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RESUMO

O aumento significativo de novas drogas sintéticas nos ultimos anos levou a
exploragcdo de técnicas inovadoras de identificagdo e quantificacdo destas
substancias. Entre estas novas drogas estao as fenetilaminas substituidas conhecidas
como NBOHs e NBOMes. Neste trabalho um estudo do mecanismo da oxidagao
eletroquimica, bem como a quantificagdo das novas substancias psicoativas 25H-
NBOH e 25B-NBOH em urina sintética e em selos sintéticos, foram realizados pela
primeira vez, empregando técnicas voltamétricas, com eletrodo compésito (EC) a
base de grafite e policaprolactona (PCL). As duas drogas apresentam comportamento
similar sobre o EC em tampao BR 0,1 molL"' pH 4,0, e a partir dos resultados de
voltametria ciclica foi proposto um mecanismo de oxidagao para as duas drogas. Para
o método de deteccdo, foram otimizados os parametros da voltametria de pulso
diferencial, adotando o tamp&o BR em pH 8,0, e obtidas curvas analiticas na faixa de
100 a 800 ng mL™" para 25H-NBOH e 100 a 700 ng mL™" para 25B-NBOH (r? = 0,999
para ambas as curvas), com limites de detecgdo de 19 ng mL' e 23 ng mL",
respectivamente, e limites de quantificagdo de 64 ng mL-' e 76 ng mL"" para 25H-
NBOH e 25B-NBOH. O método proposto foi utilizado para quantificagdo das drogas
em urina sintética e em papéis absorventes, com valores de recuperagao variando

entre 95% e 106%, indicando exatidao do método.

Palavras-chave: fenetilamina; voltametria; validacdo analitica; eletrodo compdsito;

drogas ilicitas.



ABSTRACT

The significant increase in the proliferation of new synthetic drugs in recent years has
prompted the exploration of innovative techniques for identifying and quantifying these
substances. Particularly noteworthy among these new drugs are the substituted
phenethylamines known as NBOHs and NBOMes. This study presents the
electrochemical investigation and quantification of the new psychoactive substances
25H-NBOH and 25B-NBOH in synthetic urine and synthetic blotting papers using
differential pulse voltammetry with a composite electrode composed of graphite and
polycaprolactone (PCL). and based on the results of cyclic voltammetry, an oxidation
mechanism for the two drugs was proposed. Under optimized experimental conditions
for differential pulse voltammetry studies, analytical curves were generated in the
range of 100 to 800 ng mL-"! for 25H-NBOH and 100 to 700 ng mL-" for 25B-NBOH (r?
= 0.999), with detection limits of 19 ng mL' and 23 ng mL", respectively, and
quantification limits of 64 ng mL-" and 76 ng mL"" for 25H-NBOH and 25B-NBOH. The
proposed method was utilized for quantifying the drugs in synthetic urine and synthetic
blotting papers, with recovery values ranging between 95% and 106%, indicating the

accuracy of the method.

Keywords: phenethylamine; voltammetry; analytical validation; composite electrode;

illicit drugs.
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1. INTRODUGAO

O ultimo relatério bianual do Escritorio das Nagdes Unidas sobre Drogas e
Crime (UNODC - do inglés United Nations Office on Drugs and Crime) revelou que o
numero de novas substancias psicoativas (NPS) voltou a crescer, apds anos de
estabilizacdo. Apenas em 2021, 618 NPS foram reportadas globalmente. Estima-se
que o numero de NPS identificadas nos ultimos 15 anos chegou a 1165 substancias
até 2021, e que em 2022 este numero pode ter chegado a 1184.[1] Apesar do uso das
NPS ainda ser pequeno comparado com outras drogas mais tradicionais, seu uso

pode ser alto em grupos especificos de populagédo.

Entre essas NPS encontram-se as fenetilaminas substituidas (popularmente
conhecidas como NBOMes e NBOHSs), classe de substancias agonistas dos
receptores de serotonina 5HT, que atualmente tem seu uso como droga de uso
recreativo devido seus efeitos alucinégenos.[2] Diversas substancias dessa classe
sao de uso proscrito no Brasil, e nos ultimos anos diversas noticias na midia
evidenciam a presenca dessas substancias no mercado brasileiro. Um dos casos de
repercussao foi a morte do estudante da Universidade de S&o Paulo em 2014 apds
uso da droga 25B-NBOMe.[3] Além disso, devido aos efeitos semelhantes ao LSD, é
comum que essas substancias sejam muitas vezes comercializadas como LSD.[4]
Desta forma sdo necessarios métodos para sua correta identificagcdo trazendo

celeridade a justica.[5]

Atualmente os métodos comumente utilizados para deteccédo e quantificagcao
das NBOMes e NBOHs baseiam-se em técnicas cromatograficas. Apesar de serem
consideradas técnicas padrao ouro, as substancias da classe NBOH apresentam
problemas ao serem analisadas por cromatografia a gas (CG). Estas substancias sao
termolabeis e acabam por sofrer degradagédo nas altas temperaturas da CG dando
origem a uma substancia precursora da sintese. Apesar dessa nova substancia
também ser uma droga ilicita, o uso de CG para determinagao de NBOHSs pode levar

a identificagcao incorreta.[6]

Diante aos desafios enfrentados com os métodos utilizados para analise

dessas substancias, ha uma necessidade de desenvolver métodos analiticos rapidos,
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acessiveis e de facil implementagao, que demandem preparagdo minima da amostra,
como os método eletroquimicos. As técnicas eletroquimicas oferecem uma série de
vantagens para a anadlise de NPS, tais como simplicidade, rapidez e custo
relativamente baixo. Tais métodos envolvem a medi¢cdo de sinais elétricos gerados
pelas reagdes redox dos analitos na superficie do eletrodo, permitindo obter
informagdes quantitativas sobre a presenga e concentragdo de um analito em uma
amostra.[7-10]

Além do uso de diferentes técnicas eletroquimicas, é possivel estudar uso de
diferentes eletrodos de trabalho, a fim de usar o que se mostra mais vantajoso para o
analito em questao. Entre os eletrodos de trabalho, os eletrodos compdsitos oferecem
vantagens em relagdo aos eletrodos convencionais, como melhor relac&o sinal-ruido,
flexibilidade de fabricac&o para variar seu tamanho e formato, permitindo uma ampla
gama de configuragdes e a capacidade de incorporar modificadores como mediadores
de elétrons. [9,10]

Diante das consideragdes apresentadas, o presente trabalho confeccionou
eletrodos compdsitos a base de grafite/policaprolactona (PCL) para estudo das
fenetilaminas substituidas 25H-NBOH e 25B-NBOH. Voltametria ciclica (VC) foi
utilizada para estudo do perfil eletroquimico das drogas, bem como para proposigcao
de um mecanismo de oxidagcdo. Um método voltamétrico utilizando voltametria de
pulso diferencial (VPD) foi validado e aplicado para quantificagcdo de 25H-NBOH e

25B-NBOH nas matrizes de urina sintética e selos sintéticos.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Esse trabalho se propde a desenvolver um novo método eletroquimico com uso

de eletrodo compésito para determinagao das drogas 25H-NBOH e 25B-NBOH.

2.2. Obijetivos especificos

e Confeccionar os eletrodos compodsitos (EC) de carbono e
policapolactona, e caracteriza-los por voltametria ciclica utilizando o
Ks[Fe(CN)e];

¢ Investigar do comportamento voltamétrico das drogas 25X-NBOH e 25X-
NBOMe sobre o EC;

e Investigar e propor mecanismos redox das drogas 25H-NBOH e 25B-
NBOH;

e Desenvolver um método voltamétrico para determinagdo das drogas
25H-NBOH e 25B-NBOH;

e Otimizar a resposta do EC para as drogas, avaliando o efeito do pH;

e Otimizar os parametros da VPD (tempo de condicionamento, amplitude
de pulso, tempo de pulso e incremento de varredura);

e Avaliar a repetibilidade, precisao e exatiddo do método;

e Aplicar o método para determinacdo das drogas 25H-NBOH e 25B-

NBOH em urina sintética e selos sintéticos;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Fenetilaminas substituidas

As NPS podem ser definidas como substdncias de abuso que ndo séao
controladas pela Convencéo Unica sobre Entorpecentes de 1961 ou pela Convencéo
sobre Substancias Psicotropicas de 1971, mas que podem representar uma ameaca
a saude publica. Desta forma, o termo “novo” nao se refere necessariamente a novas

invengdes, mas a substancias recentemente disponibilizadas.[1]

As NPS podem ser classificadas como catinonas sintéticas, canabinoides,
sintéticos, piperazinas, triptaminas e fenetilaminas, sendo esta ultima classe o objeto
de estudo deste trabalho.[11]

Neste contexto, parte das fenetilaminas substituidas ainda sdo consideradas
NPS, pois apenas as substancias 25B-NBOMe, 25C-NBOMe e 25I-NBOMe
encontram-se na Lista Verde da Convencgao sobre Substancias Psicotropicas de 1971,

sendo a Lista de Substancias Psicotropicas sobre controle internacional.[12]

As pesquisas com fenetilaminas iniciaram-se em 1991 pelo casal Ann Shulgin
e Alexander Shulgin com a publicacdo do livro PiHKAI — A Chemical Love Story
(acrébnimo para Phenethylamines | Have Known And Loved — fenetilaminas que
conheci e amei) onde relatam a sintese de 179 substancias diferentes, além de

descrigao dos efeitos de sua autoadministragéo.[13]

As fenetilaminas sao classicamente denominadas de 2C-X devido a presenta
de dois atomos de carbono entre o anel aromatico e o grupo amino, sendo que R

indica substituintes no anel, normalmente na posig¢ao 4 (Figura 1).

Estas substancias sao agonistas dos receptores de serotonina o que faz com
que possuem atividade alucindgena. Essa caracteristica agonista levou ao interesse
por sintese de novos analogos que pudessem ser utilizados como marcadores para
exames de imagem, assim surgiram as fenetilaminas substituidas. As primeiras

fenetilaminas substituidas foram sintetizadas em 2003 por Half Hein em sua tese,
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onde foi demonstrado que essas substancias também sao agonistas dos receptores

5-HT, apresentando maior afinidade pela familia de receptores 5-HT2a.[2]

Sao denominadas substituidas pois sua sintese é realizada pela inser¢ao de
um grupo benzil a amina por uma reagao de aminacgéao redutiva entre substancias 2C
e aldeidos. Duas classes principais de fenetilaminas substituidas sdo encontradas na
literatura e no mercado ilicito, as 25X-NBOMes e 25X-NBOHs. Onde R indica a
ramificacdo ou atomo ligado a posi¢cao 4 do anel aromatico e a numeracgao 25 indica
a presenga de dois grupos metoxilas nas posigoes 2 e 5 da fenetilamina. Ja os sufixos
OMe e OH indicam a presenga de uma metoxila (OMe) ou hidroxila (OH) no grupo

benzil, respectivamente (Figura 1).[14]

Figura 1. Estrutura geral da fenetilamina e fenetilaminas substituidas.
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Foi demonstrado que a presencga do grupo 2-metoxibenzil nas 25X-NBOMe
aumenta em até 26 vezes a afinidade com os receptores 5-HT2a € em até 14 vezes
para os 5-HT2c em comparagao com 2C-X, e afinidade até 8,4 vezes maior para estes

receptores quando comparado com a dietilamida do acido lisérgico (LSD).[15]

Como pode ser observado, o mecanismo de acdo das 25X-NBOMe e 25X-
NBOH é semelhante ao do LSD, logo apresentam efeitos semelhantes. Isso fez com
que essas fenetilaminas fossem comercializadas a partir de 2010 como um substituto
‘legal” para o LSD (muitas vezes vendidas como LSD), uma vez que ainda nao
existiam legislacdes proibindo essas drogas.[6] No Brasil diversas fenetilaminas séo
listadas como de uso proscrito pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
na lista F1 da Portaria SVS/MS N.° 344 de 12 de maio de 1998, com atualizacdo mais
recente pela Resolug¢ao da Diretoria Colegiada n° 835 de 13 dezembro de 2023, sendo
elas: 2C-X (X = Br, CI, metil, Etil, F, |, etil-tio, propiltio), 256X-NBOH (X = Br, Cl, etil, H
e |) e 256X-NBOMe (X = Br, CI, metil, etil, H, I, nitro, propil, tioetil, tiopropil).[5]

Entre as formas de comercializacdo destas drogas destacam-se os selos,

podendo ser encontrada ainda na forma de pd ou comprimidos. Além dos efeitos
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alucinégenos, sao relatados casos de taquicardia, hipertensao, dor e palpitacédo no
peito, agitagdo, agressividade, psicoses.[16—18] Sendo que alguns desses efeitos
podem ser responsaveis pelos casos fatais apos uso de fenetilaminas. Diversos casos
de morte apos ingestao de 25I-NBOMe, 25C-NBOMe e 25B-NBOMe, séo relatados e
confirmados a partir da detecgdo da droga em fluidos bioldgicos, conforme tabela

abaixo:

Tabela 1. Concentragdo quantificada em diferentes fluidos biolégicos para diversas fenetilaminas
substituidas.

Droga Fluido Concentracao Ref
Sangue 1,43 — 2,80 ng/mL; 0,60 pg/kg [19,20]
25C-NBOMe Urina 0,94 ng/mL [19]
Humor vitreo 0,33 pg/kg [20]
Sangue 0,13 - 0,29 ng/mL [19]
25H-NBOMe
Urina 0,14 ng/mL [19]
Sangue 0,405; 19,8; 0,76 ng/mL [21-23]
Urina 2,86 ng/mL [21]
25|-NBOMe
Humor vitreo 0,99 pg/mL [21]
Urina 28 ng/mL [24]
25B-NBOMe Sangue 1,59 ng/mL [22]

Vale ressaltar que esses métodos utilizados para obtencdo dos resultados
expressos na Tabela 1 baseiam-se em técnicas cromatograficas, ndo sendo
encontrados muitos trabalhos na literatura que utilizam técnicas voltamétricas para

determinagao de fenetilaminas. Estes trabalhos serdo apresentados adiante.

Estudos recentes indicam possivel toxicidade para as fenetilaminas. Exposi¢cao
de embrides e larvas de zebrafish a 25H-NBOH e 25H-NBOMe por 96h causou alta
mortalidade, além de efeitos ndo letais como ma formacéo vertebral, atraso no
nascimento, ma formacao corporal, edema pericardico e coagulacdo sanguinea. No
mesmo trabalho os autores demonstraram que as drogas possuem afinidade in vitro

com DNA e que essa interacdo leva a mudancas conformacionais em sua
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estrutura.[25] Estudo semelhante demonstrou que 25I-NBOH e 25|-NBOMe interagem
com albumina do soro humano (HSA) podendo se ligar a ambos os sitios de interagéo
da proteina, sendo uma possivel rota de transporte dessas drogas no corpo
humano.[26]

Cassiano et al. (2023) demonstraram efeito neurotéxico de 25H-NBOH e 25H-
NBOMe em culturas organotipicas do hipocampo (COH). Foi observada reducao na
densidade de neurdnios maduros nas COH apds sete e dois dias de exposigao para
25H-NBOH e 25H-NBOMe. 25H-NBOH mostrou-se mais téxica, causando perda

progressiva de neurénios mesmo apos remogao do meio de cultura.[27]

3.2. Técnicas voltamétricas

A eletroquimica constitui uma vertente da quimica dedicada a analise da inter-
relacédo entre os efeitos elétricos e quimicos, sendo que boa parte desse campo esta
voltada para a investigacao das alteragdes quimicas provocadas pela passagem de
corrente elétrica, bem como a geragdo de energia elétrica por meio de reacgdes

quimicas.[28]

O principio fundamental que governa a detecgéao eletroquimica € o movimento
de elétrons entre um condutor elétrico e uma espécie analitica redox na superficie do
eletrodo. A oxidacao implica na perda de elétrons do orbital molecular mais ocupado,
enquanto a redugao envolve a injecao de elétrons no orbital molecular mais baixo n&o
ocupado da espécie analitica.[29] Para um par arbitrario de compostos, em que R
representa a forma reduzida e O representa a forma oxidada, a reacao eletroquimica

pode ser representada da seguinte maneira:

O+ne == R

Para que ocorra a reagao desejada no analito é necessario aplicar uma
diferenga potencial ao eletrodo, de forma que seja suficientemente positivo ou
negativo para que ocorra a oxidagao ou redugao, respectivamente. Entretanto, uma

série de processos podem influenciar para que as reagdes eletroquimicas ocorram,
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como: transporte de massa do analito da solugdo para a superficie do eletrodo,
reagoes na superficie do eletrodo como adsor¢cao e reagdes paralelas que podem

acontecer antes ou apos as reagdes eletroquimicas, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Processo de uma reagao eletroquimica
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Fonte: Adaptado de Venton e DiScenza (2020) [29]

Entre esses processos, um dos mais importantes € a transporte de massa do
analito da solugdo para a superficie do eletrodo, uma vez que as reagdes
eletroquimicas ocorrem na superficie, a quantidade de analito que chega ao eletrodo
influéncia nos resultados obtidos. Os mecanismos pelo qual o analito pode chegar a

superficie do eletrodo sdo migracao, difusdo ou convecgao.

Na migracao as particulas carregadas (apenas ions) se movem na presenca
de um campo elétrico. Ja na difusdo, o movimento ocorre sem influéncia de nenhuma
forga fisica, sendo que as espécies tendem a mover de regidées mais concentradas da
solucao, para regiao menos concentrada, buscando maximizar sua entropia, assim
como na migracdo, onde as particulas do soluto movem-se através do solvente
estacionario. Diferente dos mecanismos anteriores, na convecgao a solugdo como um

todo é transportada, usualmente a partir de agitagcéo da solug¢ao.[30]
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Na superficie do eletrodo os analitos sofrerdo reagdes redox que envolvem a
transferéncia de elétrons do eletrodo para o analito e vice-versa, e como resultado

desses processos, uma corrente elétrica é gerada.

Duas espécies distintas de correntes podem ser geradas ao ocorrer o processo
redox na superficie do eletrodo. Um desses tipos envolve a transferéncia de elétrons
através da interface entre o eletrodo e a solugdo. Desencadeando reagdes quimicas
de oxidagao ou redugao. Tais reagdes sao regidas pela lei de Faraday, que estabelece
a proporgao entre a taxa de transferéncia de elétrons e a corrente. Desta forma, essa
corrente é denominada corrente faradaica. O segundo tipo de corrente surge devido
a presenca da dupla camada elétrica na superficie do eletrodo e pode se manifestar
devido a adsorgédo ou dessorgdo das espécies. Ao contrario do primeiro caso, nao
ocorre uma reagao quimica e, portanto, os elétrons ndo sao transferidos através da
interface entre o eletrodo e a solugéo. Este segundo tipo de corrente € denominada
corrente capacitiva ou nao faradaica. Assim, a corrente total que flui é frequentemente

a soma das contribuicdes faradaicas e nao faradaicas.[30]

Diversas técnicas analiticas foram desenvolvidas utilizando principios da
eletroquimica, como eletrogravimetria, coulometria, condutometria, potenciometria e

voltametria, sendo esta ultima a utilizada neste trabalho.

3.2.1. Célula eletroquimica e eletrodos

Na maioria das técnicas eletroquimicas as medidas sio realizadas em uma
célula eletroquimica como a ilustrada na Figura 3. Uma célula eletroquimica tipica é
composta por trés eletrodos imersos em um eletrolito, em geral, uma solugédo tampéo,

contendo a espécie a ser estudada.

O eletrodo de trabalho (ET) € um componente essencial em uma célula
eletroquimica, pois € nele que é aplicado uma diferengca de potencial e medida a
corrente elétrica associada as reacdes que ocorrem em sua superficie. O material do
ET pode variar dependendo da aplicagdo, os mais comuns incluem os metais nobres
(ouro e platina), carbono (carbono pirolitico, carbono vitreo, pasta de carbono,
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nanotubos e diamante), metais liquidos (mercurio e seus amalgamas) e
semicondutores.[31] O eletrodo de referéncia (ER) possui um potencial elétrico fixo e
conhecido, fornecendo uma referéncia estavel para medir o potencial do eletrodo de
trabalho (Figura 3B), ou seja, a diferenca de potencial aplicada no eletrodo tem como
base o potencial do eletrodo de referéncia. E por ultimo, o contra eletrodo (CE),
também denominado eletrodo auxiliar, ele € empregado para assegurar que a corrente
resulte da varredura néo percorra o eletrodo de referéncia. Os eletrodos séo
conectados em um amplificador operacional que atuara quando for aplicada uma
diferenca de potencial entre o ET e ER, causando um aumento na resisténcia do ER
e diminuicao da resisténcia do CE, fazendo a corrente fluir entre o ET e CE. Assim,
proporciona um caminho adequado para a corrente fluir entre o CE e ET, garantindo
que a medigdo seja precisa, controlada durante as reagdes eletroquimicas e evitando

que ocorram disturbios no ER.[29]

Figura 3. Representagédo de uma célula eletroquimica.
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Fonte: Adaptado de Venton e DiScenza (2020) [29] e Kumar et al. (2019)[32]

Outros componentes importantes de uma célula eletroquimica sao os solventes

e eletrolito de suporte. A escolha do solvente utilizado pode ser determinada por
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diversos fatores, incluindo a condutividade, solubilidade do analito e do eletrdlito de
suporte e reatividade. Além de possibilitar a dissolugao do analito, um bom solvente
pode diminuir efeitos indesejados durante as analises, como diminuir a adsor¢éo das
especies na superficie do eletrodo. Ja o eletrélito € uma espécie adicionada ao
solvente para aumentar a condutividade e minimizar os efeitos de migracdo do
analito.[33]

3.2.2. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica de varredura poderosa empregada na
identificacdo e caracterizacdo de moléculas redox eletroativas, sendo amplamente
adotada para investigagdes eletroquimicas iniciais de novos sistemas, revelando-se
extremamente eficaz na obtencdo de informacbdes sobre reagdes eletroquimicas
complexas.[28,29] Nesta técnica, aplica-se uma diferencga de potencial dependente do
tempo a um eletrodo e a corrente resultante € medida em relagao ao potencial aplicado
(Figura 4A) e o grafico resultante da corrente em fungao do potencial € denominado
voltamograma (Figura 4B). A posicao do pico é determinada pelo potencial formal do
composto detectado, resultando em diferentes voltamogramas para diferentes

analitos, possibilitando que a técnica seja utilizada para determinagéo simultanea.[28]

A Figura 4 ilustra um processo de voltametria ciclica. Considerando um analito
representado por R, ao iniciar uma varredura partido de potencial (E) negativo para
potenciais mais positivos, inicialmente quando E < E%(Potencial padrao formal)
apenas corrente nado faradaica flui no sistema. Quando o potencial no eletrodo
aproxima de E? inicia-se a oxidacdo de R e a corrente comeca a fluir. Conforme o
potencial aplicado desloca-se para valores mais positivos, a concentracido de R na
superficie do eletrodo diminui chegando préximo a zero quando E > EY, enquanto a
concentracao de O- aumenta.

No tempo t = A ocorre a inversao na dire¢cao da varredura de potencial indo para
direcdo negativa e a regidao proxima ao eletrodo possui concentracdo grande de O
Conforme o potencial aplicado aproxima e passa de E?’, O é reduzido e uma corrente

catddica é observada. O grafico da corrente em fungédo do potencial para o processo
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inverso tem formato muito parecido com o processo direto, e é denominado de

voltamograma ciclico.[28]

Figura 4. (A) Sinal de excitagao para a VC, (B) Voltamograma ciclico resultante.
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Fonte: Adaptado de Bard et al. 2001.[28]

A partir dos voltamogramas ciclicos sao obtidos parametros importantes como
potencial de pico catddico (Epc), potencial de pico anddico (Epa), corrente de pico
catodica (lpc) € a corrente de pico anddica (lpa). Com esses dados é possivel inferir se
uma reacgao eletrodica é reversivel, pois nesses casos 0s valores de corrente de pico
catédico e anddico sdo aproximadamente iguais em valores absolutos, entretanto com
sinais opostos. Além disso, para uma reacao eletrddica reversivel a diferenca entre os

potenciais de pico, a 25 °C, deve ser de acordo com a equacao abaixo (Equacgao 1):

AE, = |Epq — Epc| = 0,059/n Equagéao 1

onde n é o numero de elétrons envolvidos na semi-reagdo. Reacdes que possuem
cinéticas lentas de transferéncia de elétrons resulta em valores de AEp > 0,059 V e

sao quase-reversiveis ou irreversiveis.[34]

Embora a principal utilizacdo da VC é para gerar informacdes qualitativas sobre
processos eletroquimicos, principalmente na quimica organica e inorganica, algumas
informacdes quantitativas podem ser obtidas a partir da equacdo 2, de Randles-

Sevcik.
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I, = 2,686 x 10°n3/2AcD*/2p*/? Equacéo 2

onde lp representa a corrente de pico (A), D o coeficiente de difusdo (cm?/s), v a
velocidade de varredura (V s'), n o nimero de elétrons, C a concentragdo (mol cm3)
e A representa a area eletroativa do eletrodo (cm?).[28] Esta equag&o é muito utilizada

para determinar a area eletroativa de eletrodos de trabalho.

3.2.3. Voltametria de pulso diferencial

Para fins analiticos, varias formas de voltametria encontram-se em uso
atualmente, como as voltametrias pulsadas. As técnicas pulsadas tiveram inicio na
polarografia com uso do eletrodo gotejante de mercurio, com objetivo de sincronizar
0s pulsos com o crescimento da gota e reduzir a corrente capacitiva fazendo a leitura
da corrente apenas no final da vida da gota. Essa abordagem reduz a corrente
capacitiva, pois ela diminui muito mais rapidamente que a corrente faradaica apés
aplicagao do pulso de potencial. Com avangos na area, atualmente é possivel utilizar

técnicas pulsadas em eletrodos sélidos.

Na voltametria de pulso normal (VPN), precursora da diferencial, um potencial
base (Eb) onde ndo ocorrem reagdes faradaicas é aplicado ao eletrodo, e pequenos
pulsos com amplitude crescente (incremento fixo) sdo aplicados e a corrente medida

ao final de cada pulso (Figura 5A).[35]

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é similar a VPN com duas importantes
diferengas: o potencial base sofre um incremento de valor fixo entre cada pulso (IP),
como na voltametria de escada (Figura 5B); e a corrente € medida antes do pulso (1)
e ao fim do pulso (1), sendo o tempo em que o pulso é aplicado denominado tempo
de modulacao (TM) e a diferenca entre o potencial inicial e final denominado amplitude
(AE) (Figura 5C). Estas correntes sao subtraidas (I = 1» — 11), eliminando a contribui¢ao
da corrente capacitiva (1») e plotadas contra o potencial da rampa linear, gerando um

voltamograma de pulso diferencial, com a forma de uma curva gaussiana. [28,36]
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Figura 5. Formas de aplicagao de potencial em relagdo ao tempo e momento da medida de corrente
para as técnicas de A) voltametria de pulso normal, B) voltametria de escada, C) voltametria de pulso
diferencial e D) voltamograma resultante. « Medida da corrente.
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JM,
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Fonte: Adaptado de Brett et al. (1993) e Bard et al. (2001).[28,35]

Como pode ser observado na Figura 5, a VPD pode ser compreendia como
uma jungao da voltametria de pulso normal com aplicagdo de potencial na forma de

escada.

3.2.4. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) € um tipo de voltametria de pulso que
oferece vantagem de altas velocidades de analise e elevada sensibilidade (com limites
de deteccdo que podem ser comparados aos das técnicas cromatograficas)

comparada com as demais técnicas pulsadas. Enquanto a VPN e VPD a velocidade
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de varredura é na faixa de 1 — 10 mVs™', a VOQ pode alcancar velocidade de 1 Vs
1.[35,36]

Esta técnica foi inventada em 1952 por Geoffery Barker que buscava uma forma
de compensar a corrente capacitiva residual obtida nas analises, que consistiu na
aplicacédo de pulsos na forma de onda quadrada (Figura 6A) sobreposto com uma
rampa escalonada em degraus (Figura 6B). Onde cada ciclo da onda quadrada

corresponde a duragao de um degrau da rampa (Figura 6C).[36]

Figura 6. Aplicagao de potencial da VOQ: soma da (A) onda quadrada e (B) rampa escalonada em
degraus. C) Perfil da VOQ e (D) voltamograma da VOQ.
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Fonte: Adaptado de Brett et al. (1993) e Bard et al. (2001).[28,35]

Os principais parametros da VOQ podem ser observados na Figura 6A, como
a altura de pulso (AEp) medida em relagao ao potencial do degrau, a largura de pulso
(to) e cada ciclo da onda quadrada pode ser definido como 1 = 2fp. Alternativamente,

a largura de pico e ciclo podem ser expressos em termos da frequéncia da onda
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quadrada sendo t, = 1/2f e T = 1/f. Como o potencial aplicado aumenta por um fator
de AEs ap6s cada ciclo, a velocidade de varredura pode ser dada por v = AEs/t =
fAEs.[28]

Na VOQ a corrente € medida duas vezes por ciclo, ao final de cada pulso. Assim
a primeira corrente obtida € denominada de corrente direta (Ip), pois o pulso é aplicado
na direcdo da escada, enquanto a segunda corrente € denominada reversa (Ir),
quando o pulso é aplicado em sentido contrario. O voltamograma obtido € resultado
da subtragdo dessas correntes (Al = Ip — Ir), com Ip e Ir possuem sinais opostos, Al
sera de maior magnitude dando maior sensibilidade a técnica. A VOQ pode ser
utilizada para estudar a reversibilidade de sistemas eletroquimicos, uma vez que além
do voltamograma resultante, os voltamogramas nos sentidos direto e reverso podem
ser analisados separadamente. Além disso, para sistemas reversiveis o valor de Al

sera maior que sistemas irreversiveis.[28]

3.3. Eletrodos compdsitos

Eletrodos compositos (EC) podem ser definidos como eletrodos constituidos de
um material formado por pelo menos uma fase condutora e uma fase isolante, em que
cada componente individual apresenta sua natureza original e deve ser visto como um
todo com peculiaridades quimicas, mecanicas e fisicas distintas. O tipo mais comum

de EC apresenta apenas uma fase de cada material.[37,38]

Estes eletrodos apresentam vantagens quando comparados com os eletrodos
tradicionais compostos por apenas uma fase condutora, como mercurio, platina,
carbono vitreo etc. Os ECs podem ser fabricados em varios tamanhos e formatos,
possibilitando adaptag¢des para varias configuragdes de eletrodos. Além disso, quando
usado como fase condutora metais preciosos, os ECs proporcionam o uso de menor
quantidade desses metais, influenciando diretamente no custo do eletrodo. E quando
comparados com os eletrodos com superficie modificada, os ECs apresentam

vantagem de possibilidade de renovagao da superficie sem perda do modificador. [37]
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Adams (1958) durante suas pesquisas com eletrodos a base de carbono
acabou por desenvolver um eletrodo de pasta de carbono-bromoférmio com
propriedades e vantagens Unicas para polarografia anddica. A época para polarografia
anddica eram usados eletrodos de haste de carbono, mas estes requeriam uma etapa
de impregnagéo com cera para fornecerem resultados reprodutiveis, ja o eletrodo de
pasta podia ser preparado em 5 minutos e utilizados repetidas vezes com resultados
precisos.[39] Assim, podemos considerar o desenvolvimento dos eletrodos de pasta

como um dos primeiros passos para os ECs.

Os ECs podem ser classificados baseado na forma que o material condutor e
isolante esta distribuido no compdésito, podendo ser de forma ordenada ou randdémica.
Os compositos em que a fase condutora esta disposta de forma ordenada na fase

isolante normalmente s&o fabricados utilizando técnicas de litografia.

Ja os ECs onde o condutor esta distribuido de forma randémica na matriz do
compésito (também chamado de compdésito disperso) sdo construidos por uma
mistura uniforme do condutor (normalmente em pd), com um isolante liquido ou
viscoso. Muitas vezes a fase isolante € composta por um polimero, sendo que esta
fase pode ser inicialmente um mondmero que vai sofrer polimerizagdo ao longo da

fabricacdo do compdsito como casos dos compdsitos a base de epdxi.[40,41]

Por outro lado, pode ser utilizado o préprio polimero derretido ou solubilizado
em um solvente volatil, desta forma apds o polimero ficar em uma textura maleavel, a
fase condutora pode ser incorporada por pressdao mecanica ou simples
agitacdo.[42,43] Quando o polimero retorna a sua forma original, seja por diminuigao
da temperatura ou evaporacdo do solvente, € obtido o compdsito solido. Neste

trabalho esta abordagem foi utilizada para fabricagdo do compdsito disperso.

Além das vantagens expostas anteriormente, os ECs podem ser aplicados para
determinacdo de analitos em diversas areas como meio ambiente, toxicologia,

bioquimica, analises de alimentos e produtos farmacéuticos.[44]



36

3.3.1. Fase condutora

Diversos materiais condutores - metais ou ametais - podem ser utilizados para
como fase condutora na confecgao de eletrodos compdsitos. Materiais a base de
carbono sdo amplamente empregados na fabricagdo de ECs, podendo ser
encontrados em diversas formas, como grafite,[45] fibras e nanotubos de

carbono,[46,47] grafeno,[48] entre outros.

ECs a base de grafite oferecem alta condutividade elétrica e s&o relativamente
estaveis em solventes organicos por longos periodos, possibilitando seu uso em
meios ndo aquosos. Além disso, oferece alta inércia quimica, acompanhada com uma
ampla faixa de potencial de trabalho podendo abranger janelas de -2,15V a 1,90V

dependendo do eletrdlito utilizado.[49]

Na forma alotrépica de grafite, o carbono possui o menor estado energético a
temperatura e pressdo ambiente. Sua rede cristalina consiste em pilhas de folhas de
grafeno bidimensionais paralelas com todos os atomos de carbono hibridizados em
sp? ligados em anéis hexagonais. As folhas de grafenos sdo mantidas juntas por
forcas fracas de van der Waals, podendo deslizar facilmente em relagao as outras
(Figura 7).[50]

Essa rede cristalina confere ao grafite uma caracteristica anisotropica, sendo
um bom condutor elétrico e térmico nas camadas de grafeno devido a sobreposi¢cao
dos orbitais 2pz paralelos, enquanto possui baixa condutividade perpendicular as

camadas de grafeno devido as forgas fracas de van der Waals entre as camadas.[51]
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Figura 7. Estrutura cristalina do grafite
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Fonte: Adaptado de Sengupta et al. 2001.[50]

Blanco-Lépez et al. (2004) utilizaram ECs de diferentes composi¢cdes —
politetrafluoroetileno-grafite (PTFE-G), epoxi-grafite (EG), epoxi-negro de carbono (E-
CB) — para detecgdo do farmaco diclofenaco utilizando VC e VPD. Os autores
compararam o uso de grafite e carbono negro como fase condutora, chegando a

conclusao de que o grafite apresentou melhor resultado.[52]

Espécies metélicas também podem ser determinadas utilizando ECs. Pumera
et al. (2005) utilizaram um EC de grafite-epdxi para propor um novo método
voltamétrico para determinacdao direta de nanoparticulas de ouro, baseado na
adsorcao das nanoparticulas na superficie do EC, seguido de oxidagao eletroquimica
em um meio 0,1molL"' de HCI a um potencial de +1,25V, obtendo limite de detegéo

de 1,8 x 108 nanoparticulas cm=3.[53]

Eletrodo compdsito de grafite-epdxi também foi utilizando para determinagao
de metais por Carrégalo et al. (2004). Para determinagdo dos metais pesados Cd e
Cu, os autores utilizaram voltametria de pulso diferencial com redissolugcao anddica, e
os resultados comparados com eletrodo de carbono vitreo (ECV). O EC apresentou
melhores propriedades de acumulagao e consequentemente mais apropriado como
eletrodo de trabalho para redissolu¢cao anddica, obtendo limites de detecdo de 100

ugL-" para Cd e 50 ugL" para Cu.[54]

Saciloto et al. (2013) confeccionaram EC de grafite-poliuretano utilizando a

técnica de impressao e os utilizaram para determinacado simultdnea de cafeina e
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acetaminofeno (paracetamol) com limites de detecgédo de 1,6 ymol L' e 0,84 umol L-
', respectivamente. Como esses principios ativos podem ser encontrados em mesmas

formulacdes, a determinagao simultdnea se mostra vantajosa.[55]

Os eletrodos compdsitos a base de grafite podem ser usados para
determinacao de espécies de interesse ambiental como demonstrado por Fernandez
et al. (1995). Os autores utilizaram um EC de grafite-poli(tetrafluoroetileno) para

quantificacdo dos herbicidas tirame e dissulfiram.[56]

Apesar das inumeras aplicacées dos ECs na literatura, até o momento nao
foram encontrados trabalhos descrevendo a quantificagao de fenetilaminas utilizando

este tipo de eletrodo. Sendo uma area ainda a ser explorada.

3.3.2. Fase isolante ou aglutinante

Na literatura sdo encontrados diversos materiais utilizados na confec¢ao de
ECs a base de grafite, como policloreto de vinil (PVC), copolimero de estireno-
acrilonitrila, resina epoxi, poliuretano, poliéster, poliestireno, polipropileno, polietileno,
policaprolactona (PCL). [57-65]

Como pode ser observado a fase aglutinante normalmente € composta por um
polimero ou mistura de polimeros. Isso devido a esses materiais atenderem alguns
requisitos importantes para fabricacdo de eletrodos compdsitos, como serem
quimicamente inerte, ndo possuir atividade eletroativa, insoluvel em meio aquoso, alta

viscosidade, elevada pureza, baixa volatilidade, entre outros.

Apesar de ainda ser pouco utilizada para fabricagcao de eletrodos compdsitos,
a policaprolactona (PCL) € um termoplastico de baixo custo, com facilidade de
processamento devido ao seu baixo ponto de fusdo e alta solubilidade em diversos

solventes organicos, além de n&o ser condutor.[66]

A PCL é um polimero sintético biodegradavel hidrofébico, possui estrutura
semicristalina com temperatura de transi¢ao vitrea de -60 °C e temperatura de fusao

na faixa de 59 a 64 °C. Por ser um polimero, sua massa molecular pode variar de 3000
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a 90.000 gmol', sendo que sua cristalinidade tende a diminuir com aumento do peso
molecular. Sua baixa temperatura de fusdo e excepcional capacidade de formar
misturas com outros polimeros confere a PCL a possibilidade de ser aplicada em
diversos campos, incluindo biomedicina, implantes médicos, entrega controla de

drogas, fabricagao de embalagens, entre outros.[67,68]

O processo de sintese da PCL pode ser realizado por 3 rotas, seja pela reagao
polimerizagdo por abertura de anel (PAA) do mondémero ciclico e-caprolactona
utilizando catalisadores aniénicos, catidnicos ou de coordenacio, ou via abertura de
anel catalisada por radicais livres seguido de polimerizagdo do 2-metileno-1,3-

dioxepano. Ou ainda pela condensacgéo do acido 6-hidroxicaproico (Figura 8).[66]

Figura 8. Diferentes rotas para sintese da PCL
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Apesar das caracteristicas da PCL, existem poucos relatos de seu uso para

confecgao de eletrodos, sendo eles apresentados a seguir.

Leone et al. (2021) utilizou a PCL como um modificador de eletrodo para
detecgéo de dopamina. Para isso um eletrodo de éxido de indio e estanho foi revestido
com PCL contendo grupos carboxila terminais e apresentou boa atividade e

seletividade para dopamina.[69]
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Lee et al. (2020) confeccionaram um eletrodo compésito de grafeno/PCL. O EC
foi obtido pela técnica de impressdo multicamadas obtendo um eletrodo 3D contendo
10% de grafeno. No entanto, o objetivo central deste estudo ndo consistiu na aplicagéo
do eletrodo para fins eletroanaliticos. Os pesquisadores evidenciaram a
biocompatibilidade do eletrodo por meio da resposta eletroquimica induzida por uma
microalga cultivada sobre o substrato grafeno/PCL. Adicionalmente, propuseram que
este material condutor biodegradavel possui potencial para ser empregado na
estimulacao elétrica com vistas a promoc¢éo da formacao de tecidos para aplicacoes

em medicina regenerativa e em dispositivos bioeletronicos.[67]

Clark et al. (2022) desenvolvem um EC a base de grafite/PCL (2:1) contendo
10% de ftalocianina de cobalto e glicose oxidase. O eletrodo foi utilizado para
quantificacdo de glicose utilizando amperometria a +0,6 V, demonstrando uma
resposta linear na faixa de 0 — 3,35 mmolL"" de glicose. Os resultados demonstraram
que a partir de um composito grafite/PCL foi possivel elaborar um sensor enzimatico
para glicose, abrindo possibilidades para novos sensores a partir de mudanga da

enzima utilizada.[68]

Silva et al. (2020) construiram um EC a base de grafite/PCL avaliando
proporgdes de 30 — 80% de grafite, sendo os melhores resultados o eletrodo contendo
70% de grafite. O eletrodo foi utilizado para determinagéo simultanea dos farmacos
anti-hipertensivos amlodipina e hidroclorotiazida utilizando VPD, com limites de
deteccao de 6,8x108 e 2,7x107 molL™", respectivamente.[10] Este trabalho citado foi
desenvolvido em nosso grupo de pesquisa e serviu de base para proposta do trabalho

descrito nessa tese.

3.4. Uso de técnicas voltamétricas para estudo e determinagao de nova substancias
psicoativas (NPS)

A andlise de drogas ilicitas € um ramo importante da ciéncia forense moderna,
com diversas implicacbes legais e sociais relevantes em investigacbes forenses.
Ultimamente as técnicas eletroquimicas tém se destacado como uma tecnologia de
andlise e deteccdo de drogas ilicitas em rapido desenvolvimento, devido as suas

varias vantagens, como alta precisao, sensibilidade elevada, rapida capacidade de
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resposta, facilidade de uso, portabilidade, capacidade de miniaturizagao e automacéo,

entre outras.

A classe das fenetilaminas inclui substancias como as anfetaminas e derivados,
MDMA, drogas do tipo 25X-NBOH, 25X-NBOMe e 2C (Figura ).

Figura 11. Estruturas das fenetilaminas estudadas por voltametria.
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Andrade et al. (2016) descreveram o primeiro estudo eletroquimico para as
fenetilaminas 2C-B, 25B-NBOMe e 25I-NBOMe utilizando eletrodos impressos de
carbono. A partir dos dados de VC foi possivel sugerir um mecanismo de oxidagao
para as drogas, envolvendo a oxidagdo dos grupos amino e halogénio. Um método
analitico usando a VPD foi otimizado para quantificacao de 25B-NBOMe e 25|-NBOMe

em selos, com LQ de 0,034 e 0,012 mg mL™', respectivamente.[70]

25B-NBOMe, 25I-NBOMe, 2C-B, além de 25C-NBOMe também foram
estudadas por Souza et al. (2018) por VC e VOQ utilizando eletrodo de diamante
dopado com boro (EDDB). O método proposto mostrou-se eficaz para quantificacéo
das drogas em amostras reais, além do LSD nao se mostrar como interferente.[71]
Gonzélez-Hernandez et al. (2021) também utilizou EDDB, além de eletrodos
impressos a base de carbono e platina para determinacdo das fenetilaminas 25B-
NBOMe e 2-(1H-indol-3-il)-N,N-dimetiletanamina (DMT), além de derivados de
piperazinas. O método analitico empregando EDDB e VPD apresentou menores LD e
LQ para 25B-NBOMe de 0,24 e 0,81 ugmL-', respectivamente. Todos os eletrodos
foram utilizados com sucesso para quantificacdo das drogas em amostras de saliva
fortificadas.[72]

Andrade e Gonzalez-Rodriguez (2019) publicaram um novo trabalho
analisando 2C-l e 25I1-NBOH novamente utilizando eletrodos impressos de carbono.
A 25|-NBOH € uma molécula termolabil e sofre degradagéo nas analises de rotina que

normalmente envolve o uso de cromatografia a gas acoplado a detecgédo por massas,
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levando a erros em sua identificagcdo. Essa degradacédo leva a 251-NBOH ser
identificada como 2C-l. O método voltamétrico demonstrou ser extremamente util para
diferenciar 251-NBOH de 2C-I evitando erros de identificagdo que sao tipicos quando
0 25|-NBOH é submetido a analises de GC-MS.[73]

25H-NBOMe também ja foi determinada utilizando VOQ com ECV sendo
possivel a quantificagdo da droga numa concentragdo de 1,28 ymolL-! com exatiddo
de 96,44%. Apesar deste trabalho ser o primeiro demonstrando uma técnica
voltamétrica para andlise da 25H-NBOMe, os autores nao sugeriram nenhum

mecanismo de oxidag&o para a droga.[74]

Além da quantificacdo das drogas utilizando voltametria, a maioria dos
trabalhos disponiveis na literatura utilizam técnicas voltamétricas para estudar
processos redox que ocorrem na superficie do eletrodo e entender o mecanismo de
oxidacdo do analito, principalmente utilizando voltametria ciclica. Vale ressaltar que
s6 foram encontrados trabalhos que propdéem mecanismo de oxidacdo para 25X-
NBOH e 25X-NBOMe onde o substituinte R se trata de um halogénio (Br ou |). Esses
trabalhos evidenciam que as fenetilaminas substituidas apresentam perfil voltamétrico

na VC semelhantes entre si.

Conforme evidenciado por Andrade et al. (2016), a VC para 25B-NBOMe
apresentou dois picos de oxidagcdo, um em + 1,04 V (pico |) e outro em +1,25 V (pico
[), um pico de redugédo em +0,06 V (pico Ill) e um terceiro pico de oxidagdo em +0,12
V (pico IV), sendo este ultimo pico de oxidagcdo observado apenas na segunda
varredura. Os autores observaram o mesmo perfil voltamétrico para 25I-NBOMe com
picos em valores de potenciais proximos ao reportado para 25B-NBOMe. A partir
desses dados propuseram que o pico | é referente a oxidagao da amina secundaria,
seguido de hidrolise formando o derivado 2C-l ou 2C-B, o pico |l foi atribuido a
oxidagao do halogénio presente na fenetilamina, seguido de substituicdo por uma
hidroxila, gerando um intermediario fenol que é oxidado a carbonila.[70] E os picos Il

e |V atribuidos ao equilibrio ceto-enol conforme apresentado no esquema abaixo.
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Esquema 1. Proposta de mecanismo para 25B-NBOMe e 25I-NBOMe publicada por Andrade et al.
(2016), X =Brou I. [70]
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A mesma proposta de mecanismo foi publicada pelos mesmos autores para
25|-NBOH.[73] Souza et al. (2018) também publicou uma proposta de mecanismo pra
25X-NBOMe (X = I, Br e Cl) em meio acido. As etapas gerais mostradas por Souza et
al. (2018) sao semelhantes ao descrito anteriormente, entretanto os autores atribuiram

o pico | a oxidacdo do halogénio, enquanto o pico Il foi atribuido a oxidagdo da
amina.[71]

Como pode ser observado, sdo poucos os relatos do uso de técnicas
voltamétricas para determinagao de fenetilaminas substituidas, e que até o momento

nenhum trabalho foi realizado com as drogas 25H-NBOH e 25B-NBOH utilizadas
neste trabalho.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e solugdes

Todos os padrdes de 25X-NBOH e 25X-NBOMe utilizados neste trabalho foram
previamente preparados e purificados pelo nosso grupo de pesquisa de acordo com
Barros et al. (2021).[75] Os demais reagentes empregados neste estudo foram de
pureza analitica utilizados sem purificagdo adicional e suas especificagdes estao
detalhadas na Tabela 2. As solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura com
uma resistividade de 18,2 MQ-cm, a qual foi obtida por meio de um sistema Milli-Q®
Gradiente da Millipore (Bedford, EUA).

O tampao Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L' foi empregado como eletrélito de
suporte, sendo preparado mediante o uso de acido acético, acido bdrico e acido
fosforico. O pH final (2, 4, 6, 8, 10 e 12) foi ajustado pela adigdo de NaOH a uma
concentragdo de 2,0 mol L'. Todas as solugbes foram armazenadas sob

refrigeracdo.[76]

Solugbes estoque das drogas 25H-NBOH, 25B-NBOH, 25I-NBOH, 25H-
NBOMe, 25B-NBOMe e 25|-NBOMe foram preparadas em DMSO/agua deionizada
(1:1) a uma concentragdo de 1,0 mg mL™" e diluidas para a concentragéo desejada em

solugéo tamp3o BR 0,1 mol L.

Tabela 2. Especificagcdes dos reagentes utilizados.

Massa molecular /

Reagente Formula quimica Marca Pureza / %
g mol!

25H-NBOH C17H21NOs -2 287,36 -
25B-NBOH C17H20BrNOs -a 366,26 -
25|-NBOH C17H20INOs -a 413,26 -
25H-NBOMe C18H23NOs -2 301,39 -
25B-NBOMe C18H22BrNOs -2 380,28 -
25|-NBOMe C18H22INO3 -2 427,28 -

Acido acético C2H402 Dinamica 60,05 99 -100,5
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Acido bérico HsBO3 Vetec 61,83
Acido fosférico HsPO4 Dinamica 97,99 85,0
Cloreto de
calcio di- CaCl2.2H20 Vetec 147,02
idratado
Cloreto de
KCI Dinamica 74,55 99,5
potassio
Sigma-
Cloreto de sddio NaCl 58,44
Aldrich
Cloroférmio CHCI3 Dinamica 119,38 99,0
Dimetilsulfoxido C2HsOS Vetec 78,13
Ferricianeto de
. 98,5 —
potassio CsNeFeKs Vetec 329,24
102,0
Fosfato de Sigma-
KH2PO4 136,09 99,0
monobasico Aldrich
Sigma-
Grafite < 45 um C 12,01 -
Aldrich
Hidréxido de Sigma-
NaOH 39,99 98,0
sodio Aldrich
IC-3D
Policaprolactona
TechTachTM
Sulfato de sddio Na,SO, Vetec 142,04

a8 25X-NBOH e 25X-NBOMe utilizados neste trabalho foram previamente preparados e

purificados pelo nosso grupo de pesquisa de acordo com Barros et al. (2021).[75]

4.2.Instrumentacao

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando um
Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N controlado pelo software Nova
2.1.4. Todos os voltamogramas obtidos a partir de técnicas pulsadas foram

submetidos a técnicas de suavizagao usando Savitzky-Golay e correcéo de linha de
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base via média mével para melhorar a clareza e identificacdo de picos. As medidas
foram realizadas em uma célula eletroquimica de 10 mL, utilizando 2,0 mL de solugéo
de trabalho e um sistema de trés eletrodos, com uma placa de platina como eletrodo
auxiliar, Ag|AgCI (3,0 mol L' KCI) como referéncia, e um eletrodo compdsito (EC)

como eletrodo de trabalho.

As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro de bancada pH Pro da
marca LineLab. Para as pesagens dos padrdes foi utilizada uma balanga analitica
Shimadzu AUW220D (min. 1 mg), as demais pesagens foram realizadas em uma

balanca analitica Shimadzu AUY220 (min. 10 mg).

Para diluicdo das solugcbes estoque foram utilizadas micropipetas e pipetas
automaticas Smart e KASVI de volumes variados 0,5 — 10 uL, 20 — 200 uL, 100 — 1000
ML e 1 — 10 mL e um banho ultrass6nico Unique modelo Ultra Cleaner 1400. A solugao

da célula eletroquimica foi agitada utilizando um agitador magnético IKA RCT basic.

4.3. Fabricacao dos eletrodos

4.3.1. Eletrodo de referéncia

O eletrodo de referéncia prata/cloreto de prata (Ag|AgCl) foi confeccionado de
acordo com Zoski 2017,[77] por meio da eletrodeposi¢cao de cloreto de prata na
superficie de um fio de prata. O fio de prata foi previamente limpo com lixa d’agua gréao
600 e 1200, seguido de lavagem com solugédo de acido nitrico 0,1 mol L-'. Para a
eletrodeposicao, foi utilizado como catodo uma placa de platina e o fio de Ag como
anodo em uma solucdo de KCI 0,5 mol L', a corrente aplicada foi definida pela area
ativa do fio de Ag, sendo aplicado 0,4 mA/cm? por 30 minutos. Apds a eletrodeposicao
o fio de Ag|AgCl foi armazenado em agua deionizada sob auséncia de luz por 24 h,
em seguida o fio foi colocado no interior de um tubo de suporte contendo KCI 3,0 mol

L-" e armazenado por mais 24 h antes do uso.
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4.3.2. Eletrodo de trabalho

A construgao do eletrodo compdsito baseado em grafite:PCL (7:3) foi realizada
de acordo com os procedimentos descritos por Silva et al. [78]. A PCL foi solubilizada
em quantidade apropriada de cloroférmio, o grafite em pé foi incorporado a solugao
de PCL por homogeneizagdo manual em almofariz de agata por 20 minutos. O
composito foi introduzido em uma seringa do tipo insulina de polipropileno com
capacidade de 1,0 mL (didmetro interno de 1,0 mm). Um fio de cobre foi fixado ao
émbolo da seringa para estabelecer contato elétrico do eletrodo. A mistura foi
compactada mecanicamente por 7 dias até a completa evaporacao do solvente. Antes
das medidas, a superficie do eletrodo foi exposta através de polimento mecanico
utilizando lixa d’agua com sequéncia granulométrica de 300, 600, 1200, 1500, 2000 e
3000, em seguida lavados com agua deionizada e armazenado até o uso. Antes de
cada medida a superficie do eletrodo era novamente polida com lixa d’agua grao 3000.

O eletrodo confeccionado encontra-se apresentado na Figura 9.

Figura 9. Eletrodo composito baseado em grafite:PCL (7:3)

4.4. Procedimentos experimentais

4.4.1. Caracterizagao voltamétrica dos ECs empregando uma solugao de ferricianeto

de potassio
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Os ECs foram caracterizados utilizando voltametria ciclica (VC) usando
ferricianeto de potassio 5,0 mmol L-' em KCI 0,5 mol L-'. Para determinagdo da area
eletroativa do eletrodo de trabalho foi utilizada uma janela de potencial de 0,4 V a 0,8
V com velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mV s".

A area eletroativa foi estimada utilizando a Equacao 3 de Randles-Sevcik

rearranjada.

A = 1p/(2,686%10%-0"2-n32.C-D"2) Equacéo 3

onde A representa a area eletroativa do eletrodo (cm?), Ip a corrente de pico
(A), D o coeficiente de difusdo de K3Fe(CN)s] (1,76x10° cm? s[78]), v a velocidade
de varredura (V s'), n o niUmero de elétrons, e C a concentragao de K3[Fe(CN)s] (mol

cm3).

4.4.2. Estudos voltamétricos para as drogas

4.4.2.1. Voltametria ciclica

Os estudos preliminares para explorar o comportamento eletroquimico das
drogas (25X-NBOH, com X = H, Bre |; 25X-NBOMe com X = H, Br e |) foram realizados
com concentragédo de 25 uyg mL' em tamp&o BR pH 4,0. Os voltamogramas foram
obtidos em triplicata na janela de -1,0 V a 1,5 V e velocidade de varredura de 50 mV

s,

Os estudos adicionais para investigar o mecanismo de oxidagéao de 25H-NBOH
e 25B-NBOH foram realizados em diferentes janelas de potencial: -0,8V - 0,4 V; 0,4
V-095V;e095V-15V,a50mVs.

Para estudo da influéncia da velocidade de varredura obteve-se voltamogramas
na janela de potencial de -0,8 V a 1,5 V nas velocidades de varredura de 10, 25, 50,
75, 100, 200 e 300 mV s™.
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4.4.2.2. Voltametria de pulso diferencial

Os voltamogramas de pulso diferencial preliminares para 25H-NBOH e 25B-
NBOH foram obtidos a uma concentragédo de 25 ug mL-' em tamp&o BR 0,1 mol L™’

pH 8 numa janela de potencial de -0,79 V a 1,5V e incremento de varredura de 10 mV.

A influéncia do pH foi investigada utilizando as condi¢gdes acima, utilizando
tampéao BR ajustado para os pH de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0 e 12,0.

Os parametros da VPD, tais como incremento de potencial (IP), amplitude de
pulso (AE) e tempo de modulacdo (TPC), foram avaliados para obter as melhores
condicbes experimentais para o método proposto. Estes estudos foram conduzidos
utilizando 600 ng mL-! das drogas em 0,1 mol L' de tamp&o BR pH 8,0, com valores
de incremento de 1,0, 3,0, 5,0, 7,0 e 10,0 mV; amplitudes de pulso de 10, 30, 50, 70
e 100 mV; e tempo de modulacao de 0,01, 0,03, 0,05, 0,07 ¢ 0,1 s.

Além disso, para determinagao do tempo de pré-concentracédo foram avaliados
os intervalos de 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 s, com agitacdo magnética a
280 rpm, imediatamente antes de cada leitura, e com os parametros experimentais do
VPD otimizados.

A precisdo do método foi avaliada em termos da reprodutibilidade e
repetibilidade e avaliado em 3 niveis de concentragéo (200, 400 e 600 ng mL"). Para
repetibilidade foram feitas medidas sucessivas (n = 6) em um unico dia, para
reprodutibilidade foram realizadas medidas sucessivas (n = 3) por trés dias

consecutivos. O resultado foi expresso em termos de desvio padréao relativo (%DPR).

4.4.2.3. Curvas analiticas para 25H-NBOH e 25B-NBOH

Os parametros VPD adotados para construcao das curvas analiticas para 25H-
NBOH e 25B-NBOH foram incremento de potencial de 10 mV, amplitude de pulso de
50 mV, tempo de modulagéo de 0,05 s e janela de potencial de 0,45V a 0,90 V, com
tempo de pré concentragao de 180 s para o 25H-NBOH e 300 s para o 25B-NBOH,
em circuito aberto.

As curvas analiticas foram obtidas por adigbes sucessivas de aliquotas da
solugao estoque de 25H-NBOH ou 25B-NBOH em célula contendo 2,0 mL de tampé&o
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BR (pH 8,0) com a concentragdo das drogas variando de 0 a 800 ng mL-' com
incrementos de 100 ng mL-'. Voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos para
cada aliquota, todas as medidas foram realizadas em ftriplicata para cada

concentragéao.

4.4.2.4. Preparo das amostras de urina sintética

Para simular uma amostra bioldgica, foi preparada uma solugdo de urina
sintética contendo: CaCl2.2H20 (0,110 g), NaCl (0,293 g), Na2SO4 (0,225 g), KH2PO4
(0,140 g), KCI (0,106 g), NH4CI (0,100 g) e ureia (2.500 g) em 100 mL de agua
ultrapura. A solugao foi submetida ao ultrassom por 10 minutos para dissolver os sais,
o pH da solugao foi ajustado para 6,0 com NaOH 2,0 mol L' e finalmente armazenada

sob refrigeragao.[79]

Uma aliquota de 10 uL urina sintética foi diluida diretamente na célula
eletroquimica contendo 2,0 mL de solugdo tampao BR (pH 8,0). A amostra foi
enriquecida com 25H-NBOH ou 25B-NBOH para simular uma amostra biolégica de

urina contaminada com as drogas.[78,80]

4.4.2.5. Preparo dos selos sintéticos de 25H-NBOH e 25B-NBOH

Os selos sintéticos de 25H-NBOH e 25B-NBOH foram produzidos usando papel
mata borrdo nas concentragdes de 25 e 100 pg por selo. Inicialmente ao papel mata
borrao foi impresso uma ilustracdo, os selos foram cortados no tamanho de
aproximadamente 1x1 cm. Aos selos foi adicionado uma solugdo 1,0 mg mL™" até obter

a concentragao desejada das drogas por selo.

4.4.2.6. Estudo de adigao e recuperagao empregando adi¢gao de padrao para 25H-

NBOH e 25B-NBOH em amostras de urina e selos sintéticos

A exatiddo do método foi avaliada pelo método de adigdo e recuperacéo, e
empregado a calibragédo por adicdo de padrdo para as drogas na urina e selos
sintéticos. Para urina sintética foram utilizados niveis de fortificagcédo de 100 e 400 ng
mL-', ja para os selos sintéticos foram utilizados niveis de fortificacdo de 25 e 100 ug
por selo. Para analise, os selos foram extraidos com 1 mL MeOH ou DMSO em um
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microtubo tipo eppendorf sob ultrassom por 1 minuto, uma aliquota transferida para
célula contendo 2 mL de tampéao BR e realizado a leitura em triplicata. Assim, apds
leitura da amostra, foram realizadas trés adi¢gdes de padrdo de 100 ng mL' cada, e a
concentracdo da amostra foi obtida por extrapolacdo da curva de adi¢gao de padréo.
Também foi calculado o valor de recuperacgéao pela Equacéo 4.

Valor encontrado na amostra Equacao 4
%Recuperagao = — x 100 quac
Valor adicionado na amostra
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao eletroquimica dos eletrodos compdsitos

Neste trabalho os eletrodos compdsitos utilizados foram fabricados numa
proporcao de 70:30 de grafite e PCL. Essa proporgéo ideal foi definida anteriormente
em nosso grupo de pesquisa. Proporgdes de 30, 40, 50, 60, 70 e 80% de grafite foram
avaliadas por Silva (2019), chegando a conclusao de que 70% de grafite € composi¢céo
ideal para confeccéo dos eletrodos. Além disso, composicdo com maior concentragcao
de grafite levou a formagao de compdsito muito rigido, dificultando as etapas de

limpeza mecanica do eletrodo.[10,65]

A voltametria ciclica foi empregada para investigar o desempenho
eletroquimico e determinar a area eletroativa do EC usando uma sonda de 5,0 mmol
L' K3[Fe(CN)s] em 0,5 mol L-' KCI como eletrdlito suporte, na janela de potencial de -
0,4 a 0,8 V e velocidades de varredura de 10 a 200 mV s™'. Intensidade de corrente
de pico e simetria de pico relacionada ao processo redox reversivel Fe(CN)e* + 1e" <

Fe(CN)e* foram observadas (Figura 10).

Na Figura 10A pode ser observado um aumento na intensidade das correntes
de pico anddicas e catddicas com o aumento da velocidade de varredura. Ja na Figura
10B esta representada a correlacdo entre as correntes de pico e a raiz quadrada da
velocidade de varredura, o sinal positivo ou negativo € usado para representagao dos
processos de oxidacdo e redugdo, representados em vermelho e preto,

respectivamente.

Verificou-se uma correlagao linear entre corrente de pico e raiz quadrada da
velocidade de varredura (r?2 > 0,98), indicando transporte de massa controlado por

difusdo, em acordo com a equacgéo de Randles-Sevick (Equagao 3).
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Figura 10. Voltamogramas ciclicos para 5,0mmolL-1 [Fe(CN)s]#*- em solugéo 0,5 mol L' KCI para EC.
(A) Velocidades: 10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mV s-'. (B) Graficos de Ip vs v'2 para: corrente de pico
anddica (m) e catddica (e).
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A partir desse experimento, também foi possivel calcular a area eletroativa do
EC utilizando a equagédo de Randles-Sevcik. A area encontrada foi de 0,081 cm?,
representando 41% da area geométrica do eletrodo (0,2 cm?). Esse resultado foi

menor que o encontrado na literatura, o que foi atribuido ao maior tamanho de

particula do grafite utilizado.[10]

5.2. Comportamento eletroquimica das 25X-NBOH e 25X-NBOMe

Inicialmente a VC foi utilizada para verificar o comportamento eletroquimico de
seis substancias da classe NBOH e NBOMe, sendo elas: 25H-NBOH, 25B-NBOH,
25|-NBOH, 25H-NBOMe, 25B-NBOMe e 25|-NBOMe.

Os voltamogramas foram obtidos utilizando uma solugéo contendo 25 ug mL™’
das drogas na janela de potencial de -1,0 a 1,5 V e velocidade de varredura de 50 mV
s'. Tampao BR foi selecionado como eletrdlito de suporte apds verificar outros
trabalhos com drogas dessas classes na literatura, sendo os estudos iniciais

realizados em pH acido (pH 4) (Figura 11).
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos no eletrodo compdsito em solugdes tampao Britton-Robinson (pH
4,0) e apos adigéo de 25 ug mL-" de (A) 25X-NBOH (X = H, Bre I), e (B) 25X-NBOMe (X = H, Bre I).
Velocidade de varredura: 50 mV s
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Para as NBOHs, Figura 11A, foi observado perfis voltamétricos semelhantes,
apresentado dois picos de oxidagdo, um em aproximadamente 0,84 V e o segundo
em 1,07 V, e um pico de redugcédo em 0,18V. Ja o perfil voltamétrico para as NBOMes,
Figura 11B, diferenciou-se das NBOHSs, apresentado dois picos de oxidacdo entre

1,10 e 1,18 V, além de um pico de reducdo em 0,18 V.

Diante dos resultados preliminares concluiu-se que seria dificil trabalhar como
determinacdo simultdnea das drogas, visto que apresentam perfis voltamétricos
semelhantes, desta forma escolheu-se as drogas 25H-NBOH e 25B-NBOH para
continuar os estudos de determinagao e quantificacdo independentes. As mesmas
foram selecionadas por serem as unicas que nédo possuiam nenhum tipo de estudo

eletroquimico descrito na literatura.

Voltametria de pulso diferencial foi utilizada para comparar a sensibilidade do
EC frente ao eletrodo de carbono vitreo (ECV) para 25H-NBOH e 25B-NBOH. Como
pode ser observado na Figura 12, a corrente de pico para ambas as substancias foi
maior quando utilizado eletrodo compésito. Além disso, utilizar o ECV mostrou-se
desafiador devido a dificuldade para limpeza de sua superficie apés cada varredura,
sendo necessario polimento utilizando suspensao de diamante para retirar as
substancias adsorvidas na superficie, por outro lado, a limpeza da superficie do EC
pode ser feita de forma rapida utilizando uma lixa d’agua com granulometria 3000.
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Desta forma, o uso do EC como eletrodo de trabalho para analise de 25H-NBOH e
25B-NBOH apresentou vantagem de ser mais sensivel, além de ser mais facil a

renovacao de sua superficie.

Figura 12. Comparacao da resposta das drogas 25H-NBOH e 25B-NBOH 25 ug mL-" utilizando os EC
e ECV em tampéao Britton-Robinson (pH 4,0).
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5.3. Estudo do mecanismo de oxidagao eletroquimica para 25H-NBOH e 25B-
NBOH

Para propor um mecanismo de oxidagao eletroquimica para 25H-NBOH e 25B-
NBOH na superficie de EC, foram obtidos novos voltamogramas ciclicos diminuindo
a janela de potencial iniciando em -0,2 V até 1,50 V, para evitar redugcao e oxigénio e
formacgao de peréxido, realizando trés varreduras sucessivas, sem limpar a superficie
do eletrodo entre cada varredura (Figura 13). A redugao de oxigénio a peroxido ocorre
em potencial préximo a -0,4 V,[81] na Figura 11 nao foi observado um pico
pronunciado desta reacdo, mas ao comparar com os voltamogramas da Figura 13
nota-se uma linha base melhor definida na regido proximo ao inicio da janela,
mostrando que o alargamento do voltamograma na regiao proximo a -0,4V pode ser

resultado da reducéo de oxigénio.
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos utilizando o eletrodo compdsito em solugdes tampéo BR (pH 4,0) e
apos adicdo de 25 yg mL-' de (A) 25H-NBOH e (B) 25B-NBOH. v = 50 mV s™'.
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Como pode ser visto na Figura 13 as duas substancias apresentaram
comportamento voltamétrico semelhante na superficie do EC. Na primeira varredura
para o 25H-NBOH é possivel observar dois picos de oxidacgao irreversiveis, em 0,84
V (pico I) e em 1,07 V (pico Il), e para o 25B-NBOH, a primeira varredura mostrou um

pico de oxidagdo em 0,81 V (pico |) e em 1,05 V (pico Il), também irreversiveis.

A diferenca entre o potencial de pico e o potencial de meia altura (Ep — Ep/2)
para os picos anddicos | e Il da 25H-NBOH foi de 38 mV e 42 mV, respectivamente.
Para 25B-NBOH os valores foram de 36 mV para o pico | e 41 mV para o pico Il. Os
valores do potencial de meia altura sao inferiores a 56,5 mV (valor caracteristico para
transferéncia reversivel monoeletronica) [28], indicando que cada processo envolve a
transferéncia de dois elétrons e dois protons (2e/2H*), conforme ja relatado na

literatura.[71]

Além dos picos de oxidagao, ambas apresentaram pico de redugédo, em 0,18 V
e 0,19 V para o 25H-NBOH e 25B-NBOH, respectivamente. Na segunda varredura,
para ambas as drogas, foi observado a presenca de pico de oxidagdo em 0,26 V (pico
IV). O pico IV ndo foi detectado na primeira varredura, indicando que a espécie

responsavel pelo mesmo foi gerada em solugéo durante a primeira varredura.

O produto de oxidagao observado na segunda varredura (pico 1V) foi avaliado
realizando experimentos de VC em uma janela de potencial de -0,2 V a 1,5V, e os

voltamogramas sao apresentados na Figura 15.
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos e partes de voltamogramas ciclicos de (A) 25H-NBOH 25 ug mL-1
e (B) 25B-NBOH 25 yg mL-' em tampéo BR pH 4,0. Velocidade de varredura 50 mV s-'.
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Inicialmente foi realizada uma varredura na janela de potencial de -0,2 - 0,4 V
(regido correspondente aos picos Ill e IV — Figura 14: linha vermelha), € nao foi
observado nenhum pico. Em seguida foi feita uma varredura na janela de 0,4 — 0,95
V (regido corresponde ao pico | — Figura 14: linha verde), e posteriormente uma nova
varredura na janela A (Figura 14: linha azul), sendo observado o surgimento dos picos
Il e IV. O procedimento foi repetido, e nao foi observado aumento significativo da

intensidade dos picos lll e IV.

Ao varrer na janela de 0,95 — 1,5 V (regido correspondente ao pico Il — Figura
14: linha amarela), e posteriormente uma varredura na janela A (Figura 14: linha rosa),
foi observado um aumento significativo dos picos Il e IV. Isto demonstrou que estes
processos estdo diretamente relacionados aos processos de oxidagdo que ocorrem

em potenciais mais elevados (picos | e II), com maior dependéncia do pico Il.

Com base nos resultados apresentados e comparagao com a literatura, foram
propostos mecanismos para oxidacao de 25H-NBOH e 25B-NBOH, como mostrado
no Esquema 2. Na literatura existem propostas de mecanismos para oxidagao de

outras drogas halogenadas, o que facilitou propor um mecanismo para 25B-NBOH.
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Esquema 2. Proposta de mecanismo para oxidagdo de 25H-NBOH e 25H-NBOH em meio acido (pH
4.0)
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Em acordo com dados previamente publicados [73,82], o primeiro pico de
oxidagao (pico |) para 25H-NBOH e 25B-NBOH foi atribuido a oxidacdo da amina
secundaria, envolvendo a remocéao de dois elétrons e dois protons do atomo de amino-
nitrogénio, levando a uma N-desalquilagdo, dando origem a uma amina primaria e a

formacao de salicilaldeido, representado como A no Esquema 2.

Para 25B-NBOH, o pico Il foi atribuido a substituicdo de bromo; esta reacao
também envolve uma transferéncia de dois elétrons, inicialmente ocorre uma
transferéncia de elétrons do bromo para o eletrodo, resultando em um radical
catidnico, que sofre uma ligagéo nucleofilica para formar o intermediario B. O segundo
elétron envolvido na reagao é transferido na oxidagao de fenol em carbonila (Esquema
2). A literatura reporta os mecanismos de reagao para outras NBOHs e NBOMes
halogenados, como 25B-NBOMe, 25|-NBOMe [71,82], 25C-NBOMe [71] e 25|-NBOH
[83].
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Para 25H-NBOH sugere-se que o pico |l também é resultado da oxidagao do
anel aromatico, porém por outro mecanismo, pelo qual ocorre primeiro uma
substituigdo do grupo metoxila por hidroxila, seguida de oxidagao a cetona (Esquema
2), reagdo semelhante ja foi descrito para a oxidagdo de anisol e 1,4-
dimetoxibenzenos a derivados de quinona. [84,85] Em seguida, o intermediario cetona
formado na oxidagdo de ambas as drogas sofre uma reducgao, indicada pelo pico lll,
que é oxidado em torno de +0,26 V (pico IV) levando a um equilibrio ceto/enol

reversivel ou quase reversivel (Epa — Epc = 63 mV, lpa/lpc = 1,19).[71]

Como pode ser observado na Figura 14 (linha azul), foi observado os picos Il
e IV com baixa corrente de pico, apos varredura na regido do pico |. Considerando
que foi atribuido ao pico | a oxidacdo da amina levando como um dos produtos da
oxidagao o salicilaldeido (A), o aparecimento do picos Ill e IV com baixa intensidade

pode ser resultado da oxidagao do salicilaldeido, que apresenta também o grupo fenol.

Souza et al. (2018) [71] descrevem um mecanismo para 25X-NBOMe (X = Cl,
Br e 1) semelhante ao proposto neste trabalho, porém atribuem o pico de menor
potencial a substituicdo do haleto para formagao do tipo intermediario tipo quinona,
enquanto o pico em potencial mais alto € atribuido a oxidagdo da amina secundaria.
Diferentemente do que ja foi publicado, os dados aqui apresentados demonstraram
que o processo reversivel referente aos picos Ill e IV, sdo atribuidos ao equilibrio
ceto/enol, e dependem do processo de oxidagao que ocorre no pico ll, portanto a
substituigdo do bromo seguida da formagao da cetona deve ocorrer no potencial do

pico Il

Os picos observados para ambas as drogas apresentam potenciais muitos
proximos, desta forma ndo seria possivel a identificagdo e quantificacdo simultanea.
Desta forma, o pico |, por apresentar maior intensidade de corrente de pico, foi

escolhido para desenvolvimento do método analitico.
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5.4. Desenvolvimento do método voltamétrico

5.4.1. Influéncia da velocidade de varredura

Foi utilizada a voltametria ciclica para avaliar a natureza do transporte de
massa dos analitos para a superficie do eletrodo, utilizando uma solugdo 25 ug mL-"
das drogas em tampao BR pH 4,0. Para isso, a velocidade de varredura foi variada na
faixa de 10 mV — 300 mV em uma janela de potencial de -0,8 V — 1,5V, realizando o
polimento do eletrodo entre as varreduras para evitar possiveis problemas de

adsorcao em sua superficie, e os voltamogramas ciclicos sdo apresentados na Figura
16.

Figura 15. Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura para (A) 25H-NBOH e (B)
25B-NBOH 25 ug mL-' em tampao BR pH 4. Inser¢des: graficos de log Ip vs log u'?2.

A B
150 - / 150 -
100 10043
= picol
< e picoll <
=T ' ' y =
< 50- 1,8 -1,2 -0, < 50-
log v
0 - = 0 -
00 mvs™ 300 mvs™
i i
-1 -1
50 L ———— '10 r'nVs' 50 A ———— '10 rans'
0,0 0,4 0,8 1,2 0,0 0,4 0,8 1,2
E/Vvs Ag/AgClI E/V vs Ag/AgCI

De acordo com a literatura, uma correlagao linear com inclinacédo de 0,5 é
esperada para processos governados predominantemente por difusdo, enquanto uma
inclinacado de 1 indica a adsor¢cao de espécies na superficie do eletrodo, e valores
intermediarios indicam a contribuicdo de ambos os processos.[33,86,87] Para os picos

| e ll, foi obtida uma relagao linear entre o logaritmo da corrente de pico (log Ip) versus
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o logaritmo da velocidade de varredura (log v), como demonstrado nos insets da
Figura 15. Os coeficientes angulares das retas calculados para os picos | e |l da 25H-
NBOH foram de 0,89 (log | = -4,678 + 0,889 log v, r2 = 0,970) e 0,45 (log | = -4,691+
0,455 log v, r?2 = 0,964), respectivamente. Esses valores sugerem que 0S processos
de oxidacao sédo predominantemente influenciados pelos dois processos adsorgao e
difusdo, respectivamente. Para o 25B-NBOH, foram obtidas inclinagbes de 0,82 (log |
= -4,345+ 0,821 log v, r? = 0,977) e 0,71 (log | = -4,485+ 0,714 log v, r? = 0,977) para
os picos | e Il, respectivamente, sugerindo um processo misto de difusdo-adsorgéo

para ambos 0s picos.

5.4.2. Influéncia do pH do eletrdlito de suporte no perfil voltamétrico das drogas

A VPD foi utilizada para avaliar a influéncia do pH nos valores de potencial e
corrente observados para o pico | referente a oxidacdo da amina secundaria presente
em 25H-NBOH e 25B-NBOH em Tampéao BR 0,1 mol L', em uma faixa de pH de 2 a
12, e os voltamogramas de pulso diferencial sdo apresentados na Figura 17.

Figura 16. Voltamogramas VPD em varios niveis de pH de uma solugdo contendo 25 ug mL-' (A) 25H-

NBOH e (B) 25B-NBOH (Insercbes: dependéncia do potencial de pico e corrente de pico dependéncia
com o pH) em tampé&o BR.
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Como pode ser observado Figura 16, existe uma dependéncia entre o valor do

pH e o potencial de oxidagao das drogas, bem como com a intensidade da corrente.
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Em relacdo a intensidade do pico | observa-se um aumento da corrente até o
valor de pH 10, diminuindo em pH 12. J& para a dependéncia do potencial em fungéo
do pH (r? = 0,997 para 25H-NBOH e r? = 0,989 para 25B-NBOH), observa-se um
deslocamento para potenciais menos positivos com o aumento do pH, indicando a
presenca de equilibrio acido-base e a participagdo de prétons no processo de
oxidagao. [86,87] O deslocamento também pode estar associado ao maior grau de
protonacao dessas moléculas em meio acido, uma vez que 25B-NBOH e 25H-NBOH
possuem valores de pKa estimados de 10,37 e 10,38, respectivamente (dados do
banco de dados SciFinder). Para o pico |l também foi um deslocamento dos picos para
potenciais menos positivos com aumento do pH, entretanto essa resposta nao foi
linear conforme observado para o pico |, para pico Il foram obtidos valores de r? de
0,902 e 0,907 para 25H-NBOH e 25B-NBOH, respectivamente.

O grafico de Epa versus pH inset da Figura 16, revela uma inclinagdo de -67
mV/pH (pico |) e -34 mV/pH (pico Il) para 25H-NBOH e -65 mV/pH e -43 mV/pH para
25B-NBOH, indicando que para ambas as drogas o efeito do pH é mais pronunciado
para o pico |, corroborando a atribuigcdo do pico | ao processo de oxidagao da amina

secundaria.

Os insets da Figura 16 mostra a relagado Ep versus pH, que apresentou uma
inclinacédo de -67 mV/pH para 25H-NBOH e -65 mV/pH para 25B-NBOH, sugerindo,
de acordo com a literatura,[35] que a eletro-oxidagcdo envolve o mesmo numero de
prétons e elétrons (2H*/2e"), o que corrobora o mecanismo apresentado no Esquema
2. Essa dependéncia do potencial com pH e relacdo entre numero de prétons e
elétrons pode ser retirado da equacao de Nernst apresentada abaixo, desenvolvida

para um sistema em que prétons participam da oxidagao (Ox + ne” + mH* — Red):

0,0593 Red 0,0593 E 3
- X (log[ ]) - X m X pH quagao 5
n [Ox]

onde n € o numero de elétrons, m o numero de mol de H*. Como pode ser

E=E°

observado para a equacgao acima, para uma oxidagao que envolve 0 mesmo numero
de protons e elétrons (m/n = 1), o valor de potencial varia 0,0593 V por unidade de
pH, valor préximo do obtido para o pico | para ambas as drogas (-67 mV/pH para 25H-
NBOH e -65 mV/pH para 25B-NBOH). Ja os valores de inclinagao do pico Il de -34
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mV/pH para 25H-NBOH e -43 mV/pH para 25B-NBOH indicam uma proporgao entre
proétons e elétrons proximo a 0,5, indicando que a quantidade de elétrons envolvidos
na oxidagao do pico |l é o dobro do numero de protons (1H*/2e), conforme ilustrado

no mecanismo do Esquema 2.

Para prosseguir com os experimentos analiticos, o pH 8,0 foi escolhido como
ideal por apresentar um valor de corrente de pico apreciavel e para evitar possiveis

danos ao eletrodo em pH muito basico.
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5.4.3. Otimizagao dos parametros da VPD

Alguns parametros experimentais da VPD foram investigados visando a
otimizacdo dos mesmos para a detec¢cdo das drogas. Foram avaliados diferentes
valores de incremento de potencial (IP), amplitude de pulso (AE), tempo de modulagéo

(TM) e tempo de pré-concentragdo (TPC) em tampdo BR 0,1 molL™" pH 8 (

Figura 17).

Figura 17. Voltamogramas de pulso diferencial variando os principais parametros da técnica de VPD.
(A,D) — amplitude de pulso com IP = 0,01 Ve TM = 0,05 s; (B,E;) — incremento de potencial com AE =
0,07 V e TM =0,05 s; (C,F) — tempo de modulagao com AE = 0,07 V e IP =0,01 V s. Tampéao BR 0,1
molL-", pH 8.
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De acordo com os voltamogramas de pulso diferencial apresentados na

Figura 17A e D, o primeiro parametro avaliado foi amplitude de pulso. Na
técnica de pulso diferencial a corrente € medida duas vezes, uma antes da aplicagao
do pulso e outra ao final do pulso, sendo a diferenga em potencial entre essas duas

medidas, a amplitude de pulso.
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Como pode ser observado na

Figura 17A, a intensidade da corrente tem um aumento consideravel para 25H-
NBOH com o aumento de AE, enquanto para 25B-NBOH foi observado um pequeno
aumento na corrente. A corrente de pico observada para 25B-NBOH foi menor que
para 25H-NBOH para todos os valores de amplitude testados, desta forma foi
escolhido como parametro 6timo a amplitude de 0,07 V, por ser a que 25B-NBOH
apresentou maior corrente de pico. Vale ressaltar que apesar da corrente de pico ser
a mais intensa para AE de 0,1V para a 25H-NBOH, observa-se um deslocamento do

Ep, como também uma assimetria na base do pico.

O segundo parametro avaliado foi o incremento de potencial, como pode ser

observado nos voltamogramas de pulso diferencial das

Figura 17B e E. Valores altos de incremento levaram a voltamogramas de baixa
defini¢gdo, sendo o valor de 0,01 V o que apresentou melhor definicdo, e um pico mais
simétrico. J& o melhor tempo de pulso para ambas as drogas foi 0,01 s, sendo

observada um aumento consideravel na corrente do pico | (

Figura 17B e E), sendo incialmente escolhido como valor étimo. Entretanto, ao
tentar construir uma curva analitica, foi observado que apds uma leitura no analito,
passou a aparecer um pequeno sinal no branco na regido do pico analisado. Desta
forma foram feitas novas medidas, sendo o valor de tempo de pulso que fez o sinal

desaparecer foi de 0,05 s.

A Figura 18 mostra trés voltamogramas de pulso diferencial registrados na

sequéncia para as drogas.
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Figura 18. Voltamogramas VPD para (A) 25H-NBOH e (B) 25B-NBOH 25 yg mL-' em tampao BR 0,1
molL-" pH 8. Parametros DPV: IP 0,01 V, AE 0,07 V, TM 0,05 s.
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Podemos verificar uma diminuicdo na corrente dos picos | e Il a partir da
segunda varredura para a 25H-NBOH (Figura 18), o que evidencia um processo de

adsorgao no EC.

Eletrodos a base de carbono tém forte tendéncia a adsorver moléculas
organicas e esta adsorcao pode contribuir para diminuir a sensibilidade do método.
Conforme observado anteriormente no estudo da influéncia da velocidade de
varredura, o processo de transporte de massa na superficie do eletrodo para os dois
analitos envolve um mecanismo misto de adsorcao e difusdo, que para a 25H-NBOH
€ mais evidenciado. Buscando aproveitar esse processo de adsorc¢ao, foi realizado
um estudo de pré-concentragdo sob agitacédo em potencial de circuito aberto, sendo a
solugdo contendo o analito agitada por tempos que variaram de 0 s a 360 s antes de
cada varredura, buscando promover o maximo de absor¢cdo de moléculas na

superficie do eletrodo antes de cada medida.

Na Figura 20 sao apresentados os voltamogramas de pulso diferencial para as
drogas empregando uma etapa de pré-concentragao variando o tempo.
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Figura 19. Voltamogramas de pulso diferencial para (A) 25H-NBOH e (B) 25B-NBOH 25 ug mL-' em
tampao BR 0,1 molL-' pH 8 obtidos apos diferentes tempos de agitagdo em potencial de circuito aberto.
Parametros DPV: IP 0,01 V, AE 0,07 V, TM 0,05 s.
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Os resultados da figura 20 demostram que o tempo de pré-concentracao ideal
para cada droga foi de 180 s e 300 s para 25H-NBOH e 25B-NBOH, respectivamente.
Os resultados revelaram que o tempo de pré-concentragéo utilizado foi significativo
para 0 aumento da intensidade da corrente de pico para ambos as drogas,
contribuindo para um aumento na sensibilidade do método proposto. Com isso foi
possivel construir as curvas analiticas sem necessidade de polir a superficie do

eletrodo entre cada medida.

Na Tabela 2 sdo apresentados os parametros avaliados da técnica e os valores

otimos alcangados com o estudo.
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Tabela 3. Parametros da VPD avaliados e escolhidos para otimizagdo do método.

Parametros Faixa avaliada Valor étimo
pH do eletrélito de suporte 2,0-12,0 8,0
Incremento de potencial / V 0,01-0,1 0,01
Amplitude de pulso / V 0,01-0,1 0,07
Tempo de modulagéo /s 0,01-0,1 0,05

180 s (25H-NBOH)

Tempo de pré concentragao/ s 0-360
300 s (25B-NBOH)

5.4.4. Curvas analiticas para 25H-NBOH e 25B-NBOH

Ap06s a otimizacdo dos parametros da VPD e do pH do eletrdlito suporte foram
obtidas curvas analiticas individuais para cada droga, uma vez que as duas

substancias apresentam respostas voltamétricas em potenciais proximos.

Para obtencdo das duas curvas analiticas, ambas em triplicata, foram
realizadas adigbes sucessivas dos analitos com concentragdes variando de 100 — 800
ng mL-' na célula eletroquimica, sendo cada incremento de 100 ng mL-". As curvas
analiticas sao apresentadas na Figura 21.

Figura 20. Voltamogramas VPD (linha de base corrigida) para (A) 25H-NBOH e (B) 25B-NBOH. (C)

Concentragbes versus correntes de pico obtidas do VPD. Tempo de pré-concentragdo de 180 s para
25H-NBOH e 300 s para 25B-NBOH.
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Como pode ser observado na Figura 20 uma otima relagao linear (r? = 0,999)
entre corrente de pico e concentragao foi obtida tanto para 25H-NBOH quanto para
25B-NBOH, entretanto a faixa linear para 25B-NBOH foi menor, sendo de 100 — 700

ng mL-'. Os resultados e respectivas equagdes lineares estdo mostradas na Tabela 4.

O limite de detecgéo instrumental, definido como a menor concentragcdo do
analito que o método analitico pode detectar de forma segura e o limite de
quantificacdo, que é a menor concentracdo que pode ser quantificada foram

calculados por meio das equagdes Equagao 6 e Equacéao 7.

3,3 X% 5
LD = o Equacéo 6
S
10 x 5
LQ = . o Equacéo 7

onde o refere-se ao desvio padrao das medidas da menor concentracédo da
curva analitica e S é a inclinagao da curva. Os valores de LD e LQ foram de 19 e 64
ng mL-! para 25H-NBOH, enquanto para 25B-NBOH os valores foram 23 e 76 ng mL"

', respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Para@metros analiticos obtidos para a determinacdo de 25H-NBOH e 25B-NBOH usando a
VPD.

25H-NBOH 25B-NBOH
Equagao da reta y =-4,877x107 + 6,377x10°% y =-9,122x10-" + 1,380x10-8x
Coeficiente(?ze) correlagéo 0.999 0.999

Erro padrao da intersegéo 0,387x107 1,131x107

Erro padrao da inclinagao 0,086x10-° 0,028x10-°

Faixa linear / ng ml-1 100 - 800 100 - 700
LD / ng mL" 19 23
LQ/ng mL" 64 76

Até o momento, métodos eletroanaliticos para determinacdo de 25H-NBOH e
25B-NBOH nao foram descritos na literatura, porém, o método aqui proposto
apresenta valores de LD de 19 e 23 ng mL-"', que estdo dentro da faixa encontrada na
literatura (LD variando de 4 a 385 ng mL"") para outras drogas da mesma classe. Além
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disso, os valores de LQ de 64 e 76 ng mL™" sdo os melhores relatados até o momento
quando comparados a outros métodos eletroquimicos (LQ de 120 a 1280 ng mL"")
utilizando diferentes sensores para a determinagdo de drogas da mesma
classe.[82,83,88]

5.4.5. Repetibilidade e precisdo intermediaria na analise de 26H-NBOH e 256B-NBOH

Para avaliar a precisdo de um método analitico devem ser realizados ensaios
de repetibilidade e precisao intermediaria, além da reprodutibilidade. A repetibilidade
mostra a variagao dos resultados sob as mesmas condi¢des de trabalho dentro de um
curto intervalo de tempo, também pode ser encontrada como precisao intradia. Ja a
precisdo intermediaria avalia a influéncia de efeitos aleatérios como diferentes dias,
analistas ou equipamentos, neste trabalho avaliamos medidas em dias diferentes
(precisédo inter-dias), pelo mesmo analista no mesmo equipamento. Por fim, a
reprodutibilidade trata-se da precisédo inter-laboratorial, que n&o € requerida para

validagao analitica, mas deve ser considerada para padronizacao de procedimentos.

A repetibilidade e a precisao intermediaria do método proposto foram
investigadas considerando o pico | em diferentes concentragdes dos analitos e
expressa em termos do Desvio Padrdo Relativo (%DPR). Para determinagcado da
repetibilidade, trés niveis de concentragdo (200, 400 e 600 ng mL-") para 25H-NBOH
e 25B-NBOH (n = 6) foram avaliados nas condi¢cdes ideais estabelecidas, e os

resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros de repetibilidade e precisédo intermediaria para o método VPD.

25H-NBOH 25B-NBOH
200 ng mL-" 0,86% 1,89%
Repetibilidade » 0 0
(n=6)/DPR 400 ng mL 2,04% 1,74%
600 ng mL-" 1,92% 3,20%
200 ng mL-" 3,39% 3,54%
Preciséo
intermediaria (n 400 ng mL-" 1,78% 1,76%
=3)/RSD

600 ng mL-" 2,28% 1,50%
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Como pode ser observado na Tabela 5, foram obtidos valores baixos de %DPR,
na faixa de 0,86% — 2,04% para 25H-NBOH e 1,74% — 3,20% para 25B-NBOH.

Para precisdo intermediaria foram realizadas medidas nas mesmas
concentracdes anteriores em ftriplicata e por trés dias consecutivos, os valores de
%DPR ficaram na faixa de 1,78% — 3,39% para 25H-NBOH e 1,50% — 3,54% para
25B-NBOH.

Os valores de repetibilidade e precisdo intermediaria com %DPR < 5 mostram

que o meétodo atende aos requisitos de precisao.[17,89]
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5.5. Aplicagao do método analitico para determinagao de 25H-NBOH e 25B-NBOH

Apos a validacdo do meétodo proposto, o mesmo foi empregado para
quantificacdo de 25H-NBOH e 25B-NBOH. Para isso foram escolhidas duas amostras:
urina e selos sintéticos. A escolha das matrizes baseou-se na forma em que as drogas

sdo normalmente comercializadas (selos) e em uma amostra biolégica.

Para ambas as matrizes foi utilizado o método de adicdo de padrdo, que
consistiu na adigado de quatro concentragdes conhecidas das drogas a amostra que
pretendia-se quantificar, em seguida foi plotado num grafico a Ip vs. [Droga], no modelo
da curva de adicao de padrdo, e a concentracdo na amostra calculada a partir de

extrapolacgao da reta.

5.5.1. Quantificagdo de 25H-NBOH e 25B-NBOH em urina sintética

Uma amostra de urina sintética foi fortificada com concentragées de 100 e 400
ng mL"' para 25H-NBOH e 25B-NBOH, respectivamente, seguida de sucessivas
adicbes de padrao para obtengado da curva (n = 4) apresentada na Figura 21. O EC
foi utilizado para a determinacdo de 25H-NBOH e 25B-NBOH em urina sintética,
utilizando as mesmas condigdes utilizadas para obtencao da curva analitica utilizando
a DPV.

Figura 21. Curvas analiticas de adicdo de padrdo para determinagdo de (A) 25H-NBOH e (B) 25B-
NBOH em urina sintética.
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As concentracdes estimadas de 25H-NBOH e 25B-NBOH na amostra foram
calculadas utilizando a curva do método de adigdo de padrdo, sendo as analises

realizadas em triplicata (Figura 21), e mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores determinados de 25H-NBOH e 25B-NBOH em urina sintética e valores de
recuperacgao.

Analito Fortificagédo VPD Recuperagéo
25H-NBOH 400 ng mL"! 414,00 = 14.53 ng mL"’ 103,7+£3,5 %
25B-NBOH 100 ng mL"’ 95,3+ 2.5 ng mL" 953+25%

Os valores de recuperagao obtidos, calculados conforme procedimentos
recomendados por Eurachem, 2014 [17,89], para as duas substancias, foram de
103,7% para 25H-NBOH e 95,3% para 25B-NBOH (Tabela 6), e estdo dentro da faixa

recomendada que é de 80 — 120%.

ApOs revisdao bibliografica ndo foram encontrados relatos na literatura da
determinacao de 25H-NBOH e 25B-NBOH na urina, porém sao encontrados relatos
de outras fenetilaminas substituidas como 25I-NBOH, 25H-NBOMe, 25C-NBOMe e

25|-NBOMe quantificadas por métodos cromatograficos (Tabela 7).
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Tabela 7. Concentragdes determinadas em urina para outras drogas da classe NBOH e NBOMe.

Droga Concentragéo Referéncia
25|-NBOH 1,2 ng mL"’ [90]
Tpg L [91]
25H-NBOMe 0,9 ug L [92]
0,14 ng mL-! [93]
1,7 ng mL" [94]
<0,1a 6.1 ng mL-" [95]
25B-NBOMe 1900 pg ml-! [96]
1900 pg L [92]
1,9 ng mL-! [97]
2,93 ug kg’ [98]
0,94 ng ml-* [93]
25C-NBOMe
0,7pg L [91]
27,43 ng mL"" [99]
2,86 ng mL"" [100]
0,099 ng mL" [101]
< 1,0 ng mL"’ [94]
25I-NBOMe 7,5 ug L [92]
28 ug L [92]
210 36 ng mL"" [97]
7,5 ng mL" [102]

Os valores determinados por métodos cromatograficos em amostras de
pacientes em uso dessas drogas variaram de 0,1 ng mL-' a 1900 ng mL-", com valores
de recuperacao de 83% para 25|-NBOMe [21] e 91% para 25H-NBOMe [103], porém
€ importante ressaltar que esses valores sao inferiores aos alcangados com o método

eletroquimico proposto neste trabalho.
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Como pode ser observado pelos dados apresentados na Tabela 7, que com
excegao da 25B-NBOMe que ja foi encontrada em urina na concentragéo de 1900 ng
mL-", os demais casos as concentragbes estdo acima dos limites de quantificagédo do
método aqui proposto (64 e 76 ng mL"' para 25H-NBOH e 25B-NBOH,
respectivamente). Desta forma, os resultados demonstram que o método pode ser
utilizado para quantificagao de 25H-NBOH e 25B-NBOH, entretanto, do ponto de vista
pratico as concentragbes comumente encontradas em amostras bioldgicas estéo fora
da faixa de utilizacdo do método. Assim, para aplicacdo do método em amostras reais

seria necessarias etapas de concentragao do analito.

Como qualquer método, a determinacédo de 25H-NBOH e 25B-NBOH por VPD
com EC, na urina de pessoas que usaram as drogas, pode depender da dose utilizada
e do tempo entre 0 uso e a coleta da amostra. Isso porque por se tratar de amostra
bioldgica, as drogas estdo sujeitas ao metabolismo do organismo, diminuindo ainda

mais sua concentracao final.

Os metabdlitos de fase | e Il de 25H-NBOH e 25B-NBOH sao formados por O-
desalquilagdo, hidroxilagdo, desidrogenacdo de aminas, oxidacdo, N-
dehidroxibenzilagao e glucuronidagao, isoladamente ou em combinagao. Para cada
droga, foram identificados tres metabdlitos majoritarios que podem servir como
biomarcadores. Os metabolitos H1 (49,28%), H2 (21,54%), e H3 (18,37%) para 25H-
NBOH, e B1 (56,61%), B2 (17,43%) e B3 (17,78%) para 25B-NBOH (Figura 22).[104]
Estes metabolitos, além de causarem diminuicdo da concentracdo da droga
administrada, podem ser possiveis interferentes nas anadlises com amostras reais.

Mas também abre novas possibilidades de futuros estudos para quantifica-los.
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Figura 22. Metabolitos majoritarios identificados para 25H-NBOH e 25B-NBOH.
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5.5.2. Quantificagdo de 25H-NBOH e 25B-NBOH em selos sintéticos

Como a principal forma de comercializagdo dessas drogas € em selos
produzidos em papel mata-borrdo, o método foi aplicado para quantifica-las nesta
matriz. Devido a dificuldade de obtenc¢ao de amostras reais, confeccionamos selos em

laboratério para utilizacdo neste trabalho.

Os selos de papel mata borrao foram preparados em concentracdes de 25 e
100 pg por selo com medidas aproximadas de 1 x 1 cm (Figura 23A), uma vez que
drogas das classes NBOH e NBOMe sao encontrados em papéis absorventes em

concentragcdes que variam entre 7,0 e 1.500,0 pg por selo.[17]

Apos confecgao, um selo foi dobrado ao meio e transferido para um microtubo
tipo eppendorf onde foi extraido com 1 mL de solvente utilizando ultrassom por 1
minuto (Figura 23B). Foi testado extracdo com metanol e DMSO, sendo os dois
solventes capazes de extrair as drogas dos selos. Entretanto, trabalhar com a solugao
de extracdo com metanol se mostrou desafiador, devido a dificuldade de pipetar o
solvente pouco viscoso e possiveis alteragado na concentragao da solugéo por ser um

solvente volatil. Assim o DMSO foi escolhido como solvente extrator. Foi observado
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também que o DMSO extraiu maior quantidade de tinta dos selos, mas isso nao se

mostrou como um interferente nas analises.

Figura 23. A) Selos preparados em papel mata-borrdao e B) extragdo do selo com 1 mL de DMSO.

As amostras de selo foram analisadas em triplicata e a concentracdo das
drogas foi obtida pelo método de adicdo de padrdo como mostrado nas curvas

analiticas da Figura 24.
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Figura 24. Curvas de adigido de padrao para quantificacado de (A,B) selos contendo 25 e 100 ug de 25H-
NBOH, respectivamente. (C,D) Selos contendo 25 e 100 ug de 25B-NBOH, respectivamente.
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Em ambos os selos foi possivel realizar quantificagdo com bons valores de
recuperacao. Nos selos contendo 25 ug das drogas foram encontrados 23,3 £ 1,1 ug
para 25H-NBOH e 26,5 + 0,4 ug para 25B-NBOH, com valores de recuperagao de
93,4% e 106,3%, respectivamente. Nos selos contendo 100 ug das drogas, foram
encontrados 102,7 + 2,9 ug para 25H-NBOH e 106,3 * 4,6 ug para 25B-NBOH, com

valores de recuperagao de 102,7% e 106,3%, respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8. Valores de recuperagéo obtidos pelo método em selos fortificados.

Analito Fortificagéo (ug por selo)  DPV (ug por selo) Recupozragao/
25 233+ 1.1 934137
25H-NBOH 100 102,7 £2.9 102,7 £2.9
25 265+ 04 1063415
258-NBOH 100 1063 + 4.6 106.3 4.6

Os valores de recuperagao obtidos indicam que o método voltamétrico proposto
associado ao EC pode ser usado para quantificar 25H-NBOH e 25B-NBOH em selos

sem interferéncia da matriz.

Este € o primeiro trabalho que demonstra o uso da voltametria de pulso
diferencial para o estudo eletroquimico e quantificacdo de 25H-NBOH e 25B-NBOH.
Neste trabalho nao foi realizado nenhum estudo de interferéncia, mas outros trabalhos
da literatura demonstram que quando métodos eletroquimicos sao utilizados para
identificar NBOHSs, outras drogas comumente encontradas em selos, como o LSD, nédo
respondem no mesmo potencial, mostrando que métodos eletroquimicos tém boa
seletividade para esta classe.[105] Porém, como também demonstrado neste
trabalho, muitas substancias das classes NBOHs e NBOMes apresentam picos
semelhantes. As técnicas cromatograficas sdo as mais utilizadas para identificagao e
quantificacdo dessas drogas, mostrando-se ainda mais seletivas, possibilitando

diferenciar substancias dentro de uma mesma classe. [103,106]

Como pode ser observado, o método nao pode ser utilizado para identificagao
das substéancias, apenas sua quantificacdo. Do ponto de vista pratico para aplicagao
em rotinas de laboratérios forense isso seria uma desvantagem, visto que nesses
casos é mais importante a identificacdo de determinada substancia em detrimento
com sua quantificagdo. Entretando, diversos outros cenarios em que necessite de
quantificacdo das drogas, o método pode ser aplicado apds uma analise preliminar,
por exemplo, infravermelho pode ser utilizado para identificacdo da substancia
presente em uma amostra, e em seguida o método voltamétrico pode ser utilizado

para quantificagao.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi proposto pela primeira vez um método para quantificar as
drogas 25H-NBOH e 25B-NBOH em amostras de urina e selo sintéticos, bem como
seus respectivos mecanismos eletroquimicos, utilizando técnicas voltamétricas
associadas ao eletrodo compdsito a base de grafite/PCl (7:3). Estes resultados
respondem parcialmente os objetivos inicialmente buscados, que era o estudo de uma
gama maior de drogas. Entretanto, devido a similaridade estrutural entre as drogas,
elas apresentaram voltamogramas coincidentes, o que inviabilizou estudo de todas

devido ao tempo disponivel para concluir o trabalho.

O mecanismo de oxidagcdo proposto para 25H-NBOH e 25B-NBOH
compreende duas etapas principais. Inicialmente, envolve a oxidagdo da amina
secundaria e, posteriormente, ocorre a substituicdo do bromo ou metdxi formando um
intermediario carbonilico. Vale ressaltar que mesmo ja possuindo mecanismo
proposto para outras drogas dessa classe, este € o primeiro trabalho que propés
mecanismo para 25H-NBOH e 25B-NBOH, contribuindo para a literatura sobre

estudos eletroquimicos de fenetilaminas substituidas.

Um método voltamétrico foi otimizado obtendo valores de repetibilidade com
desvio padrao relativo entre 1,74% e 3,54% e precisao intermediaria com DPR entre
1,50% e 3,54%. O método foi utilizado para quantificacao de 25H-NBOH e 25B-NBOH
em urina sintética enriquecida e em selos com bons resultados para LD = 19 ng mL""
e23ngmL'elLQ=64ngmL"e 76 ng mL", faixa linear 100 ng mL' =800 ngmL" e
100 ng mL-" — 700 ng mL", respectivamente. Os valores de recuperagido do método
variaram de 95,3 a 103,7% para urina sintética e 93,4 e 106,3% para selo, mostrando
que o método pode ser aplicado para determinacao de 25H-NBOH e 25B-NBOH em

urina e selos sem interferéncia da matriz.

O método se mostra como uma alternativa barata e rapida, quando comparado
com os comumente utilizados, entretanto é apenas um método de quantificagao, pois
nao é capaz de diferenciar as diferentes drogas dentro da mesma classe. Ademais,
isso pode ser mostrar como uma limitagédo do método do ponto de vista pratico, pois

€ comum que amostras de drogas seja composta por misturas delas, ndo sendo
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possivel identifica-las individualmente. Mas nao se descarta a possibilidade de utilizar
como metodo presuntivo para laboratérios que ainda ndo possuem rotinas para

identificagdo de drogas.

Essa limitac&o abre possibilidade para estudos futuros, principalmente com uso
de quimiometria para se tentar diferenciar as diferentes drogas dentro da mesma

classe.

Além disso, a validagcao do método mostrou que o eletrodo compésito atendeu
aos parametros para quantificagdo das drogas, sendo uma alternativa de baixo custo
aos eletrodos comerciais. Em um cenario de recursos cada vez mais escassos na
ciéncia brasileira, o uso de materiais baratos tanto na pesquisa, quanto como recurso

didatico em aulas praticas pode ser um caminho a ser seguido.
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Keywords: The dramatic escalation in the quantity of new synthetic drugs in recent years has prompted the pursuit of novel
Synthetic drugs methods for identifying and quantifying these substances. Notably among them are the substituted phenethyl-
:i‘l’l::“::h i amines known as NBOHs and NBOMes. Electrochemical study and quantification of new psychoactive substances
NB'm’i siylantine (NPS) 25H-NBOH and 25B-NBOH in synthetic urine and synthetic blotting papers are presented using differential

NBoie pulse vol y (DPV) on a compusite electrode (CE) made of graphite and polyeaprolactone (PCL). Based on
the eyelic voltammetry (CV) results, we propose that the drug oxidation mechanism comprises two main steps.
Initially, it involves the oxidation of the secondary amine, necessitating the removal of one electron from the
amino-nitrogen atom, leading to dealkylation. Subsequently, bromine or methoxy substitution takes place. Under
the optimized experimental conditions for the differential pulse voltammetry (DPV) studies, analytical curves
were obtained in the range of 100 to 800 ng mL™* for 25H-NBOH and 100 to 700 ng mL™" for 25B-NBOH (+# =
0.999), with detection limits of 19 ng mL™" and 23 ng mL™", respectively, and quantification limits of 64 ng mL™
and 76 ng mL ™', The proposed method was employed for quantification of the drugs in synthetic urine and
synthetic blotting papers, with recovery values between 95 % and 106 %, demonstrating no interference from the

matrices.

1. Introduction

The use of drugs with hallucinogenic and stimulant effects has been
increasing every year, resulting in physical, emotional, and social im-
pacts, particularly among the younger population. In addition to tradi-
tional narcotics, new psychoactive substances (NPS) have emerged and
become a challenge for forensic drug analysis in recent years [1-4].

The United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) defines
these NPS as molecules primarily designed for illicit purposes, to
circumvent the control measures applied to substances already under
control, from which they derive or mimic the effects [5]. According to
the UNODC report, as of 2023, a total of 64 NPS have been recorded [6].
The increasing number of these drugs is attributed to the wide variety of
chemical structures of these compounds and the ease of modifying their
structures, which leads to a growing number of NPS each year and
makes it challenging to control the illicit drug market [7,8].
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Most phenethylamines function as central nervous system stimulants
or hallucinogens. These substances mediate the actions of dopamine,
noradrenaline, and/or serotonin, causing effects like traditional drugs
such as cocaine and ecstasy. These psychedelics function as in-
termediates of specific activities of serotonin receptors and produce
hallucinations [6].

Among the main NPS, we can mention the NBOHs, compounds
synthesized as derivatives of 2C-X phenethylamines, which are closely
related to the NBOMe family. However, NBOHs have a hydroxyl group
at the 2 position of the B ring, as shown in Fig. 1. Phenethylamines, such
as NBOHs and NBOMes, are agonists of serotonin receptors (5-HT, 5-hy-
droxytryptamine), and the ortho-methoxy or hydroxy group attached to
the N-benzyl moiety, leads to a higher affinity for the SHT receptor for
these substances [2,7,9,10] NBOH compounds, such as 25B-NBOH,
25C-NBOH, 25E-NBOH, and 25H-NBOH can be easily purchased on-
line at a low cost. These substances are commonly administered
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Abstract

Ring-substituted phenethylamines are believed to induce psychedelic effects primarily by interacting with 5-
hydroxytryptamine 2 (5-HT2A) receptors in the brain. We assessed the effect of the psychedelic substances 25H-
NBOMe and 25H-NBOH on the depressive-like behavior of male adult rats. Naive Wistar rats were divided into groups
to assess the effects of different doses (0.1 mg/kg, 1 mg/kg, and 3mg/kg) of 25H-NBOMe and 25H-NBOH. The substances
were administered intraperitoneally and the hallucinogenic properties were evaluated using the head twitch response
test (HTR). Additionally, we assessed their locomotor activity in the open field test (OFT) and depressive-like behavior
in the forced swimming test (FST). Our data demonstrated that all doses of synthetic psychedelic substances evaluated
exhibited hallucinogenic effects. Interestingly, we observed that both 25H-NBOMe and 25H-NBOH produced a
significantly greater motivation to escape in the FST, compared to the control group. Furthermore, we found no
significant differences in locomotor activity during the OFT, except for the dose of 3mg/kg, which induced a reduction
in locomotion. This study provides new insights into a potential psychedelic substance, specifically by demonstrating
the previously unknown antidepressant properties of a single dose of both 25H-NBOMe and 25H-NBOH. These findings

contribute to the ongoing progress of experimental psychiatry toward developing safe and effective clinical practices in
the field of psychedelics research,

Introduction

Major depressive disorder (MDD) is a chronic and severe psychiatric disorder characterized by episodes of depressive
mood and anhedonia. It has a significant impact on both society and the economy, with a higher prevalence in
individuals of productive age (Gururajan et al., 2019; Tolentino and Schmidt, 2018). Unfortunately, the current
antidepressants available for clinical treatment of MDD are partially ineffective, with up to 33-45% of the patients
considered treatment-resistant (Cipriani et al., 2018; Shelton et al., 2010) highlighting the need for new and improved
treatments. In recent years, psychedelic-assisted therapy research has experienced a renaissance, exploring the
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Keywords: Introduction: NBOMes and NBOHs are psychoactive drugs derived from phenethylamines and

25H-NBOMe have hallucinogenic effects due to their strong agonism to serotonin 5-HTz receptors. Although

ASLNBOR . cases of toxicity associated with the recreational use of substituted phenethylamines are

Phcne(hyla'mlrsa frequently reported, there is a lack of information on the possible neurotoxic effects of NBOMe

Organotypic hippocampal culture ¥ AR = }e 2

Neuratoxicity am_l NBOH in the brain hippocampus, a major neurogenesis region.

Neurogenesis Objectives: This study aimed at assessing the phenotypic and molecular effects of prolonged
exposure of the hippocampus to the drugs 25H-NBOMe and 25H-NBOH.
Methods: The ex vivo organotypic culture model of hippocampal slices (OHC) was used to
investigate, by immunofluorescence and confocal microscopy, and transcriptome analyses, the
mechanisms associated with the neurotoxicity of 25H-NBOMe and 25H-NBOH.
Results: Reduction in the density of mature neurons in the OHCs occurred after two and seven
days of exposure to 25H-NBOMe and 25H-NBOH, respectively. After the withdrawal of 25H-
NBOMe, the density of mature neurons in the OHCs stabilized. In contrast, up to seven days
after 25H-NBOH removal from the culture medium, progressive neuron loss was still observed in
the OHCs. Interestingly, the exposure to 25H-NBOH induced progenitor cell differentiation,
increasing the density of post-mitotic neurons in the OHCs. Corroborating these findings, the
functional enrichment analysis of differentially expressed genes in the OHCs exposed to 25H-
NBOH revealed the activation of WNT/Beta-catenin pathway components associated with neu-
rogenesis. During and after the exposure to 25H-NBOMe or 25H-NBOH, gene expression patterns
related to the activation of synaptic transmission and excitability of neurons were identified.
Furthermore, activation of signaling pathways and biclogical processes related to addiction and
oxidative stress and inhibition of the inflammatory response were observed after the period of
drug exposure.
Conclusion: 25H-NBOMe and 25H-NBOH disrupt the balance between neurogenesis and neuronal
death in the hippocampus and, although chemically similar, have distinct neurotoxicity
mechanisms,
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Exposure to the psychedelic substance 25 H-NBOMe
disrupts maternal care in lactating rats and subsequently
impairs the social play behavior of the offspring
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Abstract

Given the critical role of maternal care in the neurodevelopment of offspring, this study aimed to investigate the effects
of the psychedelic substance 25 H-NBOMe on maternal behavior in lactating rats and its subsequent impact on the
social and neurodevelopmental behavior of the offspring. We administered two different dosages of 25 H-NBOMe

(0.3 mg/kg and 1.0 mg/ke; i,p,) to lactating rats and observed changes in maternal behaviors, such as nest-building and
pup retrieval, and in offspring behaviors, including social play. Behavioral assessments were complemented by
physiological measurements to rule out general health or nutritional decline. 25 H-NBOMe significantly disrupted
maternal behaviors, including nest-building and pup retrieval, without affecting the weight of dams or offspring.
Offspring of exposed dams exhibited reduced social play behavior. Higher doses led to more pronounced disruptions,
while lower doses, despite not visibly affecting maternal behavior, still impacted offspring behavior, suggesting
potential direct effects of 25 H-NBOMe. The study highlights the potential risks associated with the use of 25H-NBOMe
during lactation, emphasizing its detrimental impact on maternal care and offspring development. These findings
contribute to understanding the neurobiological effects of psychedelic substances during critical developmental
periods and underscore the importance of avoiding their use.

Introduction

The use of hallucinogenic substances, especially those from the 25X-NBOMe series, has seen a surge in recent y =
These compounds are N-2-methoxybenzyl analogues of the respective 2 C-X substituted phenethylamines. Actingas "
agonists at the 5-HT2A serotonin receptor, their increasing popularity and potent psychedelic effects have raised
concerns regarding their potential impact on human health and behavior [2], [3]. Among the NBOMe compounds,
while 25I-NBOMe has garnered considerable attention due to its association with adverse outcomes [4], [5], 25 H-

NBOMe remains less explored [6], | 7]. This gap in our understanding is noteworthy, especially given the potential
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Abstract

Lysergic acid diethylamide (LSD) is a prevalent psychoactive substance recognized for its hallucinogenic
properties, often encountered in blotter papers for illicit consumption. Given that LSD ranks among the
most widely abused illicit drugs globally, its prompt identification in seized samples is vital for forensic
investigations. This study presents, for the first time, an electrochemical screening method for detecting
LSD in forensic samples, utilizing a multi-wall carbon nanotube screen-printed electrode (SPE-MWCNT).
The LSD detection process was optimized on SPE-MWCNT in a phosphate buffer solution (0.1 mol L™, pH
12.0) using square wave voltammetry (SWV). The combined use of SPE-MWCNT with SWV displayed robust
stability in electrochemical responses for both qualitative (peak potential) and quantitative (peak current)
LSD assessment, with a relative standard deviation (RSD) of less than 5% across the same or different
electrodes (N =3). A linear detection range was established between 0.16 and 40.0 pmol L™! (R2 = 0.998),

featuring a low limit of detection (LOD) of 0.05 pmol L™ Interference studies with twenty-three other



