existe
qualquer tendéncia de contaminagdo da superficie do eletrodo de BDD. Os valores de desvio
padrdo relativo (DPR) calculados foram de 2,4 e 1,0% para TIB 10 e 50 umol L7,

respectivamente.

4.6 Analises de TIB em amostras de saliva

O desempenho do método de determinagdo de TIB por SWV foi empregado para as
analises de amostras de saliva humana. Para a realizagdo desse teste foram recolhidas diversas
amostras de salivas de pessoas saudaveis com o auxilio do dispositivo Salivette® ( tubo de
coleta com swab sintético). Apos a centrifugacdo, uma aliquota de 1 mL da saliva recolhida
foi diluida (1:1) em tampdo fosfato 0,1 mol L' com pH = 7. Em seguida foram feitas as
analises de amostras de saliva pelo método de adicdo de padrao apds fortificagdo com TIB. A
Figura 22A mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma amostra de saliva
fortificada com 20 pmol L' de TIB e quatro adi¢des de concentragdes crescentes de TIB. A

Figura 22B mostra a respectiva curva de calibra¢ao usando o método de adi¢ao padrao.

Figura 22. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solucao amostra de saliva
fortificada com TIB e (B) Curva de adi¢do de padrdo obtida a partir dos voltamogramas de

SWYV apresentados (n = 3). Condi¢gdes experimentais, ver Figura 20.
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A Tabela 2 mostra os resultados obtidos nos testes de recuperac¢do realizados com
amostras de saliva dopadas com TIB 20 pmol L', Os valores médios de recuperagio (104% =
3) obtidos para as amostras de saliva indicam que o método proposto possui boa precisdo para
a determinagdo de TIB em amostras de saliva. Este resultado também mostra que os efeitos de

matriz foram contornados pelo método de calibragdo por adi¢ao de padrao.

Tabela 2. Resultados (média = DP) obtidos para analises de amostras de saliva apds a adigado

de TIB.

[TIB] adicionada Encontrado Recuperado

Amostra

pmol L pmol L %
Saliva 1 20 21,4+0,7 107+ 4
Saliva 2 20 20,1 £2,1 101 £10
Saliva 3 20 21,3+0,8 106 + 4

A Tabela 2 mostra que foram obtidos bons resultados de recuperacdo para as amostras
de saliva analisadas empregados o método proposto. Como ¢é proibido pela WADA o
consumo de TIB por atletas, o método proposto pode apresentar aplicabilidade para a triagem
rapidas (pré-analises) de amostras, por meio da simples detec¢do de TIB.

Entretanto, devido a grande variagdo na composi¢do da saliva que pode ocorrer de um
individuo para outro (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001), experimentos adicionais foram
realizados para verificar a aplicabilidade do método proposto para a detecgao seletiva de TIB
em um numero variado de amostras de saliva proveniente de pessoas diferentes e saudaveis
(composicao variada). A Figura 23 mostra os voltamogramas de SWV obtidos para a analise
de 14 amostras de saliva (2 vezes diluidas em eletrolito de suporte) coletadas de diferentes
pessoas saudaveis antes (linha preta) e apos (linha vermelha) fortificadas com 10 umol L™ de

TIB.
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Figura 23. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para amostras de saliva antes (linha

preta) e apés (linha vermelha) adigdo de TIB 10 pmol L. Condi¢des experimentais, ver

Figura 20.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 23, nas solugdes amostras sem adi¢do de TIB
(linhas pretas), nenhum pico foi observado nos voltamogramas de SWV em todas as amostras
testadas no intervalo de potencial onde a TIB ¢ oxidada. O pico voltamétrico da TIB foi
observado apenas apds a adigdo de TIB em cada amostra. Esses resultados mostram que a
triagem rapida e a quantificacdo seletiva de TIB em amostras de saliva ¢ possivel usando o
procedimento proposto. Além disso, compostos eletroativos comumente encontrados em
amostras de saliva humana como acido ascorbico (AA) e acido trico (AU) (DEMKOWSKA
et al, 2010; NGAMCHUEA; BATCHELOR-MCAULEY; COMPTON, 2018) foram
avaliados como possiveis interferentes. A Figura 24 apresenta os voltamogramas de SWV
obtidos antes e apds a adigdo de AA e AU em solu¢do contendo amostra de saliva diluida

duas vezes em eletrolito de suporte com TIB 10 pmol L.
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Figura 24. Voltamogramas de SWV obtidos para amostras de saliva (A) antes (linha preta) e
ap6s (linha vermelha) adi¢do de TIB 10 pmol L' e (linha azul) adi¢do de AA 20 umol L.
(B) antes (linha preta) e apos (linha vermelha) adi¢do de TIB 10 umol L' e (linha azul)

adicdo de AU 20 umol L!. Condi¢des experimentais, ver Figura 20.
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Como pode ser observado na Figura 24A, o AA apresenta pico de oxidacdo em +0,90
V enquanto o AU em +1,17 V que s3o potenciais menos positivos que o potencial de
oxidagdo da TIB (> +1,30 V). Além disso, ndo foi observada variacdo significativa na
resposta eletroquimica da TIB apds a adi¢do de AA ou AU. Pode-se observar também que os
picos voltamétricos em +0,88 V e +1,20 V observados em algumas amostras reais de saliva
(Figura 23), provavelmente, podem estar relacionados a presenca de AA e AU nas amostras
de saliva analisadas, respectivamente. Esses resultados também mostram que a concentragao
AA e AU em amostras reais provavelmente ¢ menor que o valor de concentracdo adicionado

as amostras fortificadas que foi de 20 pmol L™! para ambos os compostos.

4.7 Analise de TIB em amostras farmacéuticas

Como a TIB ¢ um farmaco vendido comercialmente € 0 método proposto se mostrou
adequado para a quantificagdo de TIB, também foi proposto a aplicacdo do mesmo para a
quantificagdo de TIB em amostras farmacéuticas. Para essas andlises, as amostras foram
adequadamente dissolvidas em eletrdlito de suporte e o método de adi¢do de padrao foi
empregado nas andlises. A Figura 25A apresenta os voltamogramas de SWV obtidos na

analise de uma amostra adequadamente diluida em tampao fosfato 0,1 mol L™ e a adi¢do de
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concentragdes crescentes de TIB. A Figura 25B mostra a respectiva curva de calibracdo por

adi¢do de padrao obtida.

Figura 25. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdo amostra e adi¢des
crescentes de TIB. (B) curva de adi¢cdo de padrao obtida a partir dos voltamogramas (n = 3).

Condig¢des experimentais, ver Figura 20.
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Fonte: O autor.

Os resultados obtidos com o método proposto na analise de duas formulagdes
farmacéuticas contendo TIB foram comparados com os obtidos por HPLC (DA ROSA et al.,
2012), que ¢ a técnica comumente utilizada para estas analises. Os resultados obtidos sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos (média £ DP) para determinacdo da TIB em amostras

farmacéuticas por SWV e HPLC (n = 3).

Valor da bula de TIB Valor obtido por SWV  Valor obtido por HPLC

Amostras

(mg/comprimido) (mg/comprimido) (mg/comprimido)
Amostra 1 2,5 24+0.1 24+0,3
Amostra 2 2,5 24+02 23+04

O teste-t de Student para amostras pareadas foi utilizado para fazer a comparagao entre
os resultados obtidos pelo método proposto e HPLC. A partir dos resultados apresentados na

Tabela 3, os valores de tcalculado Obtidos foram menores que o valor critico tedrico (2,78, para n
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= 3), o que indica que os resultados obtidos com os dois métodos sdo estatisticamente

semelhantes, com nivel de confianca de 95%.

4.8 Conclusoes parciais

O trabalho apresentado nessa primeira se¢do demonstrou, pela primeira vez, um
método eletroquimico para a determinacao de TIB em amostras de saliva humana de forma
rapida e simples. A aplicabilidade do método proposto para a determinacao seletiva de TIB
em amostras de saliva foi cuidadosamente avaliada através de testes de triagem para TIB em
catorze amostras reais de saliva. A detecgdo seletiva foi possivel em todas as amostras apos
uma etapa simples de preparacdo da amostra (apenas diluicdo no eletrolito de suporte). O
método ¢ simples, de baixo custo, estavel (DPR < 2,4%; n = 20), preciso (valores médios de
recuperagdo = 104% =+ 3) e pode ser usado em laboratérios com requisitos minimos de
infraestrutura. Além disso, 0 mecanismo para a oxidagdo eletroquimica da TIB foi proposto.

Finalmente, o método também se mostrou eficiente e preciso na determinagdo de TIB
em formulag¢des farmacéuticas. O método apresenta caracteristicas como uso de pequenos
volumes de amostras e reagentes e preparo de amostras simplificado (dissolugdo e diluicao).
Os resultados obtidos foram semelhantes aos obtidos por HPLC com nivel de confianga de

95%.
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Parte 2: Determinacao de
30-OHTIB e 3-OHTIB em

amostras de saliva e urina
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4.9 Sintese e espectroscopia de RMN do 3a-OHTIB e 3-OHTIB

A TIB possui dois produtos (metabdlitos) principais de seu metabolismo no
organismo, os isdmeros 3a-OHTIB e 33-OHTIB, sendo que a diferenca entre estas moléculas
esta apenas na configura¢do do grupo hidroxila do carbono 3. Esse grupo OH por sua vez ¢é
gerado por meio da reducdo do grupo cetona presente no carbono 3 da TIB. Dessa forma, para
o desenvolvimento de um método de analise de amostras de urina com o intuito de verificar se
houve o consumo de TIB se faz necessario a analise de seus metabolitos. Por esta razdo, a
obtencdo dos principais metabolitos da TIB foi providenciada por meio de uma reagdo de

sintese. A Figura 26 apresenta a reagdo simplificada de reducao da TIB.

Figura 26. Reducdo quimica da TIB em 30-OHTIB.

1 NaBH,, metanol, 24h
2H0

v

Tibolona Hidroxitibolona

Fonte: O autor.

Como pode ser visto na Figura 26, a sintese foi realizada em duas etapas, onde a
primeira ocorreu por meio da reagcdo quimica entre a TIB e NaBH4 com o intuito de adicionar
um atomo de hidrogénio ao carbono 3. Em seguida foi feita a adi¢do de 4gua ao meio para
promover a formacao da hidroxila no carbono 3 dando origem ao hidroxitibolona. Entretanto,
o grupo OH pode apresentar duas configuracdes distintas, o que da origem aos metabolitos
30-OHTIB e 33-OHTIB (TIMMER; HOUWING, 2002).

Ap0s a sintese foi necessario determinar a estrutura do produto obtido na reagdo. Esse
estudo foi realizado por meio da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) que
permite determinar a estrutura completa de um composto. Empregando a RMN foram obtidos
espectros de '°C que forneceram os deslocamentos quimicos dos atomos de '*C que nos
permitem identificar a quantidade e os tipos de atomos de carbono (metila, carbonila,

aromatico e outros) na molécula (PAVIA et al., 2010). A Tabela 4 apresenta os deslocamentos
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quimicos obtidos experimentalmente para o so6lido obtido na sintese e os valores dos
deslocamentos quimicos dos nucleos de *C para o 3a-OHTIB e 3B-OHTIB disponiveis na

literatura (COLOMBO et al., 2002).

Tabela 4. Deslocamentos quimicos de RMN-!C (8) da hidroxitibolona comparados com a

literatura (mistura de epimeros).

3 1(CDCls—
Experimental 6 (CDCI3) piridina)(COLOMBO et al.,
2002)

N°C 3a 3p 3a 3B
1 27.5 22.6 27.1 23.2
2 32.8 30.1 33.1 30.8
3 68.5 66.2 67.3 65.1
4 40.8 40.1 41.2 40.1
5 124.3 122.9 124.6 123.4
6 38.9 39.7 38.9 39.5
7 27.2 27.5 27.5 27.5
7 13.1 13.3 13.0 13.2
8 41.9 41.9 42.0 41.9
9 40.1 40.0 40.2 39.9
10 128.9 128.7 128.7 128.6
11 25.6 25.6 25.7 25.6
12 334 334 33.6 33.6
13 47.7 47.7 47.8 47.7
14 46.5 46.6 46.3 46.4
15 22.4 223 223 223
16 39.2 394 39.5 394
17 80.2 80.2 79.0 79.0
17 88.0 88.0 89.5 89.6
17° 74.2 74.1 73.2 73.2
18 13.2 13.2 13.3 13.2

Como pode ser observado na Tabela 4, os resultados experimentais para os
deslocamentos quimicos obtidos para o produto da sintese estdo em acordo com os valores
disponiveis na literatura para o 3a-OHTIB e 3B-OHTIB. Esses resultados indicam que foi
obtida uma mistura de epimeros como produto da reagdo, entretanto, a intensidade dos
deslocamentos quimicos do 3a-OHTIB no espectro indicam que o isomero 3a foi obtido em
propor¢ao muito superior ao 3. A Figura 27 mostra os espectros de RMN obtidos para o

produto da sintese do 3a-OHTIB.



Figura 27. Espectro RMN 3C (100 MHz, CDCls) da 3a-OHTIB
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4.10 Comportamento eletroquimico da 3a-OHTIB e 3B-OHTIB sobre eletrodo de

BDD

O comportamento eletroquimico da 3a-OHTIB juntamente com a 3B-OHTIB foi

estudado inicialmente por meio da voltametria ciclica empregando eletrodo de BDD como

eletrodo de trabalho em eletrlito suporte composto por tampio BR 0,04 mol L' com

acetonitrila (75:25 v/v) em diferentes valores de pH (2,0 a 10.0). Devido a solubilidade baixa

do 3a-OHTIB em 4gua, neste caso também foi adicionado acetonitrila ao eletrdlito de suporte.

Os estudos foram realizados apos pré-tratamento anddico ou catddico do eletrodo BDD. Os

voltamogramas ciclicos na faixa de potencial de -0,5 a +2,0 V obtidos apos os dois pré-

tratamentos mostraram que o comportamento eletroquimico da 3a e 3B-OHTIB 0,5 mmol L

¢ irreversivel, sem picos catddicos na varredura reversa e com dois picos de oxidagdo

semelhante ao da TIB, sendo o primeiro em aproximadamente +1,40 V e outro em +1,60 V

(vs. Ag/AgClKClsa). A Figura 28 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para uma
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solugdo contendo 3a e 3B -OHTIB 0,5 mmol L em eletrélito de suporte composto por

tampao BR 0,04 mol L' com acetonitrila (75:25 v/v e pH = 2,0 a 10.0).

Figura 28. Voltamogramas ciclicos obtidos apds a adi¢do de 3a e 3f-OHTIB 0,5 mmol L
em tampao BR (pH = 2,0 a 10,0) com acetonitrila (75:25, v/v) sobre o eletrodo de BDD. (A)
Ativacdo anddica e (B) ativagdo catddica. Incremento de potencial: 5 mV; velocidade de
varredura 50 mV s,
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Fonte: O autor.

Observa-se nos voltamogramas ciclicos da Figura 28 que os valores de corrente de
pico obtidos para a 3a e 3B-OHTIB foram semelhantes ap6s o tratamento anddico ou
catodico. Também pode ser observado para as duas ativagdes que a variacdo do potencial de
pico com a variagdo do pH ¢ muito pequena. A partir desses resultados podemos concluir que
tanto o BDD com ativagdo anodica quanto com a catddica, a principio, poderiam ser
empregados para os estudos posteriores.

Em razao disso foram realizados estudos para selecionar qual o eletrélito de suporte
mais adequado para esses estudos, sendo os testes realizados com as solugdes de pH 3, 4 ¢ 5.
O pico do 3a-OHTIB em pH 2 ndo apresentou perfil bem definido em ambas as ativagdes e,
por esta razdo, nao foi selecionado. Também foram realizados estudos para verificar se o0 mais
adequado seria utilizar a deteccdo dos epimeros 3a e 3 -OHTIB pela técnica de SWV ou de
DPV. Neste estudo, ambas as técnicas foram avaliadas empregando uma velocidade de
varredura de 10 mV s\, A escolha desse valor de velocidade de varredura ocorreu em razio
de ser uma velocidade de varredura comum as duas técnicas, ja que com a DPV normalmente

se trabalha com velocidades de varredura bem menores do que na SWV. Para a realizagdo
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desses estudos, tanto a ativagdo catddica quanto a anddica foram empregadas ja que ambas
apresentaram resultados semelhantes nos estudos por voltametria ciclica.

A Figura 29 mostra os voltamogramas de SWV e de DPV obtidos para solugdes
contendo 3a e 38-OHTIB 20 pmol L' em tampdo BR (pH = 3 a 5). Para esses estudos ndo foi
adicionado acetonitrila ao eletrélito suporte, pois assim como acontece com a TIB, nas

concentragdes utilizadas o metabdlito € soluvel nos eletrolitos de suporte empregados.

Figura 29. Voltamogramas de SWV obtidos antes (linha preta) e apos ( ) a adigao
de 3a e 3p-OHTIB20 umol L' e de DPV obtidos antes (linha vermelha) e apds (linha azul) a
adicdo de 3a e 3B-OHTIB sobre o eletrodo de BDD em tampdo BR 0,04 mol L' em (A) pH =
3, (B) pH =4 e (C) pH = 5 com tratamento andédico e (D) pH=3, (E)pH=4e (F)pH =5
com tratamento catodico.
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Os resultados da Figura 29 mostram que maiores picos de oxidagdo foram obtidos
quando a técnica de DPV foi empregada. Isso ocorreu para o eletrodo de BDD com os dois
tipos de pré-tratamento (anodico e catddico). Além disso, pode-se observar que na ativagao
catodica ndo ha a presenga de picos nas varreduras realizadas para o branco em solugdes de
pH 3 e 4, como acontece para a ativagdo anddica. Pode-se observar também que a medida que
o pH aumenta, a intensidade de corrente do pico de oxidagdo adicional proéximo a +1,50 V
também aumenta. Por esta razao estudos em pHs maiores do que 5 nao foram realizados.

A partir dos resultados observados, o tratamento catdédico do eletrodo de BDD foi
escolhido para ser utilizado ja que a linha de base se mostrou mais estavel. A escolha da
solugdo de pH = 3 foi feita pelo fato de que a intensidade de corrente de oxidagdo do segundo
pico (= +1,5 V) da 3a-OHTIB e 3B-OHTIB ser muito menor em comparagdo com Os
observados em solug¢des de pH =4 ¢ 5, sendo a detecgao dos metabolitos realizada por meio
do pico de oxidacdo detectado em =~ +1,2 V.

Assim como ocorreu para a TIB, na literatura ndo foram encontrados outros trabalhos
que descrevem o mecanismo de oxidacdo eletroquimica para o 3a-OHTIB. Por esta razdo,
também foram realizados estudos com o intuito de investigar como ocorre esse processo. As
primeiras informagdes sobre o mecanismo de oxidagdo foram obtidas do estudo de pH
apresentado na Figura 28 onde, a relacdo do E, com o pH fornece a quantidade de protons
envolvidos na rea¢do de oxidag¢do por meio da equacdo 1. A Figura 30 apresenta a relagao

entre E, vs pH para a os dois picos referentes a oxidacao da 3a e 3p-OHTIB.

Figura 30. Relacdo entre E;, vs pH para a 3a e 3-OHTIB. Outras condigdes, ver Figura 28.
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A Figura 28 mostra que os potenciais de pico de oxidacdo da 3a e 3B-OHTIB se
apresentaram relativamente constantes para toda a faixa de pH estudada. O que indica que o
mecanismo de oxidacao eletroquimica da 3a e 3B-OHTIB nao depende do pH pois ndo ocorre
a transferéncia de H'(SILVA et al., 2017; SU; CHENG, 2008).

Apbs a definicdo do eletrdlito de suporte a ser empregado (tampio BR 0,04 mol L!
pH = 3), o estudo do efeito da velocidade da varredura foi realizado por voltametria ciclica
para que mais informacgdes sobre o processo de oxidacao da 3a e 3-OHTIB fossem obtidas.
A Figura 31 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para 3a e 3p-OHTIB 0,5 mmol L em

diferentes velocidades de varredura (10 a 200 mV s™).

Figura 31. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura para 3a e
3B-OHTIB 0,5 mmol L. Eletrélito suporte: tampio BR 0,04 mol L' em pH 3 com

acetonitrila (75:25, v/v); incremento de potencial: 5 mV;
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Fonte: O autor.

Observa-se na Figura 31 que em todo o intervalo de potencial estudado, ndo ha picos
na varredura catddica, indicando que o processo de oxidacdo do 3a e 3B-OHTIB ¢
irreversivel. Pode-se observar também que assim como ocorre com a TIB, os potenciais de
pico se deslocam para potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura
como ¢ esperado para processos irreversiveis. Porém, a variagdo ¢ mais significativa apenas
nas velocidades de varredura menores (até 50 mV), assim como também foi observado para a
TIB. Por essa razao nao foi possivel obter um resultado conclusivo da relacao de Ep vs. log v

que permitisse o calculo do numero de elétrons envolvidos no processo de oxidagdo
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eletroquimica do 3a e 33-OHTIB. Entretanto, por meios dos resultados obtidos foi possivel
obter informacdes se a cinética de transferéncia de clétrons da rea¢do de oxidagdo ¢
controlada pelo processo de difusao ou de adsor¢do das moléculas de 3a e 3-OHTIB sobre o
eletrodo de trabalho. Com esse intuito, graficos de I, vs v foram plotados (Figura 32) para os

dois processos de oxidagdo da 3a e 3-OHTIB mostrados na Figura 31.

Figura 32. Relacdao entre corrente de pico de oxidagdo e a variagdo da velocidade de

varredura para (A) pico 1 e (B) pico 2 de solugdo contendo 3a e 33-OHTIB.
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Fonte: O autor.

Os resultados apresentados na Figura 32 mostram que existe uma relagdo linear entre a
corrente de pico e a velocidade de varredura, o que ¢ esperado para processos irreversiveis
onde a cinética de transferéncia de elétrons ¢ controlada preferencialmente por adsor¢ao
(BARD; FAULKNER, 1980). Outra forma de verificar essa informagdo ¢ por meio dos
graficos que mostram a relagdo entre log I, vs. log v (Figura 33) para ambos os picos de

oxidagdo da 3a e 33-OHTIB.
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Figura 33. Relacdo entre Ip vs. log v para o (A) pico le (B) pico 2 provenientes da oxidagao

da 3a e 3B-OHTIB.
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Fonte: O autor.

Como ja discutido anteriormente, coeficientes angulares proximos a 0,5 indicam que a
cinética da reagao eletroquimica ¢ preferencialmente controlada pelo processo de difusao das
moléculas presentes na solucdo até a superficie do eletrodo de trabalho. J& o coeficiente
angular proximo a 1 significa que a cinética do processo de oxidacdo ¢ controlada
preferencialmente pela adsor¢ao das moléculas sobre o eletrodo. Os resultados obtidos a partir
da Figura 33 mostram uma relacdo linear entre I, vs. log v para ambos os picos de oxidagao.
Onde, para o pico 1 (r = 0,999) foi obtido o coeficiente angular de 0,768, o que indica que
além da adsorcdo, a difusdo tem influéncia considerdvel no processo de oxidagao
eletroquimica dos metabolitos. Ja o coeficiente angular de 1,09 para o pico 2 (r = 0,996)
confirma que a cinética de transferéncia de elétrons é preferencialmente controlada por
adsorgao.

Como ja discutido anteriormente, ndo foi possivel determinar o nimero de elétrons

envolvidos no processo de oxidagdo eletroquimica da 3a e 33-OHTIB por voltametria ciclica.

4.11 Otimizacao dos parametros da voltametria de pulso diferencial

No desenvolvimento de um método analitico empregando a DPV ¢ necessario a
otimizacdo de alguns parametros que fornecam resultados com a melhor resposta possivel em
termos de intensidade de corrente e picos bem definidos para que se possa obter sensibilidade
e reprodutibilidade adequada para a aplicacdo proposta. Os parametros otimizados foram os

seguintes: amplitude de modulacdo, tempo de modulagdo e incremento de potencial.
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Antes de cada varredura de DPV, a soluc¢do foi agitada durante 15 s sem a aplicacdo de
potencial para garantir a homogeneizac¢ao da solucdo. Apos esse tempo, a solugdo foi deixada
em repouso (10 s) para que a varredura da DPV ocorresse sem influéncia do processo de
conveccdo. Os voltamogramas de DPV apresentados tiveram a linha de base tratada para que
a visualizacdo dos picos ficasse mais evidentes. O tratamento empregado foi o “moving
average” presente no software NOVA 1.11. O eletrélito suporte utilizado em todos os estudos
por DPV era composto por: tampdo BR 0,04 mol L' em pH 3, ndo sendo necessario a adi¢do
de acetonitrila devido ao fato de que nas concentragdes empregadas (< 50 pmol L) os

isomeros 3a e 3p-OHTIB sao soluveis.

4.11.1 Otimizacao do tempo de modulagcio

Na DPV sao aplicados pulsos de amplitude constantes, sendo que a corrente ¢
amostrada imediatamente antes e ao final do pulso, registrando-se a diferenga como resultado.
O tempo de modulagdo (tm) ¢ o tempo de dura¢do da aplicacdo desse pulso de potencial
(WANG, 2006). Como o tempo de modulacdo determina o momento em que ird ocorrer a
medida do valor de corrente ap6s a aplicagdo do pulso de potencial, este ¢ um pardmetro
essencial a ser otimizado. Inicialmente, foi entdo realizado um estudo para verificar a
influéncia do tempo de modulacdo na corrente de pico de oxidagdo da 3a e 3-OHTIB. A
Figura 34 apresenta os resultados obtidos para a variagdo da corrente de pico em fungado do
tempo de modulagio (10 — 50 ms) para uma solugdo contendo 20 pmol L' de 3a e 3pB-
OHTIB. Neste sentido, a amplitude de modulacao foi fixada em 80 mV e o incremento de

potencial em 5 mV.
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Figura 34. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 20 pmol L' de 3a e 3pB-
OHTIB para aplicagdo de diferentes tempos de modulagdo; (B) Relacdo entre corrente de pico
e tempo de modulagdo (n = 3). Eletrolito de suporte: tampio BR 0,04 mol L' em pH 3; a = 80
mV; AE=5mV.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 34, o valor da corrente de pico diminui com o
aumento do tempo de modulagdo. Também pode-se observar que os voltamogramas com
tempos de modulacdo de 10 e 20 ms apresentam maiores sinais de ruidos na linha base e
maiores desvios. Isso ocorre porque em tempos de modulagdes menores a corrente ¢ medida
pouco tempo apoés a aplicagdo do pulso de amplitude de modulacdo, onde ainda existe grande
contribuicdo da corrente capacitiva na corrente total medida (WANG, 2006). Como o valor da
corrente capacitiva decresce exponencialmente com tempo enquanto a corrente faradaica
decresce de forma linear, o uso de tempos de modulacdo maiores s@o convenientes pois estes
minimizam a contribuicao da corrente capacitiva (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003;
WANG, 2006). Entretanto, o uso de tempos muito longos contribui para o decréscimo da
corrente faradaica a ser detectada. Dessa forma, com base nos resultados apresentados na
Figura 34, o tempo de modulagado selecionado foi de 25 ms, por apresentar pequenos ruidos na
linha base do voltamograma e intensidade de corrente de pico proxima aos obtidos quando

utilizado tempos de 10 e 20 ms.

4.11.2 Otimizaciao da amplitude de modulacgao

A amplitude de modulacdo ¢ a magnitude do pulso de potencial aplicado a uma rampa

linear de potencial, sendo que a corrente ¢ medida antes e no final da aplicacdo de cada pulso
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(SCHOLZ, 2010; WANG, 2006). E um pardmetro importante a ser estudado pois o uso de
valores de amplitudes elevados ddo origem a correntes maiores, porém, na forma de picos
mais largos (WANG, 2006). A Figura 35 mostra o efeito da variagdo da amplitude de
modulagdo no intervalo de 10 a 100 mV para uma solucao contendo 3a ¢ 3-OHTIB 20 umol

L', onde o tempo de modulagio foi fixado em 25 ms e o incremento de potencial em 5 mV.

Figura 35. (A) Voltamogramas de DPV obtidos para solugio de 3o e 33-OHTIB 20 umol L'
com varia¢ao da amplitude de modulacao. (B) Relagdo entre corrente de pico e amplitude de
modula¢do (n = 3). (C) Relacdo entre largura de meia altura de pico e amplitude de

modulacdo. Eletrélito de suporte: tampio BR 0,04 mol L' em pH 3, tm =25 ms; AE =5 mV.
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Fonte: O autor.

A Figura 35 mostra que o aumento da amplitude de modulagdo provoca o aumento da
corrente e da largura de pico como ja discutido anteriormente. A partir desses resultados, o

pulso de amplitude de 60 mV foi selecionado pelo fato de que em amplitudes maiores ocorre
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o alargamento dos picos de oxidacdo da 3a e 3B-OHTIB fazendo com que ndo se tenha uma

separagdo entre os dois picos de oxidag¢do observados para esses compostos.

4.11.3 Otimizac¢ao do incremento de potencial

O incremento de potencial (AE) ¢ a altura de cada degrau da rampa de potenciais em
forma de escada sobre a qual sdo aplicados pulos de potenciais de amplitude (BARD;
FAULKNER, 1980; WANG, 2006). E outro parimetro importante a ser otimizado, pois
também exerce influéncia sobre a intensidade de corrente e largura dos picos. Além disso, a
velocidade de varredura da DPV ¢ definida pela razao entre o AE e o intervalo de tempo. A
Figura 36 apresenta os voltamogramas obtidos para solucdo contendo 3a e 33-OHTIB 20
pmol L' com a variagio do incremento de potencial de 1 a 10 mV, onde o tempo de

modulag¢ao foi fixado em 25 ms e a amplitude de modulagdo em 80 mV.

Figura 36. (A) Voltamogramas de DPV obtidos para solugdo de 3o e 3p-OHTIB 20 umol L!
com a variagao do incremento de potencial (1 a 10 mV); (B) Relagdo entre corrente de pico e
incremento de potencial (n = 3). Eletrdlito de suporte: tampido BR 0,04 mol L' em pH 3, tm =
25ms; a=80mV.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 36, o aumento do incremento de potencial e,
consequentemente, da velocidade de varredura da DPV provoca o aumento da corrente de

pico de oxidacdo do 3a-OHTIB até AE = 7 mV; em valores maiores ocorre a diminuicao da
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corrente de pico. Pode-se observar também que o aumento do AE provoca o alargamento dos
picos, o que também diminui a separagdo entre os picos. A partir dessas observagdes, o AE =

6 mV foi selecionado para os estudos posteriores.

4.12 Estudo da faixa linear de resposta

Depois de definidos os parametros otimizados para a DPV, a = 60 mV; tn, = 25 ms e
AE = 6 mV, estudos foram realizados para determinar a faixa linear de resposta da 3o e 3f3-
OHTIB sobre o eletrodo de BDD em urina sintética. A Figura 37A mostra os voltamogramas
de DPV obtidos para solug¢des contendo concentragdes crescentes de 3o e 3p-OHTIB de 1 a
50 umol L' em eletrdlito composto por tampao BR 0,04 mol L (pH = 3,0) e urina sintética
(1:1). A Figura 37B apresenta a relacdo entre corrente de pico e concentragdes crescentes de

3a e 3p-OHTIB.

Figura 37. (A) Voltamogramas de DPV obtidos para concentragdes crescentes de 3a e 33-
OHTIB (1 — 50 pmol L). (B) respectiva curva analitica obtida a partir dos voltamogramas
apresentados (n = 3). Condigdes experimentais: a = 60 mV; tm = 25 ms ¢ AE = 6 mV.

Eletrolito de suporte: tampdo BR 0,04 mol L' (pH = 3,0) e urina sintética (1:1).

(A) (B) 1.0
0.8 Lt
0.8 [
0.6 .
LR <
= = 0.4
0.2
0.0 i i
0.0 r=0.997
T T M T T 1 1 1 1 1 T T
0.0 0.5 1.0 15 0 10 20 30 40 50
E/V vs Ag/AgCIKCI,_, [3c-OHTIB]/ pmol L*

Fonte: O autor.

Observando os resultados apresentados na Figura 37, pode-se notar que ha uma
relagio linear entre a I, e a concentragdo de TIB (r = 0,997) para a faixa de 1 a 35 umol L'\ O
LD e o LQ foram calculados por meio das Equagdes 5 e 6, respectivamente. Os valores

obtidos foram de 0,1 pmol L' para o LD e 0,3 umol L! para o LQ.
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4.13 Repetibilidade do método

Depois de realizadas todas as otimizagdes da DPV e a determinagdo da faixa linear de
resposta para os metabolitos 3a e 3-OHTIB, os estudos de repetibilidade do método proposto
foram realizados. A Figura 38A e 38B apresentam os voltamogramas de DPV obtidos para
medidas sucessivas (precisdo intra-dia) para amostra de urina sintética contendo 3a e 3f-

OHTIB 15 e 25 umol L}, respectivamente.

Figura 38. Resultados obtidos por DPV para analises sucessivas de solucdes contendo 3a e
3B-OHTIB (A) 25 umol L e (B) 15 pmol L. (C) Relagdo entre corrente de pico e niimero

de medidas realizadas. Condi¢des experimentais, ver Figura 37.
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Os resultados na Figura 38 mostram que a corrente de pico detectada para solucao
contendo 3a e 3B-OHTIB tem pequenas variagdes ao longo das medidas. E possivel ainda

perceber que ndo existe qualquer tendéncia de contaminacao do eletrodo de BDD. Os valores
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de DPR calculados foram de 1,7 e 2,5% para 30 e 3B-OHTIB 15 e 25 pmol L7,

respectivamente.

4.14 Analise de amostra de urina sintética

O desempenho do método desenvolvido por DPV foi avaliado na detec¢do de 3a e 3f3-
OHTIB em urina sintética. Antes da andalise, a amostra foi diluida na propor¢ao 1:1 em
eletrolito de suporte e a determinagao foi realizada pelo método de adicao de padrdo. A Figura
39A apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para uma amostra de urina
dopada com 10 umol L™ de 3a e 3B-OHTIB e trés adi¢des de concentracdes crescentes dos
respectivos compostos. A Figura 39B mostra a respectiva curva de calibracdo usando o

método de adig¢ao padrao.

Figura 39. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para solugdo amostra de urina
sintética fortificada com 3a e 3B-OHTIB 10 umol L' (dilui¢do de 1:1 em eletrélito suporte);
(B) curva de calibracdo pelo método de adi¢do de padrdo obtida a partir dos voltamogramas
apresentados (r = 0,999) (n = 3). Condig¢des experimentais, ver Figura 37.
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Fonte: O autor.

Pode-se observar na Figura 39 que a deteccao e quantificacdo da 3a e 3-OHTIB em
urina sintética foi possivel. O método se mostrou eficiente na quantificacdo dos metabolitos
com valor médio de recuperagdo foi de 101% £5. Também pode ser observado que hd um
pico de oxidag¢do préoximo a +0,80 V de algum constituinte da amostra, todavia, este nao

interfere na detecgdo dos metabolitos 3o e 3B-OHTIB. Entretanto, as diferengas entre os
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valores de corrente de pico observadas na determinagao da faixa linear e da analise da amostra
de urina sintética para uma mesma concentracdo indicam a ocorréncia de efeito de matriz da
amostra, porém, a curva de calibracdo pelo método de adi¢do de padrao foi eficiente em

contornar esse efeito.

4.15 Analise da amostra de saliva

O método desenvolvido para a analise de TIB por SWV (Parte 1) também foi aplicado
para deteccdo e determinagdo do 3a e 3B-OHTIB em saliva. Como os dois compostos
apresentaram comportamentos eletroquimicos semelhantes, o objetivo desse estudo foi
verificar se 0 método ja desenvolvido para a TIB também seria eficiente em determinar seu
metabolito em amostras de saliva. A Figura 40A mostra os voltamogramas obtidos por SWV
para 20 pmol L' 3a e 3B-OHTIB em amostras de saliva (diluida 1:1 em eletrélito de suporte)
e trés adi¢des de concentragdes crescentes de 3o e 3B-OHTIB. A Figura 40B mostra a

respectiva curva de calibragdo usando o método de adig¢ao de padrao.

Figura 40. (A) Voltamogramas de SWV obtidos para solugdo amostra de saliva fortificada
com 3a e 38-OHTIB (20 umol L1); (B) curva de calibragdo pelo método de adi¢do de padrio
obtida a partir dos voltamogramas apresentados (n = 3). Condi¢des experimentais: a = 60 mV;

f=40s"; AE=4mV. Eletrélito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol L' pH = 7,0.
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Fonte: O autor.

Os resultados na Figura 40 mostram que uma solucao contendo 3a e 3-OHTIB tem

um perfil voltamétrico semelhante a solugdo contendo TIB. Este resultado mostra que a
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triagem e deteccao de TIB ou dos metabdlitos por meio do método desenvolvido na Parte 1 ¢
possivel. O valor de recuperagdo obtido foi de 98% + 5 indicando que o método proposto
também ¢ eficiente para a determinacao de 3a ¢ 3f-OHTIB em amostras de saliva. Como a
estrutura do TIB e seu metabolito sdo muito parecidas entre si € apresentam o mesmo grupo
que sofre oxidagdo, isso justifica que o comportamento eletroquimico da 3a e 33-OHTIB
sejam muito semelhantes ao da TIB. Além disso, os resultados mostram que o comportamento
eletroquimico do 3B-OHTIB ¢ semelhante ao 30-OHTIB por serem isomeros (a diferenca esta

apenas na configurag¢ao do grupo hidroxila no carbono 3).

4.16 Conclusdes parciais

O trabalho apresentado na segunda parte da tese demonstrou que foi possivel obter os
metabolitos 3a e 3B-OHTIB por meio de sintese a partir da TIB. Também mostrou pela
primeira vez métodos eletroquimicos para a determinacdo desses metabolitos em amostras de
saliva humana por SWV e em urina sintética por DPV, de forma répida e simples. A detec¢ao
da 3a e 3B-OHTIB foi possivel ap6s uma etapa simples de preparacao das amostras (apenas
dilui¢do no eletrdlito de suporte). Os resultados apresentados mostram que o método proposto
permite a triagem rapida de amostras de saliva para detec¢do da presenca do TIB ou dos
metabolitos, 30 e 3-OHTIB. A quantificacdo também foi possivel usando o método de
adi¢do de padrao.

A voltametria de pulso diferencial se mostrou mais adequada para a deteccdo do
metabolito e, por essa razao, foi utilizada no desenvolvimento do método de analise de urina
sintética. O método ¢ simples, de baixo custo, estdvel e preciso (DPR < 2,5 %; n = 15) com
valores médios de recuperagdo = 101% =+ 5 pode ser usado em laboratorios com requisitos

minimos de infraestrutura.
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Parte 3: Deteccao e triagem
rapida de 1- (3-
clorofenil)piperazina
(mCPP) em amostras

apreendidas
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4.17 Comportamento eletroquimico da mCPP

Inicialmente, o comportamento eletroquimico da mCPP foi avaliado por voltametria
ciclica usando o método drop-casting (devido ao menor consumo de reagentes e visando
maior portabilidade do método). Este estudo foi realizado empregando eletrodo impresso de
carbono (screen-printed carbon electrode, SPCE) como eletrodo de trabalho e em eletrdlito
suporte composto por tampao BR 0,04 mol L™! com diferentes valores de pH (2,0 a 10.0).

Neste estudo, foi observado que a mCPP apresentou pico de oxidacao irreversivel em
toda a faixa de pH estudada. Além disso foi observado que o valor do potencial de pico variou
para potenciais menos positivos com o aumento do pH demonstrando que o processo de

oxidacao eletroquimica do mCPP em SPCE ¢ dependente do pH (Figura 41).

Figura 41. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos apds adi¢do de 250 pmol L' de mCPP em
tampao BR 0,04 mol L' (pH = 2,0 - 10,0). Velocidade de varredura: 50 mV s’!; Incremento
de potencial: 5 mV. (B) Relacao entre potencial e corrente em fungdo do pH para o processo

de oxidacdo eletroquimica mCPP.
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Fonte: O autor.

Na Figura 41B pode ser observado que a relagdo entre Ep vs pH ¢ linear (r = 0,996)
com coeficiente angular de 0,041 V/pH. O eletrolito composto por tampido BR 0,04 mol L
com pH = 7 foi escolhido para os estudos subsequentes por apresentar pico de oxidacgao
melhor definido (formato do pico), menor potencial de pico (minimizag¢do de interferéncias
em amostras). Além disso, as correntes detectadas nas solucdes de pH 7 e 8 sdo similares, mas

o formato de pico ¢ mais bem definido em pH 7. A Figura 42 mostra os voltamogramas
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ciclicos obtidos antes e ap6s a adigdo de mCPP 250 umol L' em solugdo tampdo BR (pH =

7).

Figura 42. Voltamogramas ciclicos obtidos usando SPCE antes (linha vermelha) e apos
(linha preta) adi¢io de mCPP 250 umol L' em solugdo tampio BR (pH = 7). Velocidade de
varredura: 50 mV s’!; Incremento de potencial: 5 mV.
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Fonte: O autor.

Com o intuito de se obter mais informagdes sobre o mecanismo de oxidacao da mCPP,
novos estudos foram realizados empregando a técnica de voltametria ciclica. Na Figura 43 ¢
mostrado o efeito da velocidade de varredura (30 - 900 mV s™!) na oxidagdo da mCPP 250

umol L' empregando SPCE como sensor e tampdo BR pH 7 como eletrélito de suporte.
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura para
mCPP 250 mmol L. Eletrélito suporte: tampdo BR 0,04 mol L' em pH 7; incremento de

potencial: 5 mV; velocidade de varredura 50 mV s™'; eletrodo: SPCE.

400 -

300

900 mv s

200

11 uA

100

-100 r T T T T T

E/Vvs Ag

Os resultados apresentados na Figura 43 mostram que o potencial de pico variou para
potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura, como esperado para
processos irreversiveis (BARD; FAULKNER, 1980; PLETCHER et al., 2001). A partir dos
resultados apresentados na Figura 43 foram obtidos os graficos que mostram a relacdo entre |

vs. v/2 e I vs. log v para mCPP e sdo mostrados na Figura 44.

Figura 44. (A) Relagdo entre corrente de pico de oxidacdo e a variacdo da velocidade de

varredura; (B) Relagdo entre log I vs. log v para mCPP 250 mmol L.
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Fonte: O autor.
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Como pode ser observado na Figura 44 foi obtida uma relagdo linear entre Ip vs. v'/2 (r
= 0,999) conforme previsto pela equagdo de Randles-Sevcik para processos eletroquimicos
irreversiveis (BARD; FAULKNER, 1980; HUYNH; MEYER, 2007). Além disso, uma
relagdo linear também foi obtida para log Ip vs. log v (r = 0,998) com coeficiente angular de
0,78. Este ¢ um valor intermediario para o esperado para um processo eletroquimico
controlado por difusdo (0,5) e para um processo eletroquimico controlado por adsor¢ao (1,0)
(GOSSER, 1994), indicando que ambos influenciam na oxidacao eletroquimica da mCPP
sobre SPCE (comportamento intermediario).

Apobs esses estudos foi possivel determinar o nimero de elétrons envolvidos na

oxidac¢ao eletroquimica da mCPP por meio da Equagdo 7 para processos irreversiveis.

47.7

xn

Sendo Ei.2, o potencial quando a corrente esta na metade do valor da corrente de pico e
o valor de a utilizado foi de 0,5 (BARD; FAULKNER, 1980). O valor de n obtido foi de 1,7,
0o que indica que 2 elétrons s3o transferidos na oxidagdo eletroquimica de mCPP. A
determina¢do do numero de protons envolvidos foi realizada por meio da Equagdo 1
utilizando o coeficiente angular do grafico da Figura 41B (0,041 V/pH) e o niimero de
elétrons anteriormente calculado. (HUYNH; MEYER, 2007). O valor obtido foi de 1 préton.
Os resultados obtidos sugerem que a oxidacao eletroquimica da mCPP envolve a transferéncia
de 2 elétrons e 1 proton. Esses valores estdo em acordo com os disponiveis na literatura para a
oxidacdo da mCPP sobre a superficie do BDD (ROCHA et al., 2020a). O mecanismo de
oxidagdo da mCPP empregando SPCE como sensor foi proposto e é apresentado na Figura

45.
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Figura 45. Mecanismo de reacdo para oxidacao eletroquimica de mCPP em SPCE.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado, o grupo amina ¢ oxidado em vez do nitrogénio ligado ao
anel aromatico. O mecanismo proposto estd de acordo com o ja relatado para a mCPP e
também para a benzilpiperazina (estrutura molecular semelhante) em trabalhos anteriores

(ROCHA et al., 2020a; WADDELL et al., 2017).

4.18 Otimizacao dos parametros da voltametria de onda quadrada

Assim como ja discutido na Parte 2 da tese, o desenvolvimento de um método
analitico empregando a SWV requer a otimizag¢do de alguns pardmetros a fim de se obter
melhor sensibilidade e reprodutibilidade dos resultados. Dessa forma, os parametros f, a ¢ AE
foram otimizados.

Os voltamogramas de SWYV apresentados a partir desse topico tiveram a linha de base
tratada para que a visualizacdo dos picos ficasse mais evidentes. Foi empregado o tratamento
“moving average” presente no software NOVA 1.11. Como eletrélito suporte, foi utilizado em

todos os estudos por SWV tampido BR 0,04 mol L' em pH 7.
4.18.1 Otimizac¢ao da frequéncia de aplicaciio do pulso de potencial
Como ja mencionado anteriormente, o estudo para a selecao do valor de frequéncia a

ser empregada na SWV ¢ muito importante. Em razdo disso, para o desenvolvimento do

método proposto para a deteccdo de mCPP foi realizado um estudo no intervalo de 10 a 100 s
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I, A escolha do valor de frequéncia foi realizada levando-se em consideragio a intensidade da
corrente de pico, ruidos da linha de base e alargamento do pico. A Figura 46 apresenta os
voltamogramas de SWV obtidos em func¢do da variagdo da aplicagdo da frequéncia dos pulsos
de potenciais. Nesse estudo, a amplitude e o incremento de potencial foram fixados em 50 mV

e 4 mV, respectivamente.

Figura 46. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solu¢do de mCPP 30 pmol L
em diferentes frequéncias de aplicagdo de pulso de potenciais. (B) Relacao entre I vs. f'para os
respectivos voltamogramas (n = 3). Eletrélito suporte: tampdo BR 0,04 mol L' pH 7.

Parametros SWV: a: 50 mV; AE: 4 mV; eletrodo: SPCE.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 46, o aumento da frequéncia provoca o aumento
na corrente de pico de oxidagdo da mCPP até a frequéncia de 40 s'. Valores maiores de
frequéncia causam grande aumento do ruido da linha base e, consequentemente, maior
imprecisio nas medidas. A partir dessas observagdes, o valor de frequéncia de 50 s foi

selecionado para os estudos posteriores.

4.18.2 Otimizacao da aplicacido da amplitude de pulso de potencial

Apos a otimizacao da frequéncia foi realizada a otimizagdo da amplitude de pulso a ser
empregada na SWV. Os estudos foram realizados no intervalo de 10 a 100 mV com a
manutengdo da frequéncia e o incremento de potencial em 30 s™' e 4 mV, respectivamente. A

Figura 47 mostra os voltamogramas de SWV obtidos e a variacdo da Ip com o aumento da
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amplitude de pulso de potencial aplicado ao sensor sob o qual continha a solu¢do de mCPP 30

umol L,

Figura 47. (A) Voltamogramas de SWV obtidos para a variagao da amplitude de pulsos de
potenciais para solu¢io de mCPP 30 umol L. (B) Relagdo entre corrente de pico e variacio
da amplitude (n = 3). Eletrdlito de suporte: BR 0,04 mol L' em pH 7; =30 s e AE=2mV;
eletrodo: SPCE.
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Fonte: O autor.

Os resultados apresentados na Figura 47 mostram que a corrente de pico da mCPP
aumenta significativamente variando a amplitude de 10 a 30 mV. Para valores maiores do que
40 mV ocorre o decréscimo da corrente de pico. Dessa forma, o valor de amplitude de pulso

de potencial selecionado para os estudos posteriores foi de 40 mV.

4.18.3 Otimizacio do incremento de potencial

Como ja mencionado anteriormente na Parte 1 da tese, a otimiza¢do do incremento de
potencial ¢ de grande importancia ja que este parametro influéncia diretamente na velocidade
de varredura da SWV (NUWER; O’DEA; OSTERYOUNG, 1991). Na otimizagdo desse
parimetro, o valor de f foi fixado em 30 s' e 0 de @ em 50 mV. A Figura 48 apresenta o0s
voltamogramas de SWV obtidos e a relagdo entre corrente de pico e a variagdo do incremento

de potencial para uma solucdo contendo mCPP 30 pmol L'



94

Figura 48. (A) Voltamogramas obtidos para a variagdo do incremento de potencial de 1 a 10
mV. (B) Relagdo entre corrente de pico e incremento de potencial para solugdo contendo
mCPP 30 umol L (n = 3); Eletrélito de suporte: tampio BR 0,04 mol L' em pH=7; f=30s
e a =50 mV; eletrodo: SPCE.
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Fonte: O autor.

Os resultados apresentados na Figura 48 mostram um comportamento semelhante ao
observado para variacao da amplitude. A corrente de pico aumenta até a aplicagdo de 3 mV,
apos esse valor ocorre o decréscimo do valor de corrente de pico a medida que a velocidade
de varredura aumenta. Em razdo disso, o incremento de potencial de 3 mV foi selecionado

para os estudos posteriores.

4.19 Estudo da faixa linear de resposta da mCPP

Utilizando os parametros otimizados para a SWV (f =50 s™'; @ = 40 mV e AE = 3
mV), estudos foram realizados para a determinagdo da faixa linear de resposta da mCPP em
SPCE. A Figura 49A mostra os voltamogramas de SWV obtidos na analise de solugdes
contendo concentragdes crescentes de mCPP de 1 — 50 umol L!. A Figura 49B apresenta a

curva de calibracdo obtida a partir dos voltamogramas apresentados.
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Figura 49. Voltamogramas de SWYV obtidos para concentragdes crescentes de mCPP (1 — 50
umol L1); (B) Respectiva curva de calibracdo obtida (n = 3). Condi¢des experimentais: a =

40 mV; f=50s"!; AE =3 mV. Eletrolito de suporte: tampdo BR 0,04 mol L™ pH = 7,0.
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Fonte: O autor.

E possivel observar na Figura 49 que existe uma relagio linear entre a corrente de pico
e a concentracio de mCPP adicionada na faixa de 1 a 30 umol L™!. Empegando as Equagdes 5
e 6 os valores de LD e LQ foram calculados como sendo de 0,1 e 0,3 pmol L7

respectivamente.

4.20 Repetibilidade do método

Ap0s a determinagdo da faixa linear, a repetibilidade e a reprodutibilidade do método
foram avaliadas empregando-se os parametros otimizados. Para a avaliacdo da repetibilidade
foram realizadas medidas sucessivas (n = 10) em uma solugio contendo mCPP 30 pmol L.
A reprodutibilidade do método foi estudada realizando-se 10 medidas sucessivas empregando
3 eletrodos diferentes e solugdo contendo mCPP 30 pmol L'. A Figura 50 apresenta os
voltamogramas obtidos e os respetivos valores de DPR para os valores de corrente e potencial

de pico dos 3 SPCEs utilizados.
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Figura 50. Voltamogramas obtidos por SWV para mediadas sucessivas de solu¢des contendo

mCPP 30 umol L!. Condi¢des experimentais, ver Figura 49.
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Fonte: O autor.

Os resultados apresentados na Figura 50 mostram que os valores de I, (DPR < 3,7%) e
E, (DPR < 0,7%) apresentaram pequenas variagdes ao longo das medidas sucessivas para
cada eletrodo. Além disso, 0 método se mostrou reprodutivo entre eletrodos diferentes (n = 3)

para Ip (DPR <3,5) e Ep (DPR < 0,5%).

4.21 Estudo de interferentes na deteccio de mCPP

Ap6s a identificagdo da faixa linear de resposta da mCPP foram realizados alguns
estudos para verificar a possivel interferéncia de alguns compostos em sua deteccdo
empregando o método proposto. A cafeina (CAF) ¢ uma droga licita que frequentemente ¢
encontrada associada a mCPP com o intuito de potencializar seus efeitos ou entdo de diluir a
droga e aumentar seu valor agregado. Drogas ilicitas como anfetamina, MA, metilona,

mefedrona, etilona, 3,4-metilenodioxipirovalerona (MDPV), BZP ¢ MDMA também sdo
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comumente encontradas associadas @ mCPP com os mesmos objetivos ja& mencionados
(“DrugsData.org (formely EcstasyData): Lab Test Results for Ecstasy/Molly and other
Recreational Drugs”, 2021). Em razdo disso, estudos para verificar a possivel interferéncia de
CAF, anfetamina, MA, MDMA e BZP foram realizados e os resultados obtidos sdo

apresentados na Figura 51.

Figura 51. Voltamogramas de SWV obtidos para solugdo contendo mCPP 30 pmol L™ (linha
preta) e possiveis interferentes (30 umol L!): (A) CAF; (B) anfetamina; (C) MA; (D)
metilona; (E) mefedrona; (F) MDMA; (G) BZP; (H) etilona; (I) MDPV. Outras condigdes

experimentais, ver Figura 49.
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Fonte: O autor.

Os resultados apresentados na Figura 51A mostram que a CAF apresenta pico de

oxidacdo em +1,10 V (linha vermelha) no SPCE enquanto a mCPP apresenta pico de
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oxidacdo em +0,65 V (linha preta). Dessa forma, os resultados mostram que ¢é possivel
realizar a detec¢do seletiva de mCPP em amostras forenses apreendidas que também
contenham CAF. Para amostras contendo mCPP juntamente com anfetamina (Figura 51B) e
MA (Figura 51C), a deteccao de mCPP pode ser realizada sem interferéncia, uma vez que
nenhum dos dois compostos apresenta pico de oxidagdo na faixa de potencial estudada em
SPCE. J4 a metilona (Figura 51D) e a mefedrona (Figura 51E) apresentam picos de oxidacao
em +1,23 e +1,01 V, respectivamente, permitindo a deteccao seletiva de mCPP em amostras
contendo esses compostos. No caso de amostras contendo mCPP e MDMA, que ¢ outra
anfetamina bem conhecida, podem ser observados dois picos de oxidagdo eletroquimica
(Figura 51F, linha laranja). Entretanto, ambos os picos ocorrem em potenciais mais positivos
(+0,95 e +1,1 V) do que para a mCPP, ou seja, a deteccdo de mCPP ¢ possivel de ser
realizada em amostras que contenha a mistura de ambos os compostos. Por outro lado, os
processos de oxidacdo para BZP (Figura 51G, linha azul), etilona (Figura 5H, linha magenta),
MDPYV (Figura 51, linha ciano) e mCPP sdo praticamente sobrepostos sobre SPCE, indicando
que BZP, etilona e MDPYV sao espécies interferentes para o método proposto. No entanto, vale
ressaltar que levando em consideragao a aplicagdo do método para analise forense e que BZP,
etilona ¢ MDPV também sdo drogas ilegais, a deteccdo desses compostos também ¢

importante em investigagdes forenses.

4.22 Determinacio de mCPP em amostra de referéncia e amostras apreendidas

O método proposto foi empregado para detectar a mCPP e verificar sua concentragao
em uma amostra de referéncia fornecida pela UNODC. A amostra foi diluida em eletrolito de
suporte para a obten¢do da concentragio final de 30 pmol L. A Figura 52 mostra dois
voltamogramas de SWV sobrepostos contendo solu¢do padrio de mCPP 30 umol L' (linha

preta) e amostra de referéncia (linha vermelha).
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Figura 52. Voltamogramas obtidos por SWV para solug¢do contendo solu¢ao padrao de mCPP
30 pmol L' (linha preta) e amostra de referéncia de mCPP (linha vermelha). Outras

condigdes experimentais, ver Figura 49.
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Fonte: O autor.

Os resultados apresentados na Figura 52 mostram que a mCPP presente na amostra
apreendida apresentou comportamento eletroquimico muito similar ao da solugdo padrdo de
mCPP 30 umol L.

Como ja& mencionado anteriormente, a mCPP pode ser encontrada juntamente com
outras anfetaminas. Por essa razao foram realizados estudos de adicdo de mCPP em amostras
apreendidas que continham MA ou MDMA. A Figura 53 mostra os voltamogramas obtidos
em amostras de MA ou MDMA diluidas em eletrolito de suporte antes e apds a adigdao de 30
umol L' de mCPP. Além disso, o sinal obtido para solugdo padrdo de mCPP 30 pmol L' em

eletrolito de suporte também ¢ mostrado.
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Figura 53. Voltamogramas de SWV obtidos para duas amostras reais apreendidas de (A) MA
antes (linha vermelha) e apos (linha azul) a adicdo de mCPP e (B) MDMA antes (linha
vermelha) e apos (linha azul) a adigdo de mCPP. Sinal obtido para solu¢do de mCPP 30 umol
L' (linha preta) é mostrado em ambas as figuras. Outras condi¢des experimentais, ver Figura

49.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 53, o método proposto se mostrou eficiente em
detectar de forma seletiva a mCPP em amostras aprendidas que apresentem em sua

composi¢do outras anfetaminas, tais como MA ou MDMA.

4.23 Conclusées parciais

O trabalho desenvolvido na Parte 3 da tese apresentou um método simples, rapido e de
baixo custo para deteccdo de mCPP em amostras apreendidas utilizando a técnica de SWV e o
sensor SPCE. Os resultados mostraram que drogas comumente encontradas em associacao
com mCPP, como CAF, MA, MDMA e anfetamina, ndo sdo potenciais interferentes na
triagem de amostras apreendidas. Além disso, o método proposto apresentou LD e LQ de 0,1
e 0,3 umol L respectivamente, e foi eficiente na deteccdo de mCPP em amostras reais
apreendidas contendo MA ou MDMA. Portanto, o método proposto ¢ uma alternativa barata

para a triagem rapida de amostras apreendidas para detec¢ao da presenga de mCPP.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Na Parte 1 dessa tese o comportamento eletroquimico da TIB utilizando BDD como
eletrodo de trabalho foi estudado, assim como as condi¢des otimizadas para o desenvolvido
um método eletroquimico empregando SWV para a determinagdo de TIB em amostras de
saliva e amostras farmacéuticas. O método faz uso de pequenos volumes de amostras e
reagentes além de poder ser utilizado em laboratorios com requisitos minimos de
infraestrutura. Os resultados apresentados para a triagem de TIB em amostras de saliva reais
foram satisfatorios (valores médios de recuperagdo = 104% + 3) com etapas simples de
preparo de amostras (diluicdo em eletrélito de suporte). Além disso, o método também se
mostrou adequado para a determinagao de TIB em amostras farmacéuticas com obtengao de
resultados estatisticamente semelhantes aos obtidos por HPLC com nivel de confianga de
95%.

Na Parte 2 da tese, o eletrodo de BDD foi utilizado com sucesso no estudo do
comportamento eletroquimico dos epimeros 3o e 3B-OHTIB ¢ o mecanismo de oxidagdo
eletroquimica foi proposto. Além disso, um método eletroquimico simples e rapido usando DPV
foi desenvolvido para a determinacdo dos metabolitos da TIB (3a e 3B-OHTIB) em amostra de
urina sintética. O método se mostrou eficiente (recuperacdo = 98% =+ 5) e estavel (DPR < 2,5
%; n = 15). Além disso, foi também mostrado que o método proposto para a detec¢dao de TIB
por SWV (Parte 1) também permite a triagem rapida de amostras de salivas para detecg¢do dos
metabolitos 3o e 3-OHTIB.

Na Parte 3 da tese, foi mostrado que o sensor SPCE foi usado com sucesso no estudo
do comportamento eletroquimico da mCPP, inclusive com a proposi¢do de um mecanismo de
oxidagdo eletroquimica. Além disso, um método eletroquimico simples e portatil foi
desenvolvimento para a determinagdo de mCPP em amostras apreendidas. A interferéncia de
compostos eletroativos comumente presentes neste tipo de amostras (CAF, BZP, MA,
MDMA e anfetamina) foram avaliadas e, somente a BZP apresentou pico de oxidagdo
proximo (interferente) ao da mCPP. O método empregando SPCE se mostrou eficiente para a
triagem répida de amostras para a detec¢do de mCPP em amostras apreendidas contendo MA

e MDMA.
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