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RESUMO

OIYE, Erica Naomi. Desenvolvimento de metodologias voltamétricas para analise de
entorpecentes em amostras de saliva com eletrodos de baixo custo. 2023 80f. Tese
(Doutorado em Quimica). Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

O aumento do consumo recreativo das drogas ecstasy e maconha demandou por novas
metodologias analiticas em matrizes bioldgicas alternativas, como o fluido oral. Tais drogas
tem como principios ativos 0 MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina) e o A9-THC (delta-
9-tetraidrocanabinol), figurando como analitos em técnicas voltamétricas. A fabricacdo de
eletrodos em impressora 3D para as analises eletroquimicas, juntamente a toxicologia,
constitui um fértil campo para inovagdes na comunidade académica. Neste contexto, este
trabalho buscou desenvolver metodologias voltamétricas para anélise d¢ MDMA e A9-THC
em fluido oral em eletrodos de baixo custo e eletrodos impressos (screen printed electrodes
— SPE). Ademais, foi proposto também o uso de eletrodos confeccionados em impressora 3D.
Primeiramente, os parametros experimentais para 0 MDMA foram configurados em solugéo
de saliva artificial em sistema convencional com pasta de carbono. A partir da metodologia
otimizada, aplicou-se em SPE para amostras reais de fluido oral fortificadas com padrao.
Apos o desenvolvimento de procedimento de preparo de amostra, foi possivel estabelecer
uma anélise quantitativa em SPE, cujo valor para o Limite de Detec¢éo foi de 5,35 10° mol
L?, equivalente ao encontrado em literatura para esta matriz, com uso de técnicas
cromatograficas acopladas a Espectrometria de Massas. Para a analise de A9-THC, verificou-
se sua resposta em solugdo real de fluido oral, a partir de mesmo procedimento de preparo.
Os resultados mostram que ha a possibilidade de analise de A9-THC, desde que seja realizada
imediatamente apds o preparo de solucdo. O desenvolvimento de eletrodo em impressora 3D
mostrou que a analise qualitativa de A9-THC ¢ viavel, bem como os metabdlitos dos

entorpecentes estudados em concentragcdes mais altas que as reportadas em literatura.

Palavras chaves: quimica forense, MDMA, A9-THC, saliva, voltametria



ABSTRACT

OIYE, Erica Naomi. Development of Voltammetric Methods for detection of illicit drugs
in oral fluid in low cost electrodes. 2023 80 f. Tese (Doutorado em Quimica). Faculdade
de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto,
2023.

The increase in recreational consumption of ecstasy and marijuana has demanded new
analytical methodologies in alternative biological matrices, such as oral fluid. These drugs
have as main active substance MDMA (3,4-methylenedioxymethamphetamine) and A9-THC
(delta-9-tetrahydrocannabinol), appearing as analytes in voltammetric techniques. The
manufacture of electrodes using a 3D printer for electrochemical analysis, jointly with
toxicology, are seen as a promising field for innovation in the academic community. In this
context, this work aimed the development of voltammetric methodologies for the analysis of
MDMA and A9-THC in oral fluid using low-cost electrodes and screen printed electrodes
(SPE). Furthermore, the confection of these electrodes in a 3D printer was also proposed.
Firstly, the experimental parameters for MDMA were set in artificial saliva solution in a
conventional system with carbon paste. From the optimized methodology, it was applied in
SPE to real oral fluid samples fortified with standard solution of the drug. After developing a
sample preparation procedure, a quantitative analysis in SPE was established, with a Limit of
Detection 5.35 10° mol L?, equivalent to literature for this matrix, with chromatographic
techniques coupled to Mass Spectrometry. For the analysis of A9-THC, its response was
verified in real oral fluid solution, using the same preparation procedure. The results show it
is possible to analyze A9-THC, once it is carried out immediately after preparing the solution.
The development of an electrode in a 3D printer allows the qualitative analysis of A9-THC,
as well as the metabolites of the drugs studied in this project in higher concentrations than
those reported in the literature.

Keywords: Forensic Chemistry. A9-THC. MDMA, saliva, Voltammetry.
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1. INTRODUCAO
Para a presente pesquisa, teve-se como base trés pilares para seu desenvolvimento:
viabilidade econ6mica sobre os materiais utilizados, simplificagdo no preparo de

amostras e a possibilidade de portabilidade de analise.

Estes trés pilares foram escolhidos de forma que possibilite a aplicacdo da anélise
na rotina de laboratérios. Para o fluxo de experimentos que guiaram esta pesquisa,
contextualizou-se em contextos cientifico, social e comercial, a serem primeiramente

apontados a seguir.

Posteriormente, uma breve apresentacdo sobre os analitos propostos, MDMA e
A9-THC juntamente com aspectos tedricos das técnicas voltamétricas utilizadas buscam

mostrar 0 embasamento cientifico utilizado ao longo do projeto.

1.1 Contexto social
O consumo de drogas sempre figurou como um problema que envolve as esferas
sociais, cientifica, saude, seguranca e politica publica. Os desafios que permeiam este

contexto envolvem a prevencao, o tratamento e o controle sobre o uso de drogas ilicitas.

Em 2020, estima-se que 284 milhdes de pessoas no mundo todo, entre 15 a 64

anos, tenha consumido alguma droga no intervalo de 12 meses. [01]

Dentre as drogas mais consumidas, de acordo com as Ultimas publicacfes do
World Drug Report e o European Drug Report 2022: Trends and Developments, ambos
de 2022, enumeram-se a cannabis e 0 ecstasy como a primeira e a quinta drogas mais
consumidas no mundo, respectivamente [01 e 02]. A Figura 1 mostra 0s ndmeros
relacionando com a quantidade de usuérios em milhdes sobre os dados coletados no ano
de 2020.
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Estimativa global do numero de usuarios
de drogas em 2020 (milhoes)

cocaina 21

anfetaminas/ecstasy 54
opioides 61
cannabis 209
0 50 100 150 200 250

Figura 1: Perfil de drogas consumidas no mundo, em 2020, com ndmero de usuarios em milhdes.

(Adaptado da fonte: World Drug Report 2022)

Ainda, de acordo com o relatério European Drug Report 2022: Trends and
Developments, ressalta-se a necessidade de maior testagem sobre amostras de cannabis,
a fim de monitorar a disponibilidade e efeitos inclusive dos canabinoides sintéticos que

estdo surgindo. [02]

1.2 Contexto comercial

O interesse no desenvolvimento de metodologias rapidas e em matrizes
bioldgicas alternativas ao sangue esta relacionado a praticidade de coleta ndo invasiva
com uma demanda de testes que tende a crescer.

Em um cenério nacional, a Portaria n® 384, de 10/04/2019, publicada no Diério
Oficial da Unido, institui acdes que viabilizem a andlise de substancias psicoativas em
condutores no transito brasileiro. Dentre 0s estudos explorados, destaca-se 0
“drogdmetro”, com a finalidade de através de um teste qualitativo e rapido em amostras

de saliva, detectar motoristas que estejam sob efeito de alguma substéncia psicoativa. [03]
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Mundialmente ha também maior foco no uso de amostras de fluido oral para
fins de testes antidoping. As analises neste tipo de matriz ocorrem por técnicas
cromatograficas aliadas a Espectrometria de Massas. [04]

Desta forma, ao propor uma metodologia portatil e rapida para analise de drogas
de abuso em matrizes como fluido oral, busca-se contribuir para a rotina de controle
realizada pela Seguranca Publica.

Em um levantamento sobre o tamanho de mercado mundial para dispositivos de
teste rapido de drogas em saliva, realizado pela empresa de Polaris Market Research,
aponta-se que este mercado tem valor de U$ 5,38 bilhGes de ddlares, com estimativa de
crescimento de até 20,7% até 2027. A maior representatividade sobre as principais
empresas fabricantes no mercado esta na América do Norte, sendo a América Latina com
uma porcao muito baixa de representacdo como fabricante. [05]

Este crescimento projetado para a area deve-se a fatores como o crescimento de
consumo de drogas de abuso associado a maior regulacdo para testagem de consumo de
drogas e alcool pelas autoridades. Este controle tem foco no cuidado da satde publica e
no controle de usuérios.

No cenario brasileiro, de acordo com 0 boletim intitulado “Diagnéstico dos
laboratérios de quimica e toxicologia forense das policias cientificas do Brasil”,
elaborado pelo Ministério da Justica em 2022, um dos problemas enfrentados pelos
laboratérios de analise bioldgicas no ambito policial estda no baixo nimero de
equipamentos disponiveis, além da dificuldade na manutencdo e nos utensilios

necessarios para a analise cotidiana. [06]

1.3 Contexto cientifico

As pesquisas na area de quimica forense aliada a Voltametria vém ganhando
destaque nos ultimos anos, em que o Brasil figura entre os principais paises com mais
publicacdes na area. O gréfico da Figura 2 evidencia este crescimento, cujos dados foram
retirados através de um levantamento da base de dados Web of Science, em junho de 2023,

com a busca com palavras chaves “forensic AND voltammetry”.

18



0 "Forensic AND Voltammetry" 37

35
30
30
25
25
20
15
15 1
9 9
10 8
4
o W

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

ul

Figura 2: Estatistica sobre o nimero de artigos publicados na plataforma Web of Science, com
as palavras “Forensic AND Voltammetry”, em levantamento em junho de 2023.

Ao especificar a toxicologia com a voltametria, os resultados mostram que
durante o periodo de 1975 a 2022, ha menos de 200 artigos publicados, sendo estes, em
sua maioria, focados na analise de metais. A ciéncia vem explorado a Eletroquimica como
uma possibilidade de desenvolvimento de sensores especificos, especialmente com o
surgimento de nanomateriais e a possibilidade de biomarcadores ou modificadores

quimicos aderidos a superficie eletrodica. [07]

As patentes registradas em banco de dados sobre depositos de documentos de
propriedade intelectual - Espacenet e United States Patent and Trademark Office
(USPTO) - mostram que a area de detec¢do de drogas ilicitas vem ganhando destaque,
entretanto, grande parte das patentes encontradas sdo focadas em ensaios

imunocromatograficos, ja disponiveis no mercado.

O uso de sensores eletroquimicos, que permitem a quantificacdo e ainda com uma
proposta de desenvolvimento de sensor (eletrodos impressos) com o hardware e toda a
eletrénica embarcada envolvida, ainda é um campo que pode ser explorado, pela caréncia

de inovagdes neste sentido.
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1.4 Aspectos quimicos sobre MDMA

As anfetaminas sdo drogas sintéticas que atuam como estimulantes no sistema
nervoso central, proporcionando o efeito das pessoas estarem com mais energia e euforia.
O consumo mais comum ocorre em jovens que frequentam festivais de mdsica e
motoristas que percorrem longos percursos. [08 - 09]

Dentre as anfetaminas, destaca-se a 3,4 - metilenodioximetanfetamina
(MDMA), também conhecida pelo nome de ecstasy, encontrada na forma de
comprimidos, podendo por vezes ser encontrado em capsulas ou em pd. Os comprimidos
podem variar em seus formatos, desenhos e coloracéo e podem conter entre 50 e 150 mg
da droga. [09]

O MDMA possui o grupo metilenodioxi o qual se encontra ligado as posi¢oes 3 e
4 do anel aromatico, semelhante a uma parte estrutural da mescalina, que apresenta
propriedades alucindgenas. Seus efeitos psicotropicos interferem em varios
neurotransmissores, alterando os niveis de serotonina, dopamina e norepinefrina no
sistema nervoso central, e consequentemente alteram humor, termorregulacéo e sono. [10
e 11]

=T

Figura 3 Estrutura quimica do MDMA (fonte: ChemSpider — Royal Society of Chemistry)

O consumo dos comprimidos pode ocorrer de forma concomitante com outras
drogas, como maconha e/ou alcool, para potencializar o efeito dos estimulantes e
aumentar a experiéncia psicoativa. [09]

De acordo com o documento elaborado pelo Observatorio Interamericano sobre
Drogas (OID), os adulterantes mais utilizados em amostras de MDMA apreendidas séo
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substancias estimulantes (teobromina e cafeina) e/ou usadas como adulterantes em
amostras de cocaina (procaina e lidocaina). [12]

Ao revisar a literatura, a andlise de anfetaminas por voltametria ciclica
apresentou um sinal de resposta a reacdo de oxidacdo em dois tipos de eletrodos - ouro e
diamante dopado com boro - com solucdo tampéo para deteccdo em amostras de urina
[13-15]. J& para a determinacdo de MDMA e anfetaminas em soro, a anélise ocorreu por
voltametria de onda quadrada e apresentou um limite de detecgdo na ordem de pmol L,
com eletrodo de carbono vitreo.

Para o caso do MDA (3,4-Metilenodioxianfetamina), metabdlito do MDMA,
constata-se a presenca de sinal anodico em sistemas que utilizam eletrodo de trabalho de
grafite com modificacdo quimica, porém este sistema ndo foi explorado em amostras
bioldgicas ou em sistemas portateis [16]. Tais informacdes levantadas direcionaram as
pesquisas no presente projeto, cujo foco esta em outros materiais eletrodicos.

Os efeitos do MDMA no organismo podem ser observados apds 20 a 60 minutos
do momento do seu consumo, podendo persistir por 2 a 4 horas. Observam-se os efeitos
psicoestimulantes do MDMA em 20 a 60 minutos ap0s a ingestao de ecstasy em doses de
75 a 100 mg, podendo persistir por 2 a 4 horas. O primeiro metabdlito formado, MDA ¢
ainda farmacologicamente ativo e sua formacéo ocorre pela reacdo de N-desmetilacdo no
sistema hepético, pela enzima CYP450.[10, 11, 17]

Ambas as substancias, MDMA e MDA passam por uma rea¢do de O-desmetilacéo
para formar o 3,4- metilenodiidroxianfetamina (HHA) e o 3,4-diidroxianfetamina
(HHMA), respectivamente. Por sua vez, ambas s&o O-metiladas pela catecol O-
metiltransferase e formam 4-hidroxi-3-metoxi-metanfetamina (HMMA) e 4-hidroxi-3-
metoxi-anfetamina (HMA), respectivamente. Esses Ultimos metabolitos sdo excretados
na urina, conjugados com acido glicurénico ou sulfato, sendo o HMA encontrado em
concentragOes maiores. [17]

A Figura 4 mostra esquematicamente a formagdo de todas as substancias

envolvidas na metabolizagdo do MDMA.
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Figura 4: Reagdes de formagdo dos metabdlitos de MDMA (fonte: referéncia [17])

Aponta-se que a concentracdo maxima de MDMA encontrada em fluido oral é
encontrada apds aproximadamente 2,5 horas do consumo. De um modo geral, neste tipo
de matriz biolégica, 0 MDMA é encontrado em maior proporcdo em relacdo aos
metabolitos, até pelo fato de seu consumo ocorrer via oral. [18]

O MDA especificamente, além de ser um metabdlito, pode ser encontrado
também entre as substancias psicoativas que compdem as pilulas de ecstasy. De acordo
com as recomendacdes encontradas na documentacdo em Substance Abuse and Mental
Health Services Administration (SAMHSA), o valor de cutoff para MDMA e MDA é de
50 ng mL™. [19]

Entende-se por cutoff como o “valor de corte”, em que resultados abaixo do
valor sdo considerados negativos, ou ndo detectado, o que acaba por minimizar a detec¢éo
em casos de contaminagdo externa ou consumo passivo, quando um individuo frequenta
0 mesmo ambiente em que as drogas sdo utilizadas. Tal cenario € mais comum em drogas

fumadas, como a maconha. Consequentemente, minimizam-se os resultados decorrentes
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de um consumo involuntaria além de excluir a deteccao de drogas que foram consumidas
em periodos anteriores ao que se deseja saber.[19]

A definicdo do valor de corte ocorre com base no analito, técnica utilizada e
matriz biologica coletada para analise.

Barnes et al (2011) [18] aponta que para a analise de MDMA, a presenca de
MDA sempre ocorre concomitantemente, menor propor¢do. Recomenda-se assim, 0 uso
de MDMA como analito alvo para a determinacdo de individuos consumidores.

As concentracbes de HMMA e HMA néo sdo encontradas e a presenca de MDA
é constatada em concentracOes 40 vezes mais baixas.

No caso da urina, 0o HMA ¢ apontado como o metabdlito que é detectado em
uma janela de tempo maior ap6s o consumo de MDMA. [20]

1.5 Aspectos quimicos sobre A9-THC

Canabinoides sdo os constituintes naturais encontrados na marijuana (conhecida
também como as folhas secas provenientes da cannabis), sendo o mais popular o delta 9-
tetrahidrocannabinol (A9-THC). Trata-se de um agente psicoativo, consumido atraves do
seu fumo, cuja dosagem pode ter em torno de 500 mg. [21, 22]

A acdo no sistema nervoso central ocorre nos receptores presentes nas regifes
do cerebelo, hipocampo e cortex. A absorcdo pode ser via inalatoria e digestiva, sendo o
pico atingido em minutos pela via inalatdria e de 1 a 4 horas pela via digestiva.

Os efeitos decorrentes do consumo de THC em curto prazo séo: sensagédo de
euforia, prejuizo sobre a nocao de tempo e espaco, diminuicdo da coordenacdo motora,
letargia nas func¢des intelectuais e cognitivas, aumento do apetite, secura na boca/garganta

e irritacdo de vias aéreas superiores. [21]

Figura 5: Estrutura quimica do A9-THC (fonte: ChemSpider — Royal Society of Chemistry)
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O metabolismo do A9-THC ocorre de forma répida, pelo sistema hepético,
formando dentro do organismo a forma hidroxilada 11-hidroxi-delta-9-tetrahidro-
cannabinol (11-OH-THC) que ao oxidar-se forma o metabolito inativo 11-nor-9-carboxi-
delta 9-tetrahidrocannabinol (THCCOOH, ou 11-nor-9carboxi- A-9-THC ou 11-nor-A-9-
THC), que é conjugado em &cido glucordnico, presente em urina. A Figura 6 mostra as
reagdes envolvidas para a formacéo, do 11-nor-A -9-THC, que é comumente analisado

em amostras bioldgicas. [21, 22]

CH,

3

11-OH-THC " THCCOOH

Figura 6: Reagdo de metabolizagdo do A -9-THC, formando 11-OH-THC e 11-nor-A -9-THC
(fonte: referéncia [23])

0 A-9-THC, componente psicoativo primario, pela sua forma de consumo
através do fumo, impregna-se na mucosa bucal, podendo ser detectado ap0s 24 a 72 horas,
a depender dos valores de cutoffs considerado. Decorridas 1 a 3 horas do fumo, observa-

se que se diminui consideravelmente a sua concentracdo em fluido oral. [23]

O metabolito 11-OH-THC ndo é detectado ou esta em concentra¢cBes muito
baixas nas amostras de fluido oral, sendo o 11-nor-9-carboxi-A9-THC presente em
concentrag@es entre 134 a 760 ng L.
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De acordo com o 6rgdo SAMHSA propde que o valor de cutoff para A -9-THC
e 11-nor-9-carboxi-A9-THC seja 0 mesmo, em 4 ng mL™. [19]

A literatura [24] apresenta as vantagens e desvantagens em utilizar o 11-nor-9-
carboxi-A9-THC como parametro de monitoramento de consumo de maconha em
amostras de fluido oral. Ao ter o0 metabdlito como analito, excluem-se os individuos que
foram expostos passivamente. Porém, individuos que consomem a droga ocasionalmente,
tendem a apresentar concentragcdes mais baixas, sendo até menores que o valor de cutoff,
resultando em falsos negativos. Além disso, a anélise em baixas concentragdes em fluido
oral € apontada como um desafio para a rotina. Desta forma, pontua-se a importancia de

utilizar-se de ambos 11-nor-9-carboxi-A9-THC e A9-THC nesta matriz biologica.

Acerca da literatura cientifica que explora a determinacédo voltamétrica de A9-
THC, contata-se o uso de eletrodos de carbono vitreo, em sistema convencional e em
eletrodos impressos além do uso de modificadores quimicos [25-27]. Ha metodologias
para a quantificagdo em eletrodos de grafite em amostras apreendidas e em solucéo de
saliva artificial. Cabe ressaltar que, até o presente momento de conclusdo deste projeto
(novembro de 2023), apenas um trabalho com amostras reais de fluido oral explora a
quantificacdo de A9-THC, através de eletrodos impressos de grafeno modificado com
ftalocianina de cobre [28], cujos resultados se mostraram coerentes ao obtidos por

técnicas cromatograficas.

1.6 Técnicas voltamétricas

A éarea da Eletroquimica inclui os métodos eletroanaliticos, os quais se baseiam
na propriedade elétrica de alguma substéncia (corrente, quantidade de carga e potencial).
Ao correlacionar a medida da corrente com a variacéo linear do potencial aplicado, temos
0S meétodos voltamétricos. [29-31]

Na andlise voltamétrica, para estabelecer a relacdo entre corrente e concentracao
de analito, utiliza-se de um sistema com trés eletrodos submersos em solugéo (a chamada
célula eletroquimica) conectada ao potenciostato, que aplicara o potencial e medira as
propriedades elétricas.

Nesta célula eletroquimica, tem-se a solucdo a ser analisada em eletrolito de

suporte juntamente com os eletrodos de referéncia, de trabalho e auxiliar (também
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conhecido como contra eletrodo). O primeiro caracteriza-se como uma semicélula, cujo
potencial é constante, sendo uma referéncia para a variacdo de potencial aplicada no
eletrodo de trabalho, e apesar de trabalhos mais antigos utilizarem o sistema Hg/Hg.Cl>,
atualmente o mais comum ¢é o Ag/AgCl. [30, 32]

O eletrodo auxiliar é composto de um material inerte (sendo a platina mais
frequentemente utilizada), com uma area superficial maior, e é por onde a corrente gerada
no sistema passara. J& o eletrodo de trabalho € objeto de estudo por permitir variagbes em
seu material, podendo ser de grafite, metalico, nanomateriais etc. e é em sua superficie
que ocorre a oxidacdo ou reducédo do analito. [33, 34]

A funcdo do potenciostato esta em aplicar a faixa de potencial e registrar a
variacdo de corrente, que por sua vez estd relacionada a concentracdo de analito e é
registrada na forma de voltamograma. O eletrodo de referéncia mantém o potencial
constante para 0s processos que ocorrem no eletrodo de trabalho. Entre os eletrodos
auxiliar e de trabalho, ha uma variacao de corrente. No sistema héa as correntes faradaica
e capacitiva atuando, porém apenas a primeira é considerada na medicao eletroquimica.
[31]

Esta configuracéo de célula eletroquimica com potenciostato pode ser encontrada
no sistema convencional ou na forma de eletrodos impressos (Figura 7), sendo o
potenciostato acoplado do tipo de bancada ou portéatil (Figura 8). O uso de eletrodos
impressos vem se destacado por permitir trabalhar com pequenos volumes de solugéo, e
possibilita que novos materiais sirvam de suporte, como papel, conhecidos como

“papertrodos”.

Figura 7: Sistema montado para a célula eletroquimica contendo os 3 eletrodos (propria autora);
Eletrodo impresso comercial (fonte: site da empresa comercializadora Metrohm) Desenhos
realizados a mao com lapis 5B em papel sulfite. (propria autora)
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Figura 8: Potenciostato de bancada, usado para medidas eletroquimicas e o potenciostato portatil,
com um eletrodo impresso comercial conectado. (Fonte: site da empresa comercializadora
Metrohm)

Atualmente, as empresas fabricantes comercializam equipamentos
potenciostatos multicanais, os quais possibilitam o acoplamento de mais de um eletrodo,
com analise simultanea. Considerando a rotina forense, pode-se explorar diferentes
analitos em uma mesma amostra, sendo uma vantagem sobre o tempo para levantar mais
informagdes quimicas.

No eletrodo ha dois tipos de processos, sendo esses os faradaicos e 0s nao
faradaicos. No primeiro caso, ha a transferéncia de carga na interface entre eletrodo e
solucéo, segundo a Lei de Faraday, levando a oxidacao ou reducéo, estando envolvida na
medida voltamétrica. J& no segundo caso, ocorre-se a adsor¢do, em que nao ha qualquer

transferéncia de carga na camada eletrodica. [33]

1.7 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica monitora a corrente elétrica em funcdo de uma variacao
linear de potencial elétrico. Através do voltamograma, obtém-se informacGes sobre 0s
processos de oxidacédo e reducdo, a ocorréncia de processos de adsorcao as superficies e
de mecanismos de transferéncia de elétrons em superficies modificadas de eletrodos. A
resposta voltamétrica € composta pelo potencial de pico (informacgdo qualitativa do
analito), e a corrente de pico correspondente ao processo redox, que pode quantificar o
analito do analito. [29, 30]
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Figura 9: Voltamograma obtido como resposta e a determinacdo do valor de corrente de pico
através da extrapolacdo da linha em um sistema de hexacianoferrato de potassio a 3,0 10~ mol
L em KCI 0,1 mol L. (prépria autora)

As respostas observadas no voltamograma correspondem aos picos anddicos,
quando ocorre a oxidacdo do analito, e catodicos, quando ha a reducdo [31]. Para medir
acorrente de pico, extrapola-se a linha base antes do pico redox no voltamograma e mede-
se a diferenca entre o valor de corrente do pico e na linha base, conforme a Figura ilustra.

A corrente é uma medida quantitativa sobre a rapidez em que a espécie A esta
sendo conduzida a superficie do eletrodo; esta velocidade é dada por uma relagédo
envolvendo a distancia em centimetros da superficie do eletrodo (dado por x). Para um
eletrodo planar, pode-se mostrar que a corrente € dada pela expressao da Equacdo (01).

aC,

i = nFaDA (E)

Em que i é a corrente em ampeéres, n é o nimero de mols de elétrons por mol de
analito reduzido, F é a constante de Faraday, a é a area superficial do eletrodo em cm?,

Da é o coeficiente de difusdo da espécie A em cm?s™ e Ca € a concentragdo de A.

1.8 Voltametria de onda quadrada
No caso da voltametria de onda quadrada, tem-se uma técnica de pulso, na qual a

andlise se procede pela aplicacdo de degraus de potencial, na forma de uma escada. Este
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modo de varredura diferencia-se da voltametria ciclica, em que hd uma variacdo de
potencial linear, como uma rampa. As vantagens da voltametria de onda quadrada estdo
na maior velocidade de andlise e na melhor sensibilidade na leitura, uma vez que 0s
limites de detecgdo podem chegar a valores de concentragio entre 107 e 108 mol L. [29-
34]

A Figura 10 apresenta a geragdo de um sinal obtido pela superposicéo do sinal na
forma de escada e uma onda quadrada simétrica. A largura de cada degrau da escada e o
periodo dos pulsos (t) sdo idénticos; o potencial de cada degrau da escada ¢ dado por AEs

e a grandeza do pulso é calculado por 2 Eog. [34]
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Figura 10: Representacao gréfica sobre o processo de geragdo de um sinal de voltametria de
onda quadrada. (fonte: Skoog et al. (2014), [28]).

Atraves da Figura 10, tem-se que a onda € resultante da medi¢&o do pulso direto
(1), quando a direcdo do pulso € a mesma que da varredura, ao pulso inverso (2), quando

a direcdo do pulso é contraria a da varredura. Desta forma, obtém-se o valor de corrente
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— proporcional a concentracdo de analito — que ao ser plotado em relagdo ao potencial
aplicado, resulta no voltamograma. [29-34]

Tendo esta dupla amostragem da corrente, hd uma redugdo da contribuicdo da
corrente capacitiva (que compGe a corrente de fundo, sendo uma corrente residual) sobre
a corrente total medida. [35]

Um dos parametros envolvidos na voltametria de onda quadrada é a distancia
horizontal entre 0 comecgo do primeiro pulso e o final do segundo, denominada como
frequéncia, e este relacionada ao intervalo de tempo da onda. Outro parametro é o step,
referente ao incremento de potencial. A relagdo entre estes dois parametros resulta na
velocidade de varredura; a varidvel da amplitude da onda é equivalente a altura da metade
do pulso.

1.9 Analises forenses

Sobre as aplicacbes das técnicas voltamétricas em matrizes bioldgicas,
especificamente com finalidade toxicologica, um levantamento sobre as publicacdes
existentes nesta area mostra sua representacao em pequena parcela de artigos na area de
Eletroquimica.

Atualmente, as analises toxicoldgicas sdo realizadas em sua maioria através de
técnicas cromatograficas acopladas com espectrometria de massas (CG-MS ou LC-MS),
juntamente com testes de imuno ensaio para triagem, seguindo-se recomendagdes como
0s guias de 6rgdos do The International Association of Forensic Toxicologists (TIAFT) e
da Society of Toxicology (SOT). [36, 37]

Em comparacéo as analises forenses sobre amostras apreendidas, as orientacfes
que sdo seguidas constam em 6rgdos como o Scientific Working Group for the Analysis
of Seized Drugs (SWGDRUG). A rotina de anélises engloba pelo menos 2 andlises, sendo
uma de classe A e outra de classe B/C ou 3 analises com 2 da classe B e outra de classe

B/C. O Quadro 1 expde a classificagdo das técnicas quimicas.[38]
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Quadro 1: Categorias de técnicas analiticas, de acordo com a SWGDRUG.

Categoria A Categoria B Categoria C
Infravermelho Eletroforese Capilar Testes colorimétricos
Espectrometria de Massas Cromatografia Gasosa Espectroscopia de

Fluorescéncia

Ressonéncia Magnética Espectrometria de Mobilidade de Imunoensaios
Nuclear ions
Espectroscopia Raman Cromatografia Liquida Ponto de Fuséo
Difracdo de Raio-X Testes microcristalinos Espectroscopia Ultravioleta-
Visivel

Marcadores Farmacol6gicos
Cromatografia de Camada Delgada
Cannabis: Exame macroscopico
Exame microscopico
Fonte: SWGDRUG (2019), [38]

Desta forma, verifica-se que em ambos 0s casos — constatacdo de drogas em
amostras e em amostras bioldgicas - utiliza-se de duas técnicas analiticas para
confirmacdo. Assim, ha um vasto campo a ser explorado por técnicas eletroguimicas, a
fim de fornecer mais op¢Bes como alternativas para as anélises de rotina.

Ademais, as pesquisas sobre a eletroquimica buscam a viabilizacdo de novos
materiais a serem utilizados nos sensores, como o grafeno e materiais de baixo custo
(papel e polimeros) e no procedimento experimental, com reagentes em grau PA, agua
deionizada e preparos simplificados de amostras.

As anélises toxicoldgicas em sua maioria, ocorrem em amostras de sangue e
urina, a fim de verificar o histérico de consumo de substancia psicoativas. Entretanto, nas
ultimas décadas, outras matrizes bioldgicas vém sendo exploradas, como o fluido oral,
humor vitreo, suor, entre outras.[39]

No caso do fluido oral, explora-se o consumo recente da droga e como
desvantagem, esti sujeita a maior contaminacdo. Estudos sobre a interferéncia de
coletores, adulterantes e exposicao passiva estdo sendo desenvolvidos, sendo uma area a

ser explorada.
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A escolha do tipo de matriz bioldgica a ser utilizada considera fatores como a
integridade da amostra submetida a andlise, se ¢ uma andlise em post-mortem ou
antemortem e as condigdes de coleta. [39]

Ademais, a composicao do fluido oral deve ser considerada, em que ha 99% de
agua juntamente a eletrdlitos, proteinas, DNA, células epiteliais, bactérias, restos de
alimentos e tragos de drogas consumidas. [40]

A andlise voltamétrica de fluido oral tem como limitagdes os efeitos de difusdo,
a catalise que pode ocorrer na superficie porosa ao utilizar eletrodos modificados e uma
possivel interacdo de analito com outros componentes. Tais fatores elencados prejudicam

a linearidade dos analitos nesta matriz [41]
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2. OBJETIVOS

Considerando a problemaética social e a oportunidade comercial e inovativa sobre
a anélise de entorpecentes em fluidos bioldgicos, aliada & possibilidade de explorar a area
de toxicologia aliada as técnicas eletroquimicas, este projeto tem como objetivo a
determinacéo voltamétrica de A9-THC e MDMA em amostras de fluido oral, estendendo-

se a viabilizar a andlise de seus respectivos metabolitos em meio aquoso.

A partir do estudo do comportamento eletroquimico destes analitos, visa-se
desenvolver um procedimento experimental cujo preparo de amostra seja simples e

possibilite a analise em meio aquoso.

Propde-se 0 uso de um sistema de medicdo, acessivel, com eletrodos em pasta de
carbono e eletrodos impressos. Ademais, busca-se pela confeccdo de dispositivos
impressos em polimero PLA por impressora 3D para analise eletroquimica das espécies

supracitadas, possibilitando a fabricacédo destes sensores.

Visa-se assim, propor metodologias para a determinacao dessas substancias apés

consumo recente, para fins de fiscalizacao a ser utilizado no &mbito forense.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e métodos
O fluxograma ilustrado na Figura 11 busca resumir o cronograma das analises
realizadas, cujas condi¢cfes séo detalhadas nos subitens a seguir, para os dois analitos

explorados nesta pesquisa.

MDMA em saliva MDMA em A9-THC em \
artificial fluido oral fluido oral \
e Voltametrias ciclica e e Voltametria e Voltametria
onda quadrada ciclica ciclica
¢ Sistema e SPE + e SPE +
convencional eletrodos eletrodos
impressora 3D impressora 3D

Figura 11: Fluxograma de experimentos realizados para os analitos MDMA ¢ A9-THC

Para 0 MDMA, as analises iniciaram-se em sistema convencional com eletrodos
em pasta de carbono e eletrodo de referéncia Ag/AgCl, a fim de estabelecer os parametros

experimentais, utilizando-se das modalidades de voltametria ciclica e onda quadrada.

Procurou-se desenvolver uma metodologia que possibilitasse a analise em solucao

preparada a partir de fluido oral, sendo este fortificado com adicao de padréo.

Desta forma, conhecendo-se as condi¢cdes experimentais, viabilizou-se a analise
em solucdo de fluido oral em eletrodos impressos comerciais. Deste ponto em diante,
explorou-se a analise por voltametria ciclica, inclusive em eletrodos fabricados em

impressora 3D, dentro do laboratorio.

Para o A9-THC, uma vez que as condic¢des experimentais para eletrodos impressos
comerciais ja eram conhecidas, buscou-se explorar sua resposta em matriz de fluido oral

e em eletrodos confeccionados pela impressora 3D.
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A producdo desses eletrodos envolveu outra frente de estudos e testes, com
critérios visual, performance de impressdo e em testes voltamétricos de forma a obter

resposta amperométrica.

A pesquisa envolveu o desenvolvimento de metodologia para analise em fluido
oral, atraves da coleta de amostras de saliva de voluntarios do grupo de pesquisa, de
acordo com as condicdes estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa da FFCLRP-
USP, com aprovacdo registrada em documento CAAE n° 60079122.5.0000.5407,
anexada ao final desta tese.

3.2 Solucgdes e padroes

Para o preparo de solucdo simulando a saliva artificial, utilizou-se da composi¢ao
proposta por Dronova et al. (2016) [42] para andlise voltamétrica de canabinoides
sintéticos, contendo: bicarbonato de sodio, cloreto de sddio, carbonato de potéssio e
nitrato de s6dio em pH 4,5. O ajuste de pH ocorreu utilizando-se pHmetro Labmeter PHS-
3B, com adicéo de acido nitrico (grau PA, Merck) e hidroxido de sodio (grau PA, Synth)
até atingir o valor esperado.

O perclorato de litio, LiClO4, (grau PA, Sigma Aldrich) foi dissolvido nesta
solugdo aquosa em concentragéo de 0,1 mol L™, enquanto a solugdo contendo cloreto de
potassio, KCI, (grau PA, Synth) foi preparada de forma que sua concentracdo fosse 0,1

mol L.

As andlises de MDMA foram realizadas adicionando-se a solucao de padréo (1,00
mg mL"! em metanol, Cerilliant) as solugdes contendo os eletrélitos de suporte. A solugéo
de branco foi preparada adicionando-se metanol (grau cromatografico, Merck) em mesmo
volume. Para as substancias interferentes, utilizou-se de solucdo de padrdo de cocaina
(1,00 mg mL em metanol, Cerrilliant), além das seguintes substancias na forma em po:
cafeina (Synth, 100%), lidocaina (Sigma Aldrich, grau de pureza analitico), teobromina
(Sigma Aldrich, grau de pureza analitico) e procaina (Sigma Aldrich, grau de pureza

analitico).

Para o caso de padrbes em pd, preparou-se solucdes de 1,0 mg do analito em 1,0

mL de metanol. Sobre o estudo de interferentes, comparou-se também a resposta do
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analito em presenca de etanol (grau HPLC, Merck), pela diluicdo do MDMA neste

solvente.

No caso da analise de A9-THC (ampola 1,00 mg mL™ em metanol, Cerilliant), o
eletrolito de suporte utilizado foi o nitrato de potassio — KNOsz (grau PA, Synth) — em
solucdo aquosa (agua deionizada). Para este analito, utilizou-se apenas do sistema de

eletrodos impressos para analise.

Os metabolitos analisados, HMA e 11-nor-9-carboxi-A9-THC foram diluidos em
metanol (grau HPLC, Merck) a partir das ampolas de padréo (1000 pg mL™* em metanol,
Cerilliant).

3.3 Medidas voltamétricas

Primeiramente, as andlises foram realizadas em sistema convencional com célula
eletroquimica de 4,0 mL, e pasta de carbono em composicao de carbono em p6: parafina
em 50:50 e 60:40 “para os eletrodos de trabalho e auxiliar, respectivamente. O eletrodo

de referéncia foi composto pelo sistema Ag/AgCl.

Para o preparo das pastas de carbono, o p6 de carbono (Fischer Scientific) e a
parafina (Sigma Aldrich) foram misturados em um cadinho e aquecidos sob constante
homogeneizacdo manual até que a parafina mude seu aspecto solido para pastoso. Um
tubo cilindrico de plastico, montado a partir de uma seringa para injecdo de insulina, foi
preenchido com a pasta e o contato elétrico foi realizado pela compressdo de um bastao
de cobre. Antes de cada medida, a area superficial foi polida em movimentos circulares

sobre uma folha de papel sulfite.

Para as medidas com eletrodos impressos comerciais, utilizou-se como material
de eletrodos de trabalho o carbono vitreo da marca Metrohm (modelo 6.1208.110). Todas

as medidas foram realizadas em potenciostato pAutolab 111 com o software NOVA 1.11.

A otimizacdo de pardmetros para a voltametria de onda quadrada foi realizada
pelo ajuste de frequéncia, amplitude, intervalo de potencial, tempo e potencial de pré
concentragdo. Para a voltametria ciclica, observou-se a velocidade de varredura, tempo
e potencial de pré-concentracdo. A partir da variacdo de velocidade de varredura foi

possivel conhecer o comportamento cinético.
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As anélises com os eletrodos impressos comerciais (conhecido pela sigla SPE, de
screen printed electrode) foram realizadas com o modelo da Metrohm/Dropsens 110, em

material de carbono.

Para a analise de A9-THC, utilizou-se dos parametros experimentais previamente
conhecidos, a saber: velocidade de varredura de 150 mV s, tempo de pré-concentragio
de 10 segundos em - 0,1 V, estabelecidos em trabalhos do grupo de pesquisa, e

referenciados em Balbino et al. em [58].

3.4 Preparo de amostras reais de fluido oral

Para a analise do MDMA em solucéo real de fluido, 3 voluntarios do grupo de
pesquisa forneceram 3,0 mL de amostra, em tubo Falcon de 15 mL, para adi¢do de padréo
do analito em concentracdes variadas. No caso da solucdo de branco de amostra,

adicionou-se metanol (que € o solvente utilizado no preparo do padrao).

Primeiramente, testou-se a resposta da amostra de fluido oral sem o uso de
qualquer tratamento, a fim de observar a interferéncia de matriz na resposta de analito.
Posteriormente testou-se a adi¢ao de solvente organico e de sal para efeito de salting out
sobre as proteinas presentes.

No caso da adicdo de solvente organico, testou-se a adicdo de acetonitrila na
amostra, em volume de 500 pL. Ap6s a homogeneizagdo da mistura, em vértex por 60
segundos, seguiu-se com a retirada de 1,0 mL do sobrenadante e posterior adi¢do de

eletrolito de suporte de forma que a concentracao final na solucéao ficasse em 0,1 mol L-
1

O teste com uso de &cido nitrico ocorreu pela adi¢do de 300 pL de uma solugdo
de HNO:3 diluido em agua 1:1 na amostra real de fluido oral fortificada com padréo de
MDMA. Posteriormente, adicionou-se o eletrélito de suporte de forma que a

concentracéo final ficasse em 0,1 mol L.

Para o estudo sobre o efeito de salting out, testou-se duas possibilidades de sais,
sendo 0 NHsSO4 e MgSOs, cada um adicionado em massa de 0,15 g na amostra de fluido
oral. Como no procedimento para a adigé@o de solvente organico, fechou-se o tubo Falcon

e realizou-se a homogeneizagdo em vortex por 60 segundos. Retirou-se o sobrenadante
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(volume aproximado de 1,0 mL) e adicionou-se o eletrolito de suporte de forma que a

concentracéo final ficasse em 0,1 mol L.

A andlise foi realizada imediatamente apds o preparo de solucéo, depositando-se

uma gota de 50 pL sobre a superficie do eletrodo impresso.

Para a andlise de interferentes seguiu-se 0 mesmo procedimento de preparo de
amostra, sendo adicionado as solucGes de padrdo das substancias interferentes junto ao
MDMA.

Todos os estudos desenvolvidos usaram um branco de amostra, sendo este
preparado sob o mesmo procedimento, mas com a adicdo de metanol, grau
cromatogréfico (sem o padrdo do analito), a fim de observar o efeito de matriz sobre os

resultados.

3.5 Impressédo 3D
A impressdo dos eletrodos requisitou uma impressora de dois bicos GTMax
modelo Al, contendo em cada bico o polimero PLA sem modificacdo, e em outro, 0

mesmo polimero com a caracteristica condutora.

Figura 12: Foto da impressora 3D utilizada no projeto (fonte: site da empresa comercializadora
GTMax)

Utilizou-se do software Simplify para ajustes das dimensdes do prototipo e a

confeccao do desenho foi realizada por softwares para design em 3D, (Inventor).
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Os parametros para impressdo utilizados foram: bicos de extrusdo de 0,45 mm,
com temperatura de impressao de 190 °C. O filamento PLA n&o condutor, de cor marrom,
foi utilizado como base para a construgédo do eletrodo, em que o PLA condutor, de cor
preta, foi depositado sobre este. O desenho do eletrodo teve como base os eletrodos

impressos comerciais, utilizados na pesquisa, da marca Metrohm.

A extrusdo de ambos os polimeros se deu em uma mesma impressdo a velocidade
de retracdo de 3600 mm min, sendo depositados 18 camadas de polimero n&o condutor
para formar o corpo do eletrodo e 23 camadas do PLA condutivo.

A plataforma de impresséo foi condicionada a 110 °C, e com os eletrodos prontos,
depositou - se a tinta de prata comercial (duas fabricantes testadas, sendo Sigma Aldrich
e Mechanic MCN) sobre o desenho do eletrodo de referéncia, tornando-o um pseudo

eletrodo de referéncia.

No design do eletrodo, confeccionou-se um pequeno desnivel entre a parte do
desenho do eletrodo e os contatos elétricos, a fim de evitar que a solucdo depositada se
espalhe. Na Figura 13 ha visualizacdo do projeto de desenho de eletrodo, com uma vista
frontal superior e com a vista lateral, em que o desnivel (aproximadamente 1mm) fica

evidente.

Figura 13: a) Vista frontal superior do projeto do eletrodo; b) Vista lateral do eletrodo, obtido
pelo software Inventor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Buscando simplificar a visualizacdo dos resultados explorados no presente
projeto, o Quadro 2 apresenta uma matriz de resultados, indicando as areas trabalhadas e
aquelas ja exploradas anteriormente. Uma vez que ha dois analitos de interesse e trés
sistemas de eletrodos, organizou-se os dados obtidos para 0 MDMA e A9-THC, cuja
respectiva explicacdo seguira nos proximos topicos, finalizando com os resultados para

seus respectivos metabolitos.

Quadro 2: Matriz de resultados obtidos em relagdo ao analito e ao tipo de eletrodo utilizado.

Matriz Analito Sistema Eletrodo Eletrodo da
trabalhada convencional impresso impressora 3D
(Pasta de comercial
Carbono)
Anélise em | MDMA Saliva artificial, | Andlise Sem resultados
fluido oral analise quantitativa
quantitativa
A9-THC Né&o explorado | Anélise Anélise
qualitativa qualitativa
Analise de | MDMA Né&o explorado N&o explorado | Sem resultados
solucéo (resultados em (resultados em
com literatura) literatura)
padrao A9-THC Né&o explorado Né&o explorado | Analise
(resultados em | qualitativa
literatura)
Metabdlito | 11-nor-A -9- Né&o explorado Analise Analise
(padréo THC quantitativa quantitativa
em solugdo | HMA Analise N&o explorado | Sem resultados
aquosa) quantitativa

O trabalho referente a analise de MDMA em sistema convencional e em eletrodos
impressos serviram como base para o presente projeto, e esta referenciado em [43] e [48],

em que o grupo de pesquisa explorou os diferentes sais de eletrolito de suporte para o
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MDMA em solugdes aquosas e comparou 0 mecanismo de reacdo que ocorre. Além disso,
0s resultados em sistemas convencionais possibilitaram as andlises em amostras
apreendidas, com uma metodologia validada de forma inédita, incluindo o Teste de

Youden para robustez, juntamente a resultados em solucéo de saliva artificial.

Primeiramente realizou-se os testes em eletrodos da impressora 3D para o padrdo
de MDMA, e devido ao fato de ndo obter sinal nessas condi¢cfes, ndo se explorou sua

anélise em solucéo de fluido oral.

Para o A9-THC, conforme a literatura reporta resultados para analise de seu
padrdo em solucdo aquosa de KNO3z em eletrodos impressos comerciais de carbono, foi
realizada a analise em solucdo de fluido oral, bem como de seu metabdlito 11-nor-A -9-
THC e verificou-se as respostas desses analitos nos eletrodos fabricados em impressora
3D.

4.1 Saliva artificial em sistema convencional

Estudos iniciais visaram comparar 0 comportamento voltamétrico com os dois
eletrdlitos de suporte — KCI e LiClO4 — em um sistema convencional, antes de analisar
em eletrodos impressos comerciais. Buscou-se a otimizacao dos parametros de medidas,

cujos resultados estdo apresentados no Quadro 3.

A escolha desses sais como eletrolitos de suporte teve como base um trabalho
realizado pelo grupo de pesquisa, publicado em 2020, [43] para a analise de MDMA em
amostras apreendidas, em que um comparativo entre os sais perclorato (LiClIO4, NaClOg,
KCIO4 e NH4CIO4) apontou que o litio como cation teve uma resposta de corrente mais
intensa.

No caso do KCI, a motivacdo para tal teste esta em sua facilidade e custo de
aquisicdo, uma vez que, em uma pesquisa de valores pela fornecedora Sigma Aldrich, em
janeiro de 2023, seu custo era menos da metade em relagéo ao LiClO4, considerando um

grau PA para ambos.

Quadro 3: Parametros experimentais para voltametria de onda quadrada para cada eletrolito de
suporte.
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Parametros KCI LiClOs
Amplitude 0,04 V 0,07V
Tempo de pré-concentracao 10s 30s
Potencial de pré-concentracao 1,2V 0,7V
Frequéncia 25 Hz 35 Hz
Variagdo de potencial 0,001V 0,004 vV
Faixa de potencial 0,3al5V | -0,1al5V

Uma vez estabelecidos esses parametros experimentais para a Voltametria de
Onda Quadrada, obteve-se a curva analitica para cada eletrolito de suporte, apresentadas

com seus respectivos voltamogramas nas Figuras 14 e 15.

1.0x10°
——76410% mol L"
8.0x10°4 —6.8010% mol L™
5.09 10%° mol L*
——— 42710 mol L™
_ 6.0x10° 1 3.42 10 mol L™
< 1.7310% mol L™
[
L 40x10°A
>
@)
2.0x10° 4
0.0 4
I T T T T T T

1.0 11 1.2 1.3 14 15
Potential vs Ag/AgCI (V)

Figura 134: Resposta para Voltametria de Onda Quadrada para sucessivas concentra¢des de
MDMA em solugdo de saliva artificial contendo KCI em sistema convencional formado por
pasta de carbono como eletrodos de trabalho e auxiliar. Os pardmetros experimentais estdo
apresentados no Quadro 3.
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Figura 145: Resposta para Voltametria de Onda Quadrada para sucessivas concentracfes de
MDMA em solucdo de saliva artificial contendo LiCIO4 em sistema convencional formado por
pasta de carbono como eletrodos de trabalho e auxiliar. Os parametros experimentais estao
apresentados no Quadro 3.

A comparacdo entre a performance de cada eletrélito de suporte considerou as
figuras de mérito, apresentadas no Quadro 4. Os limites de detec¢do e quantificagdo (LD
e LQ, respectivamente), foram determinados pelos calculos: 3 SD/m e 10 SD/m, sendo
SD o desvio padrdo, obtidos pelo coeficiente linear e m é o coeficiente angular da curva

analitica.

Quadro 4: Parametros obtidos a partir da curva analitica para cada eletrélito de suporte em
andlise por voltametria de onda quadrada.

Parametro KCI LiClO4
LD 7,17 10° mol L* 2,61 10°% mol L
LQ 2,39 10° mol L* 8,71 10% mol L™
Sensibilidade 0,036 A L mol* 0,077 AL mol*
Linearidade (R) 0,9889 0,9856
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As medidas por Voltametria Ciclica foram realizadas com as mesmas condi¢6es
de pré-concentracdo estabelecidas para VVoltametria de Onda Quadrada, com a velocidade
de varredura de 100 mV s para as amostras reais de fluido oral, no intervalo entre -0,1
Valb5V.

O Quadro 5 resume 0s parametros experimentais otimizados para a analise em

Voltametria Ciclica, considerando-se os dois sais de eletrélito de suporte.

Quadro 5: Parametros experimentais para voltametria ciclica para cada eletrolito de suporte.

Parametros KCI LiClO4
Velocidade de Varredura 10 mV st 100 mv st
Tempo de pré-concentracao 10s 30s
Potencial de pré-concentracao 1,2V 0,7V

Faixa de potencial 0,3al5V -0,lal5V

A anélise em sistema com KCI se mostrou mais demorada, demandando
aproximadamente 4 minutos, enquanto o sistema com LiClO4 levou um pouco menos de

2 minutos.

A partir das condicGes estabelecidas, as curvas de calibracdo para cada eletrolito
de suporte foram confeccionadas, a fim de estabelecer os parametros de limites de
deteccdo, de quantificacéo, linearidade e sensibilidade, a serem comparados no Quadro
6.

Quadro 6: Parametros obtidos a partir da curva analitica para cada eletrélito de suporte em analise
por voltametria ciclica.

Parametro KCI LiClO4

LD 1,64 10° mol L 6,95 10 mol L™!
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LQ 5,48 10° mol L™ 2,32 10° mol L
Sensibilidade 0,009 A L mol? 0,029 A L mol?

Linearidade (R) 0,9704 0,9763

As Figuras 16 e 17 mostram, respectivamente, os perfis voltamétricos para
sucessivas adigcdes de MDMA em ambos os sistemas, KCI e LiClOa.

B.0w10*
T.0w10* -
—y —— MDMA 1,75 107 mol L
' —— NMDMA 3,42 10° ol L
5.0n10°* - —— NMDMA 4,27 10° mol L
= . —— MDMA 5,09 10° mol L
E 40107 5 MDMA 6,05 107 mol L
5 -1
5
200 -
1.0x10° 4
00 - -,
-1.0x10° . :

00 02 04 06 08 10 12 14 16
Potencial va AgigCl (V)

Figura 156: Resposta voltamétrica do MDMA em sucessivas adi¢des. O eletrdlito de suporte foi
0 KCI 0,1 mol L em solugdo de saliva artificial; pré concentragdo em 1,2 V por 10 s, velocidade
de varredura 10 mV s™.
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Figura 16: : Resposta voltamétrica do MDMA em sucessivas adigdes. O eletrdlito de suporte foi
o LiClO4 0,1 mol L em solucdo de saliva artificial, pré concentracdo em 0,7 V por 30 s,
velocidade de varredura 100 mV s,

Com base nos valores apresentados no Quadro 6, principalmente em uma
comparacao entre os valores mais baixos de LD e LQ, optou-se em prosseguir os estudos
com o LiClO4 como eletrélito de suporte, para analise em amostras reais de fluido oral
em SPE. Ressalta-se que o valor para a sensibilidade para este eletrolito de suporte foi
mais que o dobro quando comparado ao uso de KCI. As linearidades em ambas as curvas
apresentaram valores proximos.

Os valores obtidos para LD e LQ sdo similares aos observados em literatura, a
qual utiliza de técnicas cromatograficas (Barnes et al., 2011; Navarro et al., 2001, [44 e
46]), o que mostra a viabilidade das técnicas eletroquimicas neste cenario de analise
toxicologica.

O uso de sais de percloratos como eletrolito de suporte para anélises

eletroquimicas de drogas de abuso no cenério forense tem-se demonstrado como

46



promissor, conforme reporta a literatura, para determinacdo de dietilamida do acido
lisérgico (LSD), cocaina e fenetilaminas (NBOMe) (Oiye et al., 2009, 2017; Ribeiro et
al., 2017). [47-49]

A analise voltamétrica de MDMA jé foi explorada em diversos tipos de eletrodos
de trabalho, com modificacdo quimica sobre a superficie ou ndo. Os meios explorados
englobam tampéo fosfato, sais perclorato ou cloreto de potassio, em meio aquoso. [51-
54]

Em um breve levantamento com os estudos eletroquimicos de MDMA em
eletrodos modificados quimicamente, Couto et al. [51] utilizou de um sistema com
impressdo molecular com orto-fenilenodiamina, e obteve LD e LQ de 0,79 e 2,6 10 mol
L1, respectivamente. Narang et al. [52] propde um sistema feito em papel modificado
com nanobastBes de 6xido de zinco para deteccdo de MDMA e encontraram um LD de
0,019 10 mol L . Tadini at al. [53] utilizou-se da deposicdo de cucurbit[6]uri leme
letrodo de carbono vitreo para uma metodologia com LD 2,710 mol L e LQ de 9,1 10°
®mol L.

Com base nos resultados apresentados, o valor de LQ obtido é préoximo aos
calculados em sistemas com modificacdo eletroquimica, e somado ao fato de sua
proximidade com as concentracfes de MDMA encontradas em amostras de fluido oral
em literatura, prosseguiu-se a pesquisa com o uso de eletrodos sem modificacdes
quimicas.

Por fim, prosseguiu-se as analises para solugdes vindas de fluido oral utilizando-
se apenas o LiClO4, uma vez que este sal mostrou melhor resposta. Como a analise em
amostras bioldgicas utiliza-se de concentracdes de MDMA mais baixas, 0 uso de
condigBes analiticas que permitam maior sensibilidade de sinal se mostrou como fator

importante, mesmo que seu custo de aquisi¢ao seja maior.

O uso de pasta de carbono como eletrodo auxiliar se mostrou eficiente,
viabilizando o mesmo conceito sobre uso do mesmo material para os eletrodos auxiliar e
trabalho.

Ambos os eletrodos foram confeccionados em uma mesma estrutura (o tubo
cilindrico adaptado de uma seringa de insulina), diferenciando-se sobre a composicgéo de
pasta de carbono. No caso do eletrodo auxiliar, houve um acréscimo de 20% do pé de
carbono na composicao da pasta em relagéo ao eletrodo de trabalho, sendo suficiente para

obtencgéo dos voltamogramas apresentados. Com esta alteragédo, foi possivel substituir a
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necessidade de maior area eletrédica observada nos eletrodos auxiliares para uma opcao
de menor custo e de facil fabricacéo.

Desta forma, propGe-se um sistema convencional cuja composi¢do dos trés
eletrodos é obtida de forma simples e de baixo custo. Frequentemente utiliza-se de platina
como material do eletrodo auxiliar, mas a pasta de carbono, cumpre a fungéo esperada.
Sabe-se que a partir do eletrodo auxiliar hd um circuito de corrente em rela¢do ao eletrodo
de trabalho, que é analisado na voltametria. [30, 50] O fato deste eletrodo possuir uma
area maior contribui para balancear a corrente observada no eletrodo de trabalho.

Esta transferéncia de elétrons que ocorre entre estes dois eletrodos gera uma
corrente controlada por difuséo, e contribui a capacidade elétrica da dupla camada elétrica

da superficie do eletrodo.

4.2 Estudo sobre a cinética

Conhecendo-se as condicdes de analise para MDMA em solucdo de saliva
artificial, explorou-se a cinética da resposta voltamétrica, através do estudo de velocidade,
a fim de obter mais informacdes acerca do mecanismo de reacdo que impera sobre o sinal
observado. Fixou-se a concentracdo do analito em 1,34 10 mol L e variaram-se as

velocidades de varredura, conforme exposto na Figura 18.

A andlise por voltametria ciclica permite conhecer a cinética envolvida na reacdo
ao variar as velocidades de varredura. A relacdo linear estabelecida entre a corrente de
pico e a velocidade de varredura indica que o processo redox é um processo controlado

de adsorcao.

Além disso, indica-se a ocorréncia de um processo do tipo difusdo, o qual é
indicado pelo coeficiente angular igual a 0,41 na relagéo entre o logaritmo da corrente de
pico com o logaritmo da velocidade de varredura, dada pela relacéo log ipa (A) = 0.41 log

v (mV s!') —7.34, e esta constatacéo é reportada também na literatura cientifica.
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Figura 17: Resposta voltamétrica do MDMA (1,34 10° mol L) em diferentes velocidades de
varredura. O eletrélito de suporte foi o LiCIO4 0,1 mol L™ em solucdo de saliva artificial; pré-
concentragdo em 0,7 V por 30 s.

Para tais apontamentos, teve-se como base as informagdes sintetizadas da
literatura nos Quadros 7 e 8, obtidas pelas referéncias [50] e [55], em que através dos
perfis graficos e a relacdo entre os valores de correntes de pico, 0s potenciais de pico e as

diferentes velocidades de varredura, pode-se estabelecer o mecanismo.

Quadro 2: Resumo sobre as caracteristicas observadas para os mecanismos de reacdo a serem
elucidados a partir de um voltamograma ciclico. (adaptado da referéncia [50])

Mecanismo Epvsv AE, (MV) | 1p oxid Ip red/ Observacéo
vs. V2 Ip oxid

Transferéncia rapida | Nao varia | 57/n Cte. 1 Difusdo

de elétron
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Transferéncia lenta | Varia 57I/n Cte. 1 Transferéncia
de elétron de elétron
Transferéncia de Varia Sem pico | Cte.
elétron irreversivel de volta
Transferéncia de Varia Cte. 1 a menor Mecanismo
carga seguida de v. Diminui | EC
etapa quimica com maior
reversivel v
Transferéncia de Variapara | Sem pico | Cte. <lav Mecanismo
carga seguida de sentido de volta baixa; EC
etapa quimica mais em baixa v tende a
irreversivel catodico aumentar

comyv
Etapa quimica Varia na Diminui <lav Mecanismo
irreversivel precede | direcdo comyv baixa; CE
transferéncia de oposta aumenta
elétron comyv

Ep = potencial de pico; v =velocidade de varredura; Ip oxi = corrente de pico de oxidag&o; Ip red = corrente

de pico de reducdo; n = ndmero de elétrons; cte = constante; EC = transferéncia de carga seguida de reacdo

guimica; CE = reagdo quimica seguida por transferéncia de carga

Quadro 3: Relagdo entre os parametros da voltametria ciclica (potencial, corrente e velocidade) e
0 mecanismo da reagdo. [50, 55]

Relacéo Perfil grafico
1vsv Linear
i vsVu Linear
logivslogv  Linear (coeficiente angular = 0,5)
Linear (coeficiente angular = 0,5)
Linear (coeficiente angular entre
0,5e1,0)
L Linear
= VS logv

Aumenta com v

Mecanismo
Adsorcao
Difuséo
Difuséo
Adsorcéao

Adsorgéo e Difusdo

Difusao

Adsorcao
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Epvslogv Linear, com deslocamento de E Mecanismo EC
para potenciais mais positivos

Linear, com deslocamento de E Mecanismo CE

para potenciais mais negativos

Conforme verifica-se nos voltamogramas da Figura 18, ha um deslocamento dos
potenciais de pico, para valores cada vez mais positivos, a medida que a velocidade de
varredura aumenta. Tal fato indica um processo de oxidacdo de natureza irreversivel [30],
0 que esta de acordo com o reportado em literatura. [15] A presen¢a de um Unico pico
anodico é atribuida a remocéo do elétron do nucleo aromaético presente na molécula de
MDMA.

Para fins de comparacéo, no caso da analise do MDMA em solucéo aquosa de
LiClO4, foi reportado que na faixa de velocidade de varredura entre 10 e 200 mV s¥,
observa-se uma linearidade entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade de
varredura, 0 que caracteriza o processo de difusdo ocorrendo na superficie eletrddica. [43]
Ao plotar o gréfico entre o logaritmo da corrente vs o logaritmo da velocidade, constatou-
se que o coeficiente angular da curva foi de 0,36, 0 que comprova que se trata de um

processo controlado por difusdo, conforme pode ser conferido no Quadro 8.

Assim como observado para 0 MDMA em solucdo de saliva artificial, com o
aumento da velocidade de varredura, hd o deslocamento do pico de oxidagdo para
potenciais mais positivos. A dependéncia entre a corrente de pico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura foi verificada e indicou 0 mecanismo EC, em que o pico anddico
é relacionado a oxidacdo no nucleo aromatico da molécula de MDMA, formando um

radical com caracteristica de cation.

Figura 18: Reacdo de oxidacdo na molécula de MDMA. (fonte: [43])
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A Figura 19 mostra de forma simplificada a oxidacéo observada na molécula de
MDMA. A literatura reporta a ocorréncia de outros processos oxidativos, mas que nao
sdo observados nas condicdes experimentais utilizadas. Os segundo e terceiro picos de
oxidacdo referem-se ao processo de dimerizacdo dos radicais, seguidos de oxidagédo da

amina secundaria na molécula de MDMA. [43, 44]

Detalhadamente, Garrido et al. [15] explora diversos sistemas de tampao e varia
0 pH das solucgbes, e através dos resultados obtidos por voltametrias ciclica, de pulso
diferencial e de onda quadrada com eletrodo de carbono vitreo em amostras bioldgicas
(soro humano), propde um mecanismo mais detalhado, em que uma oxidagdo no ndcleo
aromatico da molécula forma um radical com carater de cation, visto em um pico anodico
em torno de 1,2 V a 1,0 V, caracterizando a primeira oxidacdo. A depender da faixa de
pH, especificamente entre 4 e 12, pode-se observar um segundo pico de oxidacdo por
volta de 1,3 V, que é decorrente da dimerizacdo do radical formado no primeiro processo.
Acima do pH 9 observa-se o terceiro sinal anddico, entre 0,8V a 0,9 V ocasionado pela

oxidacdo da amina secundaria presente na molécula de MDMA.

Para o sistema proposto por Cumba et al. [54], o MDMA apresentou um Gnico
pico de oxidagdo em 0,92 V, assim como neste trabalho, com solugdo aquosa contedo
tampado fosfato como eletrdlito de suporte e sistema de SPE com eletrodo de grafite.

Faria et al [45], observa que para um sistema confeccionado em impressora 3D,
mas com PLA tendo o carbon black como material condutor em sua composi¢édo, 0
MDMA apresenta dois sinais anddicos por volta de 1,1 V e 1,3 V. Utilizou-se da solugéo
de eletrolito de suporte em tampéo fosfato, com variacdo de pH e andlise concomitante

ao MDA, evidenciando os processos cinéticos que ocorrem na molécula de MDMA.

A diferenca entre os perfis cinéticos da reacdo é explicada pelos fatores que
influenciam os mecanismos de processos redox: pela transferéncia por difusdo de massa
do analito em solugdo sobre a superficie eletrodica, pela transferéncia de carga entre o
analito e o eletrodo, e pelas reacdes quimicas acopladas a algum destes processos que

podem ocorrer.
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4.3 Anélise de MDMA em SPE

Um aspecto de grande relevancia sobre o uso de fluido oral é o volume de amostra
coletado, e que ao realizar as medidas em sistema eletroquimico convencional, resulta em
um fator de diluicdo, a fim de preencher o volume da célula eletroquimica com a solucéo
contendo o eletrdlito de suporte e 0 analito. Ao coletar 500 pL de fluido oral, por exemplo,
ocorre uma diluicdo em torno de 7 vezes para preencher o sistema convencional com 3,5

mL de solucéo.

Desta forma, o uso de eletrodos impressos comerciais (SPE) foi apropriado por
requerer menor volume de amostra e facilitar a aplicacdo em sistemas portateis, uma vez
que uma gota de 50 puL podem ser suficientes para analise e ndo requer a montagem de

toda a célula eletroquimica em campo.

Apds estabelecer os melhores parametros experimentais em sistema convencional
com pasta de carbono e saliva artificial, migrou-se para os SPE, aplicando-se as mesmas
condi¢des. Uma vez conhecido o procedimento para o preparo de amostra a partir de
fluido oral coletado e fortificado com padrdo, foi possivel investigar a aplicabilidade
desses eletrodos.

Uma mesma solugdo de concentragdo de 6,15 10 mol L de MDMA apresentou
uma corrente de pico de 1,96 10 A por Voltametria de Onda Quadrada em SPE em
comparagao a intensidade de 3,68 10 A por Voltametria Ciclica. Desta forma, os estudos
em fluido oral aplicados neste tipo de eletrodo foram realizados apenas através da técnica
de Voltametria Ciclica.

A Figura 20 compara o perfil eletroquimico de solucBes de saliva artificial e de

amostra real de fluido oral fortificadas com padrdo de MDMA em SPE.
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Figura 19: Comparacao da resposta voltamétrica obtida para eletrodos impressos entre 0 MDMA
em saliva artificial (a) e em fluido oral (b). Condicdes experimentais: pré-concentragdo em 0,7 V
por 30 s e velocidade de varredura de 100 mV s™.

A andlise de solugbes de saliva artificial contendo sucessivas adi¢cGes do padréo
de MDMA ndo mostrou um comportamento linear, de modo que impossibilitou a
confeccdo de uma curva analitica. Desta forma, tem-se uma analise de carater qualitativo,

através da presenca do sinal de oxidacao observado em torno de 1,0 V.

A partir deste ponto, as pesquisas sobre MDMA focaram-se na andlise por

Voltametria Ciclica em eletrodos impressos comerciais a partir de solucéo de fluido oral.

4.4 Preparo de amostra (fluido oral)
Conhecidas as condi¢cfes de analise, a pesquisa passou a explorar a anélise de
MDMA em fluido oral. Para esta etapa, primeiro verificou-se a interferéncia da matriz na

solugéo e posteriormente, qual o procedimento para preparo de amostra seria mais
adequado.

Ao misturar-se a amostra de fluido oral, fortificada ao padrdo em solucéo
contendo o eletrélito de suporte de LiClOa, ndo houve a resposta voltamétrica do analito.
Sobre os aspectos fisicos da solugcdo, ndo apresentava viscosidade que pudesse interferir
na leitura, e partiu-se para a investigacdo sobre possivel interferéncia das proteinas
presentes na matriz bioldgica.
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Para a desnaturacdo das proteinas, explorou-se o efeito sobre a acidificacdo de

solucéo, adicdo de solvente organico e adic¢do de sais.

A acidificacdo da fluido oral ocorreu pela adi¢do de &cido nitrico em diluicdo com
agua na ordem de 1:1 e homogeneizagdo posterior da solucdo, atingindo pH 2,0 e ao
analisar, constatou-se que ainda permanecia a perda significativa da intensidade do sinal

voltamétrico.

Através da adicdo de solvente organico (acetonitrila) a solucéo de fluido oral com
o eletrolito de suporte, esperava-se que pela afinidade do solvente com o analito,
ocorresse sua detecgédo. Entretanto ainda néo foi suficiente para que possibilitasse o sinal

analitico na matriz.

Desta forma, optou-se pela adicdo de sais que promovam o efeito salting out, o
qual pelo aumento da forca ibnica, favorece-se a interacdo entre as moléculas de
proteinas, ocorrendo sua precipitacdo. Deste modo, a partir da solucdo de sobrenadante,

coleta-se a fracdo a ser depositada no eletrodo. [56]

Os primeiros testes ocorreram com adigéo de sulfato de amonio (NH4)2SOs na
amostra real de fluido oral fortificada com padrdo. Adicionou-se o0 sal e prosseguiu-se
com o preparo de solucdo de forma gque a concentracdo final, adicionando-se o eletrdlito

de suporte.

Observou-se que a intensidade de sinal para VVoltametria Ciclica foi muito baixa,
e ao analisar por Voltametria de Onda Quadrada, a baixa intensidade ainda era um

problema que inviabilizaria o desenvolvimento de metodologia.

Em seguida, adicionou-se sulfato de magnésio MgSQOs e prosseguiu-se com as
analises tendo este sal no procedimento de preparo de amostra, uma vez que sua adi¢do

se mostrou como efetiva para obtencédo de sinal analitico para 0o MDMA.

Assim, como as bioanalises também utilizam de sulfato magnésio, realizou-se um

estudo sobre o uso deste sal para a aplicacdo em fluido oral.
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4.5 Anélise voltamétrica com fluido oral

A vantagem do uso de fluido oral como matriz bioldgica é explicada pela sua
disponibilidade facil e conveniéncia como técnica ndo invasiva para coleta. Na literatura,
Desrosiers et al. (2013), [57], expbe-se inclusive as altas concentragdes de MDMA em
fluido oral em comparagdo com seus metabdlitos, os quais sdo normalmente quantificados

em amostras como urina e Sangue.

A analise preliminar em sistema convencional com saliva artificial indiciou a
possibilidade promissora na deteccdo de MDMA em fluido oral. A etapa de otimizacao
nessas condicdes foi importante para que os testes com fluido oral coletado de voluntarios

fossem mais assertivos.

Uma vez conhecido qual o melhor eletrolito de suporte, as anélises com fluido
oral foram realizadas com LiClO4. Apesar de se ter um custo de aquisi¢do mais alto que
0 KClI, cerca de 5 vezes a mais em consulta com a fabricante Merck, a maior sensibilidade
e menores valores de LD e LQ acabam por justificar esta escolha. A analise em matrizes
bioldgicas engloba valores de concentracdo mais baixos, e obter uma metodologia
quantitativa para MDMA por técnicas voltamétricas abrangendo uma faixa de trabalho

em valores baixos, requer este investimento.

A pesquisa sobre o tratamento de amostra a ser realizado levou em consideragédo
premissas como facilidade e rapidez no preparo. O custo, ainda se comparado ao
tratamento e analise cromatogréafica, mostra-se com valores baixos, uma vez que ndo ha

necessidade de filtragem e exigéncia de maior grau de pureza dos reagentes.

A andlise por SPE das solu¢des de fluido oral coletado foram fortificadas com o
padrdo de MDMA, com a posterior adicdo de LiClO4 indica a presenca de um sinal
anodico em 1,05 V, conforme expde a Figura 21. Apesar da maior viscosidade do fluido
oral, ao misturar com a solucéo aquosa contendo o eletrolito de suporte, o potencial de
pico ndo se deslocou significativamente, resultando em uma variagdo aproximada de
10%.
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Figura 20: Resposta para Voltametria Ciclica para sucessivas concentragdes de MDMA em
solugdo a partir de amostra real de fluido oral com LiClO4 como eletrdlito de suporte em anélise
com eletrodo impresso comercial. CondicOes experimentais: pré-concentracdo em 0,7 V por 30s
e velocidade de varredura 100 mV s,

A partir da curva analitica, estabeleceu-se a relacdo linear em que a sensibilidade
é dada por 0,12 A L mol™ e o coeficiente linear por 5,18 10°°. O coeficiente de correlacio
linear foi de 0,9759. O LD e LQ foram calculados pela mesma forma que no caso da
saliva artificial, sendo seus valores, respectivamente, 5,35 10® mol Lt e 1,78 10° mol L

1. Ao converter esses valores em pg mL™, tem-se 1,03 pg mL* e 3,45 pg mLL,

Desrosiers et al. (2013) [57] reporta uma faixa de concentragio entre 8,49 10
mol L (1,65 pg mL™Y) e 2,46 10° mol L (4,75 pug mL?) de MDMA em fluido oral, em
um cenario em que as analises realizadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas foram feitas em amostras coletadas de voluntarios apds 2 horas
do consumo da droga. Barnes et al. (2011) [18] apresenta uma concentragdo maxima de
1,5 pg mL* como valor maximo observado em fluido oral de amostras coletas de usuarios

da droga expostos a uma dosagem mais baixa, 2 horas antes da coleta.
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Com base nessas informagdes, constata-se que os LD e LQ obtidos atendem o
intervalo de concentracdo de MDMA ja trabalhados em literatura, podendo constatar o

uso recente da droga em usuarios.

Em relagéo aos resultados obtidos usando-se de um sistema convencional de pasta
de carbono com maior area eletrodica (pasta de carbono: parafina em 90:10) com o
eletrolito de suporte LiClO4 em solugéo aquosa, os valores de LD e LQ foram 0,33 pg
mL? e 1,11 pg mL?, respectivamente. Tais dados estdo registrados na referéncia de
Katayama, et al (2020) [43] e mostram que em tais condi¢des ha uma melhora na
capacidade de deteccdo em niveis 3 vezes menores. Esta diferenca é justificada pela

maior area de eletrodo de trabalho em contato com a solucéo contendo o MDMA.

Ja para a analise em SPE com solucdo aquosa de LiClOg, os valores de LD e LQ
foram, respectivamente, 1,75 ug mL? e 5,81 pug mL*?, o que mostram valores bem

préximos aos obtidos em analise com a matriz de fluido oral.

4.6 Anélise de interferentes

Partindo-se do mesmo procedimento de preparo de amostras, verificou-se a
resposta para algumas substancias interferentes da analise de MDMA. Comumente
pilulas de ecstasy tem em sua composi¢do cafeina, procaina, teobromina e lidocaina. A
escolha de tais substancias foi com base em anélises realizadas para amostras apreendidas,

citadas anteriormente.

A partir da Figura 22 constata-se que nenhuma das substancias influenciou no
comportamento do MDMA, seja em deslocamento de potencial de pico ou na intensidade
de sinal. A Figura 22 a) mostra o comportamento voltamétrico na auséncia de MDMA
enguanto na Figura 22 b) tem-se o perfil com a droga adicionada. Ou seja, 0s picos
observados na lidocaina e teobromina isoladas surgem em torno de 1,0 V, e 0o MDMA
tem seu potencial de pico em 1,1 V. na presenca de MDMA, as intensidades dos picos

das substancias interferentes foram muito mais baixas também.
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Figura 22: Resposta para VVoltametria Ciclica para substancias interferentes na auséncia (a) e com
presenca de MDMA (b) em solugdo a partir de amostra real de fluido oral com LiClOs como
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eletrolito de suporte em analise com eletrodo impresso comercial. CondicBes experimentais: pré-
concentragdo em 0,7 V por 30 s e velocidade de varredura de 100 mV s™.

Partindo-se de um cenario em que o consumo de MDMA muitas vezes esta
associado a ingestdo de bebidas alcodlicas, verificou-se a resposta com a presenca de

etanol, registrado na Figura 23.

A solugdo com o padrdo de MDMA foi preparada em etanol e depois adicionada
a amostra de fluido oral coletada, na mesma maneira que o preparo das amostras foi
realizado. Desta forma, simula-se o cendrio em que o MDMA foi consumido

concomitantemente a ingestdo de bebida alcodlica.
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-02 00 02 04 06 08 1.0 1.2 1.4 1.6

E/V vs Ag/AgCI

Figura 21: Resposta para Voltametria Ciclica para MDMA em solugBes de metanol e etanol a
partir de amostra real de fluido oral com LiClOs como eletrélito de suporte em analise com
eletrodo impresso comercial. Condicdes experimentais: pré-concentracdo em 0,7 V por 30 s e
velocidade de varredura de 100 mV s,
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Constatou-se que ndo houve alteracdo na intensidade de corrente de pico com a
troca de solvente. Ambas as leituras foram realizadas com a mesma concentracdo de
MDMA, em 1,28 10 mol L. Indica-se assim que a quantificacio de MDMA néo é

prejudicada com a presenca de etanol na solucao.

4.7 Analise de A9-THC

Para o analito em questdo, partiu-se das condi¢fes experimentais previamente
exploradas pelo grupo de pesquisa e reportadas em literatura por Balbino et al. [58].
Primeiramente, verificou-se a resposta em solugéo de saliva artificial e posteriormente
utilizou-se a amostra real de fluido oral, preparada em mesmo protocolo para a analise de

MDMA, para analise em SPE comercial.

Sucessivas leituras de diferentes concentragdes de A9-THC, cuja adi¢do de padréo
foi realizada em solucéo de saliva artificial, ndo mostraram resposta em SPE comercial e

nem em sistema convencional, com pasta de carbono.

No caso da solucdo de fluido oral fortificada com a adi¢do de padrdo, observa-se
seu sinal sem uma relacdo linear entre o pico do analito e a intensidade de corrente. Para
fins de teste qualitativo sobre a presenca de A9-THC em fluido oral, como indicativo de
uso recente, verificou-se a estabilidade do analito na solucdo. Duas leituras foram feitas,
sendo a primeira imediatamente apds o preparo da solucdo e outra apds um intervalo de

4 horas, expostos na Figura 24.
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Figura 22: Resposta para Voltametria Ciclica em dois momentos (logo apds preparo de solugéo e
decorridas 4 horas) para A9-THC a partir de amostra real de fluido oral com KNOs; como eletrdlito
de suporte em analise com eletrodo impresso comercial. Condigdes experimentais: velocidade de
varredura de 100 mV s, tempo de pré-concentragdo de 60 segundos em - 0,5 V

O armazenamento da solucgdo ocorreu em temperatura ambiente e para o presente
procedimento de preparo de solucgdo de fluido oral, ndo € possivel obter uma estabilidade
do analito. Em termos praticos, a coleta de amostra, preparo e analise teriam que ocorrer
de modo sucessivo e imediato, sendo este um ponto a ser pesquisado a fim de melhorar a

metodologia para fins de aplicacdo na rotina forense.

N&o foi possivel estabelecer uma resposta linear sobre a resposta voltamétrica
frente a diferentes concentragdes de A9-THC, o que impossibilitou a confecgéo de curva

analitica e quantificacéo deste analito em amostras reais de fluido oral.

Verificou-se a resposta do metabdlito 11-nor-9-carboxi-THC, encontrado em
individuos que consumiram A9-THC e cuja detec¢éo na rotina toxicologica forense exclui
os casos de individuos expostos de forma passiva ao uso de cannabis. Através da Figura
25, em uma adigdo a solugdo contendo A9-THC, em solucéo de fluido oral, observa-se
que seu sinal possui 0 mesmo potencial de pico.
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Figura 23: Resposta para Voltametria Ciclica para A9-THC e 11-nor-9-carboxi-THC a partir de
amostra real de fluido oral com KNO3z; como eletrélito de suporte em analise com eletrodo
impresso comercial. Condigdes experimentais: velocidade de varredura de 100 mV s, tempo de
pré- concentracdo de 60 segundos em - 0,5 V.

As concentragdes 11-nor-9-carboxi-THC encontradas em amostras reais de fluido
oral de usuérios, de acordo com a literatura (Milman et al, 2012) [59], sdo em torno de
0,5 pg L%, 0 que equivale a valores mil vezes mais diluidos que a concentragio analisada
por voltametria.

A presenca do pico oxidativo no mesmo potencial (em torno de 0,5 V) para A9-
THC e 11-nor-9-carboxi-A9-THC pode ser explicado pela presenca do grupo fendlico,
comum em ambas as estruturas, responsavel pela resposta anodica, conforme a Figura 26.
[25, 26, 60]
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Figura 24: Reacdo de oxidag@o na molécula de A9-THC. (referéncia [26])

4.8 Impresséo 3D de eletrodos

Para a producdo de eletrodos em impressora 3D, alguns aspectos foram
necessarios a fim de viabilizar seu uso para fins como eletrodos. Além do desenho, 0s
parametros de impresséo foram verificados visando uma produgdo com menos falhas e

gue garanta que a superficie eletrodica seja mais uniforme e com menor rugosidade.

A) Variacao de temperatura no bico de extrusao
Avaliacdo sem analise voltamétrica, verificando a rugosidade do eletrodo de
forma visual, sobre os polimeros condutor e ndo condutor, sendo 0 primeiro caso mais
critico, por influenciar na area de trabalho para a medida amperométrica. Para o segundo
polimero a rugosidade na superficie influencia no encaixe do eletrodo ao conector para

eletrodos impressos.

Uma vez conhecida a faixa de temperatura que o polimero PLA pode atuar,
realizou-se a impressado de teste em forma de rampa de temperatura, variando-se de 180
°C a 220 °C, a fim de verificar quais valores ndo seriam indicados. Por fim, estabeleceu-

se como temperatura de extrusdo ideal a 190 °C para ambos os polimeros.

B) Variagdo no sentido de impressao
Novamente a avaliacdo foi feita sem analise voltamétrica, verificando a
rugosidade do eletrodo de forma visual. Comparou-se a impressao realizada de forma que
a superficie eletrodica fosse impressa em dois sentidos: a primeira op¢ao com a area de

base menor e a segunda opc¢do com a area de base maior, ampliando a superficies de
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impressdo. A Figura 27 esquematiza os dois modos de impressdo testados para a

confecgéo dos eletrodos.

a) b)

_ p—

Figura 25: Maneiras de realizar a impressdo dos eletrodos em impressora 3D, a partir da
modificacdo da base do produto, sendo em a) menor area de contato e b) maior area de contato.

Na primeira opcao, verificou-se maior falha nas bordas, o que comprometeu o
encaixe ao conector de eletrodos, além de ter danificado um ndmero maior de unidades
impressas. Para a deposicdo do polimero condutor, observou-se a falta de alinhamento no
depdsito de impressdo, ocasionando falhas que podem afetar no desempenho dos

eletrodos. Desta forma, a impresséo foi realizada conforme ilustra a Figura 27b.

C) Variagdo no bico de extrusdo
A impressdo foi realizada primeiramente em bicos de 0,45 mm, mas visando maior
precisdo sobre a area impressa, testou-se a troca por bicos menores, de 0,30 mm e
utilizando-se maior temperatura (200 °C), a fim de favorecer o derretimento do polimero
para a passagem pelo bico de saida. Nao foi possivel concluir este teste, uma vez que
houve grande recorréncia de entupimento nos bicos de extrusdo ao longo do processo de

impressao.

D) Variagdo na composicao de tinta de prata
A avaliacdo com andlise voltamétrica, feita com sistema Ks[Fe(CN)e]/

Ka[Fe(CN)s], comparou o uso da tinta de prata da Sigma Aldrich, e a tinta comercial de
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prata para fins eletrénicos como eletrodos de referéncia. Apos a impressao de eletrodos,
uma camada de tinta foi depositada sobre o filamento de referéncia, aguardando
aproximadamente 2 horas para secagem. O uso de tinta comercial se mostrou satisfatorio,

0 que implica na diminuicdo de custo de producéo do eletrodo.

E) Eletroativacao
A eletroativagdo ocorreu pela aplicacdo de 10 ciclos consecutivos de voltametria
ciclica com eletrélito de suporte. A aplicacdo desta etapa mostrou melhora no sinal

voltamétrico obtido em relacdo a uma andlise direta da solu¢do com analito.

F) Lixamento de superficie antes da anélise
Utilizou-se de lixa em granulometria 100, cuja superficie foi umidificada com
algumas gotas de agua MilliQ antes de lixar a superficie do eletrodo. Este procedimento
visou garantir maior uniformidade e reparar eventuais ressalvas ocasionadas da falha de
impressdo. Constatou-se que houve melhoras no perfil voltamétrico, com picos em maior

intensidade.

Ap0s os testes realizados, foi possivel estabelecer um procedimento de fabricacdo

de eletrodos a serem utilizados na pesquisa.

A Figura 28 apresenta o eletrodo produzido antes do deposito de tinta de prata,
com as respectivas indicacdes de eletrodos no desenho, em que o polimero marrom

corresponde a composi¢do ndao condutiva, enquanto o material preto é condutivo.

Eletrodo de Trabalho

Contra eletrodo

EJetrodo de Referéncia
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Figura 26: Modelo de eletrodo impresso confeccionado em impressora 3D.

Ao realizar sucessivas medidas no eletrodo, constata-se que os eletrodos recém-
preparados em impressora 3D passam a ter a resposta comprometida apos
aproximadamente 30 ciclos, sendo este nimero sua vida Util.

Na Figura 29 compara-se o perfil voltamétrico para a mesma solucdo de
KsFe(CN)s 4,96 10* mol L't em KCI 1 mol L em sistema de eletrodos com pasta de

carbono, eletrodo impresso comercial e eletrodo confeccionado em impressora 3D.

i
1

I:CEII'I'OI'IIE"[JQ\J b

Comerte (A)
Comente (4)

F—mpeoy 2ms 107 maL

F—rmremy, 2ms 10 mar

B 2 y B oo - e e e
mrcid s S B an am 08 i ua us

Figura 27: Voltamogramas ciclicos para analise de Ks[Fe(CN)g] 4,96 10 mol Lt em KCI 1 mol
L1, a100 mV s a) sistema convencional com pasta de carbono; b) eletrodo impresso comercial;
c) eletrodo de impressora 3D

A partir dos voltamogramas obtidos, € possivel determinar os potenciais dos picos
de oxidacao e reducdo, além de calcular as intensidades de cada sinal, e reportam-se todas

essas informacGes no Quadro 9.

Quadro 4: Relagdo de potenciais e intensidade para os sinais anddicos e catddicos obtidos por
voltametria ciclica para cada sistema de eletrodo distinto.

Eoxi (V) Ipoxi (A) Ered (V) Iprea (A)
Pasta de carbono 0,73 1,03 10°® -0,12 5,25 10°®
Eletrodo impresso comercial | 0,25 2,24 10°® 0,09 3,30 10°®
Eletrodo de impressora 3D | 0,30 1,0310° -0,09 2,85 10
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Através do Quadro 9, é possivel observar que o uso de tinta de prata no eletrodo
de referéncia em sistemas de impressora 3D ndo implicou em um deslocamento de pico
significativa, com intensidades de corrente proximas as observadas em eletrodos

impressos comerciais.

4.9 Anélise em eletrodos fabricados por impressora 3D

Para as analises de MDMA, primeiramente verificou-se a possibilidade de
deteccdo em solucdo aquosa, para que posteriormente trabalhasse o preparo de amostra.
Além disso, o resultado positivo em solucdo aquosa, implica em uma nova aplicagdo para

amostras apreendidas.

Nas Figuras 30 e 31, € possivel observar que em uma concentracdo de MDMA a
8,9 10 mol L n3o ha sinal voltamétrico para as duas possibilidades de eletrolito de
suporte exploradas no projeto. Em sistema convencional ou em eletrodos impressos

comerciais, constata-se sinal em concentra¢Ges até mais baixas que a utilizada para teste.
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30107

20107 4

10107 -

Q-

Cormrente (A)

10107

; —— LiCI0, 1 el L

20107 . .
. s — LiCIO, T rmal L + BDhAs 85 107 mol L

3.0 —— T T 7T T T " T T T T T 7T
0z oo oz 0.4 06 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

Potencial vs Ag (V)

Figura 28: Resposta para voltametria ciclica para sucessivas concentragdes de MDMA em solucédo
a partir de amostra de real de fluido oral com LiClOs 1 mol L como eletrélito de suporte em
andlise com eletrodo impresso comercial. Condi¢Ges experimentais: pré concentracdo em 0,7 V
por 30 s e velocidade de varredura de 100 mV s™.
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Figura 29: Resposta para voltametria ciclica para sucessivas concentracdes de MDMA em solugéao
a partir de amostra real de fluido oral com KCI 3 mol L como eletrélito de suporte em andlise
com eletrodo impresso comercial. Condic¢Oes experimentais: pré-concentragdo em 1,2 V por 10 s
e velocidade de varredura de 10 mV s

Conforme apresentado, ndo houve sinal voltamétrico nas solugdes aquosas dos
eletrdlitos de suporte trabalhados (LiClOs e KCI), desta forma, optou-se em n&o

prosseguir com a tentativa de analise em fluido oral.

Para o A9-THC em solucéo aquosa de KNO3 0,1 mol L™, é possivel realizar testes
de carater qualitativos, sendo a quantificacdo até o presente momento invidvel para estes
eletrodos, uma vez que a resposta amperométrica ndo se mostrou linearmente

proporcional a presenca de analito.

A Figura 32 mostra os resultados obtidos em duas concentragdes distintas de A9-
THC, apo6s o tratamento de baseline no voltamograma ciclico, e alguns aspectos podem
ainda ser investigados, como a impressdo dos eletrodos ou 0 ajuste de parametros

experimentais para este analito.
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Figura 30: Resposta para voltametria ciclica ap6s tratamento de dados sobre a linha base, para
diferentes concentragdes de A9-THC em solucdo de KNO3 0,1 mol L como eletrélito de suporte
em andlise com eletrodo confeccionado em impressora 3D. CondicBes experimentais: pré-
concentracdo em -0,1 V por 10 s e velocidade de varredura de 150 mV s,

Como nao foi possivel estabelecer uma relagdo quantitativa para o A9-THC nesses

eletrodos, ndo se prosseguiu com a analise de amostras apreendidas.

4.10 Andalise de metabolito (A9-THC)

Expandiu-se a pesquisa para verificar se 0os metabolitos das respectivas drogas de
abuso possuem sinal voltamétrico nas mesmas condicdes estabelecidas. Desta forma, €
possivel aprofundar os estudos para a deteccao dos principais metabdlitos, de forma que

a analise seja especifica ao constatar usuarios das drogas.

No caso do A9-THC, através do mesmo procedimento de preparo de solugéo, analisou-
se a solucdo em SPE comercial, obtendo uma resposta de corrente proporcional a concentracao

de analito presente.
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Figura 31: Resposta para voltametria ciclica para sucessivas concentragfes de 11-nor-A9-THC a
partir de solugdo de fluido oral com KNOs 0,1 mol L't como eletrélito de suporte em analise com
eletrodo impresso comercial. Condigdes experimentais: pré-concentracdo em -0,1 V por 10 s e
velocidade de varredura de 150 mV s,

Através da curva analitica estabelecida, tem-se a equacéo ip = 0,1001 A L mol*
[11-nor-A9-THC] - 8,12 10°® A, sendo a linearidade em 0,9662. O LD e LQ foram,

respectivamente, 8,01 10-5 mol L e 2,67 mol L.

Para fins de comparagdo com os valores reportados em literatura, ao converter 0s
valores de concentragdo encontrados, tem-se 27 pg mL?e 91 pg mL?. Tais valores
mostram-se muito acima da concentracdo reportadas em literatura para a matriz de fluido
oral, necessitando que a metodologia seja adaptada a fim de obter uma sensibilidade 1000
vezes menor. [61]

A vantagem da andalise de metabdlitos estd na maior especificidade sobre o

usuario, podendo detectar o uso de drogas de abuso decorridas horas e dias, de acordo
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com a matriz biologica selecionada. O 11-nor-A9-THC tem grande relevancia por

minimizar a possibilidade de exposi¢do passiva nos testes de drogas.

Os testes em impressora 3D mostram que, apds o devido tratamento de dados
sobre o sinal obtido, € possivel observar um sinal proporcional com a concentragdo do

metabolito, conforme expde a Figura 34.
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Figura 32: Resposta para voltametria ciclica antes e ap6s tratamento de dados sobre a linha base,
para sucessivas concentracoes de 11-nor-A9-THC a partir de solugdo de fluido oral com KNOs
0,1 mol L como eletrélito de suporte em andlise com eletrodo impresso comercial. Condigdes
experimentais: pré concentracdo em -0,1 V por 10 s e velocidade de varredura de 150 mV s

A curva analitica apresentou linearidade de 0,9283, com equagéo ip = 1,30 10 A
L mol™[11-nor-9-carboxi-A9-THC] + 2,36 108A, o LD 3,70 10° mol L' e LQ 1,23 10*
mol L. Novamente, a conversdo de unidades, apontam os respectivos valores de LD e
LQ: 12,7 ugmLte 42,3 uygmL?.

As concentracOes trabalhadas estdo muito acima dos valores reportados na
literatura cientifica. Entretanto, a partir desses resultados, possibilita-se explorar um novo
campo, buscando otimizar o sinal observado e estendendo as aplicacfes da técnica

voltamétrica para a toxicologia.
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4.11 Anélise de metabdlito (MDMA)

A fim de verificar a possibilidade de estender os estudos para outros metabdlitos,
verificou-se a resposta para o metabolito HMA e MDA em sistema aquoso, com célula
eletroquimica convencional (pasta de trabalho para os eletrodos de trabalho e auxiliar, eletrodo
de referéncia de Ag/AgCl), utilizando-se de KCI como eletrélito de suporte. A Figura 35 mostra
o resultado obtido para 0 HMA.
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Figura 33: Resposta voltamétrica do HMA com eletrdlito de suporte KCI 0,1 mol L*; Eletrodo
de trabalho pasta de carbono: parafina 50:50, eletrodo auxiliar pasta de carbono: parafina 60:40 e
eletrodo de referéncia Ag/AgCl; pré-concentracdo em 1,2 V por 10 s, velocidade de varredura 10
mV st

O MDA para as condi¢cbes experimentais propostas ndo mostrou sinal
voltamétrico, indicando-o como uma substancia ndo interferente para a anlise de MDMA
no sistema convencional com KCI, mas ao buscar o seu sinal para diferenciacdo, é
necessario realizar mais testes. A literatura cientifica mostra que ao variar as condi¢des
analiticas, como o eletrdlito de suporte e eletrodo de trabalho, hd a possibilidade da

analise concomitante dessas duas substancias.[45]

O HMA mostrou resposta linear apds sucessivas adi¢des, possibilitando a sua
quantificacdo, o que possibilita a extensdo desta pesquisa para analise de outras matrizes

bioldgicas em sistema eletroquimico de baixo custo.
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Os valores de LD e LQ obtidos foram, respectivamente, de 1,31 10° mol L e
4,36 10° mol L | ao serem convertidos em pug mL™ equivalem a respectivamente, 2,84
e 9,48. Ha a necessidade de que tais valores sejam 1000 vezes menores a fim de atender
a demanda real, o que sera explorado futuramente, seguindo-se as mesmas propostas para
o metabolito de A9-THC.

Comparando-se com o sinal obtido em MDMA, cujo pico anddico ocorre por
volta de 1,3 V, para 0o HMA tem-se o sinal em potenciais mais baixos, em torno de 1,2 V.
O coeficiente de correlacdo linear foi obtido em 0,9768, com uma sensibilidade de 0,0225
A L mol %, ou seja, quase o triplo do observado para 0 MDMA, que foi em 0,009 A L

molL.

Para as andlises em eletrodo preparado em impressora 3D, ndo houve resposta

voltamétrica para o HMA até o momento.
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5. CONCLUSOES
Os resultados indicam que as técnicas voltamétricas possuem grande potencial
para analise de fluido oral, viabilizando um sistema de medi¢cdo com os eletrodos

impressos, sem a necessidade de modificacdo quimica na superficie.

O uso de pasta de carbono como eletrodo de trabalho e auxiliar no sistema
convencional se mostra como uma alternativa viavel de baixo custo para medicGes
eletroquimicas em sistema convencional, podendo inclusive ser aplicado nas analises de

interesse forense.

Para a determinagdo de MDMA em saliva artificial e real, o uso de LiCIO4 como
eletrolito de suporte mostrou-se como melhor reagente. A metodologia proposta ndo
utiliza solvente orgéanico, e requer um simples preparo de amostra, a partir apenas de
adicdo de MgSOs, sendo uma vantagem para a analise. Além disso, os resultados mostram
que a metodologia proposta € especifica, frente a presenca de diversas substancias

interferentes.

Considerando-se os valores observados como limite de detecgdo, proximos aos
reportados em metodologias cromatogréficas, é possivel aplicar a presente metodologia

para analise de rotina na area forense, focando-se no consumo recente da droga.

Para a determinacao de A9-THC, 0s mesmos parametros experimentais aplicados
previamente para analise de amostras apreendidas mostram-se vidveis para analise em

amostra real de fluido oral.

Além disso, 0 mesmo procedimento de preparo de amostra a partir de fluido oral
para MDMA pode ser aplicado para o A9-THC, mas h& uma delimitacdo sobre o intervalo
de tempo entre a leitura voltamétrica e a coleta de amostra. A quantificacdo de 11-nor-
A9-THC se mostrou viavel, mas necessita de estudos posteriores que viabilizem tal analise

adequada a rotina forense.

A producéo de eletrodos em impressora 3D se mostrou promissora, cuja resposta
voltameétrica para sistema de Kas[Fe(CN)s]/ Ka[Fe(CN)s] se mostrou coerente e a
aplicabilidade no campo da analise forense, promissora, permitindo a analise qualitativa
de A9-THC.
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Os resultados apresentados indicam a possibilidade de uso em analises
toxicologicas para anélise de metabdlitos, necessitando para tal, ajustes que possibilitem

detectar concentracGes mais baixas.
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6. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos com a confecgéo dos eletrodos em impressora 3D,
constata-se que aspectos sobre seu formato podem ser aperfeicoados. De acordo com a
Equacdo (01), apresentada anteriormente na Secdo 1.7 (Introducdo), tem-se a relacdo
direta entre intensidade de corrente com a area eletrodica. E possivel entéo que através de
um novo desenho de eletrodo, com maior area do eletrodo de trabalho, haver4d uma

melhora na sensibilidade, permitindo a detec¢do em concentragdes mais baixas.

Outro ponto a ser considerado € o0 uso de outros materiais condutores aderidos no
polimero PLA, tal como o Grafeno e Carbon Black, para a fabricacdo dos eletrodos em
impressora 3D. A literatura cientifica vem mostrado a viabilidade desses materiais para a
analise voltamétrica de diversos analitos, tais como explosivos e entorpecentes. [45, 62,
63].

Para futuros projetos de pesquisas, 0s resultados mostram a exploracdo de
condicGes experimentais que permitam a pré concentracdo de analito podem viabilizar a

analise de metabdlitos, sendo necessarios seus testes nas matrizes biologicas.

Além disso, sabendo da maior abundancia desses metabolitos de MDMA e A9-
THC em matriz de urina, possibilita-se a exploracdo do sinal voltamétrico a partir deste
tipo de amostra, em pesquisas posteriores, que englobem também o tratamento de

amostras.

Considerando-se o contexto comercial apresentado, somada a crescente demanda
pela inovacéo, é possivel indicar que a fabricacdo de eletrodos em impressora 3D com
foco nas analises voltamétricas focadas na toxicologia como um promissor campo de
pesquisa. Espera-se que com base nos resultados apresentados, impulsiona-se trabalhos
que aliem a demanda da sociedade com empresas que tenham viés de desenvolvimento

com a pesquisa nacional.
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8. ANEXO

Segue abaixo o Oficio 114 da Comissdo de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, encaminhado ao Prof. Dr. Marcelo Firmino
de Oliveira autorizando o uso de coleta de fluido oral para as pesquisas relacionadas ao
projeto coordenado pelo docente, intitulado “Desenvolvimento de sensores voltamétricos
descartaveis para a determinacdo de substancias entorpecentes em amostras de interesse
farmacéutico forense.”
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Universidade de 530 Paulo
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Prete
Comité de Etica em Pesquisa

Prezado Pesquisador,

Comunicamos a V. Sa. que o projeto de pesquisa
intitulado “Desenvolvimento de sensores voltameétricos descartaveis para a
determinagio de substancias entorpecentes em amostras de interesse
farmacéutico e forense” foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FFCLRP-USP em sua 231®* Reunido Ordinaria, realizada em 22.09.2022, e
enquadrado na categoria: APROVADO (CAAE n® 60079122.5.0000.5407).

Solicitamos que eventuais modificacdes ou emendas ao
projeto de pesquisa sejam apresentadas ao CEP, de forma sucinta,
identificando a parte do projeto a ser modificada e suas justificativas. De acordo
com a Resolugdo n® 466 de 12.12.2012, devem ser entregues relatorios

semestrais e, ao término do estudo, um relatorio final, sempre via Plataforma

Brasil.
Atenciosamente,
WO
@&w Uy
Profa. Dra. Carmen Licia Cardoso
Yice coordenadora
llmo. Sr.

Marcelo F Oliveira
Departamento de Quimica da FFCLRP - USP

CEF - Comite de Etica em Pesgusa da FFCLRF USF
Av. Bandeirantes, 2000 - Bloco 01 da AdministracSo - Sala 07.
14040-201 - Ribeirdo Preto - 5P — Brasil. Fone: I:"Iﬁ:l 33154811,

Homepage: hitp:www ficlmp.wsp br. E-mail: costpd@listas ficlp.usp br.
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