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RESUMO

O numero de casos em que a escopolamina (SCO) foi usada para fins
recreativos e predatorios aumentou dramaticamente nas ultimas décadas.
Atrelado a isso, existe a preocupacdo em obter a SCO por meio da
degradacdo térmica da butilescopolamina (BSCO) — principio ativo do
Buscopan® — medicamento comercializado sem prescricdo médica. Neste
estudo, misturas contendo SCO e BSCO foram separadas e detectadas em
microssistema eletroforético (MSE) acoplado a deteccdo condutométrica sem
contato (C*D) usando um tampdo de corrida composto de 40 mmol Lt de
acido butirico e 25 mmol L de hidréxido de sédio (pH 5,0). A separacéao foi
realizada em aproximadamente 115 s com resolugéo de 1,3 e eficiéncia de
separacdo de 1,4x10° e 1,5x10° pratos teéricos m! para SCO e BSCO,
respectivamente. O limite de detecgdo de 1,1 ymol L foi alcancado para
ambas as espécies e o método desenvolvido revelou repetibilidade satisfatoria
com valores de desvio padrao relativo (DPR) para quarenta e oito injecdes
entre 4,8 e 9,4% para areas de pico e menores que 3,3% para tempos de
migracdo. Além disso, a precisdo inter-dias foi avaliada para dezesseis
injecdes (uma sequéncia de quatro injecdes realizadas em quatro dias) e os
valores de DPR foram inferiores a 6,6% para areas de pico e 2,2% para
tempos de migracdo. Valores de recuperacao satisfatorios (95 — 114%) foram
obtidos para todas as amostras de bebidas avaliadas (cachaca, vodca,
uisque, cerveja, refrigerante base de coca e suco de uva), bem como para
amostras de urina artificial (95 — 107%). Por fim, foi observada a converséo
de BSCO em SCO apds simples aquecimento da amostra de Buscopan® (ndo
sujeito a prescricdo médica), o que foi confirmado com sucesso por meio de
analise por eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas (CE-
MS). Com base nos resultados relatados, o uso de dispositivos MSE-C*D
demonstrou um enorme potencial para aplicagcbes no campo da quimica

forense.

Palavras-Chave: alcaloides tropanicos, detecgcéao eletroquimica, drogas de

abuso, quimica forense, microfluidica.
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ABSTRACT

The number of cases in which scopolamine (SCO) was used for both
recreational and predatory purposes has increased dramatically in recent
decades. Linked to this, there is a concern about obtaining SCO through
thermal degradation of butylscopolamine (BSCO) — an active ingredient of
Buscopan® — a drug sold without a medical prescription. In this study, mixtures
containing SCO and BSCO were separated and detected on a microchip
electrophoresis (ME) device with integrated capacitively coupled contactless
conductivity detection (C*D) using a running buffer composed of 40 mmol L
of butyric acid and 25 mmol L! of sodium hydroxide (pH 5.0). The separation
was performed within ca. 115 s with a resolution of 1.3 and separation
efficiency of 1.4x10° and 1.5x10° theoretical plates m™ for SCO and BSCO,
respectively. The limit of detection was 1.1 ymol L for both species and the
developed method revealed satisfactory repeatability with relative standard
deviation (RSD) values for forty-eight injections between 4.8 and 9.4% for peak
areas and lower than 3.3% for migration times. Furthermore, inter-day
precision was evaluated for sixteen injections (a sequence of four injections
performed over four days), and RSD values were less than 6.6% for peak
areas and 2.2% for migration times. Satisfactory recovery values (95 — 114 %)
were obtained for all evaluated beverage samples (cachaca, vodka, whiskey,
beer, coke soft drink, and grape juice) as well as for artificial urine samples (95
—107 %). Finally, the conversion of BSCO into SCO was observed after simple
heating procedure of Buscopan® sample (not subject to medical prescription),
which was successfully confirmed through analysis by capillary
electrophoresis coupled to the mass spectrometry (CE-MS). Based on the
reported results, the use of ME-C*D devices has demonstrated a huge

potential for applications in the forensic chemistry field.

Keywords: tropane alkaloids, electrochemical detection, drugs of abuse,

forensic chemistry, microfluidics.
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1 INTRODUCAO

1.1 BOA NOITE, CINDERELA!

As drogas facilitadoras de agressdes sexuais e/ou roubos tém se
tornado um assunto de preocupacdo crescente na sociedade, havendo um
aumento alarmante nos relatos desses crimes. Elas sdo popularmente
conhecidas pelos termos em inglés "drug-facilitated sexual assault" (DFSA),
"drink spiking" e "date rape”. No Brasil, sdo conhecidas como "boa noite,
cinderela". Essas drogas facilitadoras sao utilizadas com o intuito de
incapacitar as vitimas, tornando-as vulneraveis a abusos sexuais e roubos
(COSTA; LAVORATO; BALDIN, 2020; RIBEIRO, 2022). Embora o uso dessas
substancias néo seja algo novo, sua presenca e 0s riscos associados a elas
tém despertado a atencdo de autoridades, profissionais de saude e da
comunidade cientifica (HALL; MOORE, 2008).

Uma variedade consideravel de DFSA é comumente utilizada,
englobando substadncias como o &lcool, benzodiazepinicos (como
lunitrazepam, diazepam, temazepam, clonazepam, oxazepam), GHB (acido
y-hidroxibutirico), ketamina, escopolamina, anfetaminas (incluindo
metanfetamina e metilenodioximetanfetamina), barbitaricos, cocaina,
maconha, opiaceos, relaxantes musculares (como carisoprodol,
ciclobenzaprina, meprobamato), anti-histaminicos (como difenidramina) e
hidrato de cloral (LEBEAU et al.,, 1999; SOCIETY OF FORENSIC
TOXICOLOGISTS, 2021). Essa diversidade de substancias, com suas
notaveis diferencas quimicas, acarreta desafios adicionais as investigacoes
forenses, dificultando sua analise e identificacdo (LEBEAU et al., 1999;
NEGRUSZ; GAENSSLEN, 2003).

Além disso, muitas das DFSA séo frequentemente inodoras, insipidas
e incolores. Como resultado, sdo administradas furtivamente em alimentos ou
bebidas e também podem ser oferecidas a pessoas desavisadas, com o
objetivo de diminuir sua consciéncia e resisténcia, facilitando assim a
ocorréncia de crimes sexuais e roubos. Um fator agravante é que, quando

essas substancias sdo misturadas com alcool, os seus efeitos podem ser
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potencializados (DINIS-OLIVEIRA; MAGALHAES, 2013; HURLEY; PARKER,;
WELLS, 2006; LEBEAU et al., 1999).

Essas drogas, usadas como "boa noite, cinderela”, podem ocasionar
diversos efeitos colaterais. Os mais comumente relatados pelas vitimas
incluem confusdo, batimento cardiaco diminuido, tontura, sonoléncia,
julgamento prejudicado, falta de controle muscular, perda de consciéncia,
nausea e reducao da pressdo sanguinea (LEBEAU et al., 1999). Entretanto,
0s principais sintomas séo a perda de memoria e a diminui¢do da inibicdo das
vitimas. E por esse motivo principal que essas DFSA s&o escolhidas
opcionalmente por criminosos. Dessa forma, as vitimas ficam incapacitadas
de resistir aos avangos sexuais e tém dificuldade em lembrar claramente dos
acontecimentos durante ou apds o crime (DINIS-OLIVEIRA; MAGALHAES,
2013).

Devido a natureza do crime sexual ou a amnésia retrégrada e
anterograda, € comum a vitima demorar a denunciar. Como resultado, as
andlises toxicoldgicas podem ser realizadas tardiamente, o que dificulta a
deteccdo dessas drogas nas amostras biologicas. Isso ocorre porque a
maioria dessas substancias possui uma meia-vida curta, sdo rapidamente
metabolizadas e geralmente sdo eliminadas pelo corpo dentro de 72 horas
apos a ingestdao (COSTA; LAVORATO; BALDIN, 2020; DINIS-OLIVEIRA,;
MAGALHAES, 2013). Portanto, é de extrema importancia que a anélise
toxicolégica seja realizada o mais rapido possivel, a fim de detectar a
presenca da substancia envolvida, de modo a aumentar as chances de
encontrar evidéncias substanciais que possam corroborar as alegagfes da
vitima (MOFFAT et al., 2011).

A analise toxicoldgica para determinacao dessas drogas pode ser feita
em diversas matrizes biolégicas, como urina, sangue, saliva e cabelo,
contudo, em muitas investigacdes a urina e o sangue sao amostras preferidas
devido a maior concentracdo das drogas, janela de deteccdo mais longa e
correlacdo com os efeitos farmacologicos. No entanto, a escolha da matriz
adequada depende das caracteristicas da substancia e dos objetivos da
investigacdo (COSTA; LAVORATO; BALDIN, 2020; DINIS-OLIVEIRA;
MAGALHAES, 2013). Logo, LeBeau e colaboradores (1999) destacam que

2
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amostras de sangue sao especialmente importantes quando o crime ocorreu
em até 24 horas apos a coleta. No entanto, em comparag¢do com o sangue, a
urina é considerada menos invasiva e apresenta a possibilidade de vestigios
de drogas e metabdlitos permanecerem por um periodo mais prolongado (96
horas) (BROWN; MELTON, 2011; BROWN; RHODES; PRITCHARD, 2007,
DINIS-OLIVEIRA; MAGALHAES, 2013; NEGRUSZ; GAENSSLEN, 2003).
Os métodos mais comumente empregados para analisar DFSA sado a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) e
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS), sendo
relatados limites de deteccéo de 1 ng mL~! para a maioria das drogas usadas
nesses tipos de casos (COSTA; LAVORATO; BALDIN, 2020; NEGRUSZ;
GAENSSLEN, 2003; SOCIETY OF FORENSIC TOXICOLOGISTS, 2021).
Diante do que foi apresentado, € essencial que haja o estudo dessas
substancias utilizadas como “boa noite, cinderela”’, para auxiliar em
investigacOes forenses e clinicas. Para tanto, é necessario métodos sensiveis
para detectar vestigios dessas DFSA no sangue, urina ou cabelo. Além disso,
é crucial fortalecer a prevencéo, deteccao e atendimento as vitimas por meio
de politicas publicas e campanhas de conscientizacdo, bem como,

acompanhamento profissional.

1.2 ESCOPOLAMINA (SCO)

A escopolamina (SCO), apresentada na Figura 1, é conhecida também
como hioscina, burundanga na América do Sul e bafo do diabo (devil's breath)
na Asia. Trata-se de um alcaloide tropanico encontrado em algumas plantas
da familia Solanaceae, tais como Hyoscyamus albus L., Datura stramonium
L., Atropa belladonna L., Mandragora autumnalis Bertol., Scopolia carniolica
Jacg. e Brugmansia candida Pers. (DUFAYET et al., 2020; SAIZ et al., 2013).
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Escopolamina

HsC—N

O OH

O

Formula molecular = C,;H,,NO,
pKa=7,75

Figura 1 - Estrutura quimica, férmula molecular e pKa da escopolamina.

Essa substancia € uma amina terciaria e na forma de medicamento &
adquirida apenas com receita médica (CHEN et al., 2017; CHERKAQUI et al.,
1998; DUFAYET et al., 2020; GRYNKIEWICZ; GADZIKOWSKA, 2008;
KOHNEN-JOHANNSEN; KAYSER, 2019; SAIZ et al., 2013; YUAN et al.,
2010). No que se refere ao seu uso clinico, € comumente utilizada devido aos
seus efeitos anticolinérgicos (antimuscarinicos), parassimpaticoliticos e
antieméticos, promovendo alivio dos sintomas de cdlicas abdominais,
espasmos musculares, nauseas, pré-medicacdo anestésica e analgesia
obstétrica. No entanto, também tem sido usada para fins predatérios e
recreativos (CHEN et al., 2017; CHERKAOQUI et al., 1998; DUFAYET et al.,
2020; GRYNKIEWICZ; GADZIKOWSKA, 2008; KOHNEN-JOHANNSEN;
KAYSER, 2019; SAIZ et al., 2013; YUAN et al., 2010).

O principal motivo do uso da SCO por criminosos, para cometer
agressoes sexuais e roubos, é porque ela afeta a memaoria de curto prazo e o
livre arbitrio da vitima, tendendo a um comportamento submisso e obediente.
Essa reacdo é causada pela acdo da SCO no sistema nervoso central,
afetando a inibicdo dos receptores muscarinicos de acetilcolina, que

influenciam as vias de neurotransmissao relacionadas a memoria, causando
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um quadro de amnésia devido ao bloqueio do nucleo basal de Meynert
(CHRISTEN, 2000; KOHNEN-JOHANNSEN; KAYSER, 2019; LASZLO
GYERMEK, 1997; SAIZ et al., 2013; URIBE et al., 2005).

Além disso, esse alcaloide é insipido, inodoro e possui diversas formas
de administracdo (oral, dérmica, intravenosa ou inalatéria), por isso é
facilmente absorvido pelo trato gastrointestinal, podendo também ser
absorvido por via oral e dérmica (REICHERT et al., 2017; SAIZ et al., 2013;
URIBE et al., 2005).

A SCO é metabolizada principalmente no figado, e os metabdlitos
primarios sao varios conjugados de glicuronideos e sulfatos, além disso, se
administrada de forma oral, apds a ingestdo aproximadamente 2,6% da SCO
inalterada é recuperada na urina (LAKSTYGAL et al., 2019; PUTCHA et al.,
1989; RENNER; OERTEL; KIRCH, 2005). Outro estudo indica que, uma
porcdo da SCO é metabolizada no figado, passando por um processo de
hidrélise que resulta na formacao de acido trépico e escopina. Com cerca de
40% do composto eliminado pelos rins sem sofrer metabolizagao,
permanecendo como atropina, enquanto 10% € excretado sem
metabolizacdo, mantendo-se como SCO (URIBE et al., 2005).

A meia-vida dessa substancia depende da via de administracdo, sendo
intravenosa (68,7 = 1,0 min), oral (63,7 + 1,3 min) e intramuscular (69,1 = 8,0
min). Tendo como maior tempo de meia-vida a administracao subcutanea com
213 min (RENNER; OERTEL; KIRCH, 2005).

Doses toxicas de SCO variam significativamente entre adultos, com
relatos de sobrevivéncia com ingestdes acima de 100 mg, enquanto 10 mg foi
letal para criancas (BALIKOVA, 2002; BEVAN, 1976; LAUWERS et al., 1983;
REICHERT et al., 2017; THAKKAR; LASSER, 1972). Sua intoxicacdo
manifesta-se por taquicardia, palpitacbes, ressecamento da mucosa, efeitos
oculares, retencéo urinaria, desorientacdo, alucinagdes, insdnia e amnésia
(LE GARFF et al., 2016; REICHERT et al., 2017). O antidoto mais comumente
usado contra as intoxicagdes por SCO é a fisostigmina, um alcalbide pirolo-
indol, que atua como um inibidor da colinesterase (KOHNEN-JOHANNSEN;
KAYSER, 2019; LAUWERS et al., 1983).
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Por ser um potente sedativo, a SCO esta associada a muitos casos de
intoxicacbes pela ingestdo de bebidas ou comidas. Sendo utilizada por
criminosos como “boa noite cinderela”, para cometer crimes sexuais e roubos
(LAUWERS et al., 1983; LUSTHOF et al., 2017; RIBEIRO et al., 2022 SAIZ et
al., 2013). Como ela pode atravessar a barreira hematoenceféalica, causando
alucinacoes, agitacdo e efeitos psicoativos, também é usada como droga
recreativa, principalmente por usuarios de drogas ilicitas (LUSTHOF et al.,
2017; SAIZ et al., 2013).

1.3 BUTILESCOPOLAMINA (BSCO)

A butilescopolamina (BSCO), também chamada de N-
butilescopolamina, brometo de butilescopolamina ou butilbrometo de hioscina,
é o principio ativo do Buscopan®, um medicamento vendido sem receita
médica em mais de 100 paises (KUMMER et al., 2016; RIBEIRO et al., 2022).

Conforme demonstrado na Figura 2 abaixo, a BSCO é um composto
quaternario de amobnio sintetizado a partir da SCO, com baixa
lipossolubilidade e pouca absorcédo no intestino, sendo dificil de penetrar a
barreira hematoencefalica, portanto seus efeitos no sistema nervoso central
sao raros (FRASCHT et al., 2007; KOHNEN-JOHANNSEN; KAYSER, 2019;
POMEROY; RAND, 2011; RUPREHT, 1991; VAN SASSENBROECK et al.,
2005; VAPAATALO; PENTTILA; KALTIALA, 2011; WICK, 2011).
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Butilescopolamina

O

Formula molecular = C,H;,BrNO,

Figura 2 - Estrutura quimica e férmula molecular da butilescopolamina. Compostos
quartenarios de amoénio, como a butilescopolamina, sdo quase sempre protonadas
(carregadas positivamente) em amplas faixas de pH.

E utilizado como antiespasmadico e anticolinérgico para tratar dores
abdominais, célicas e espasmos intestinais, sem o risco de efeitos no sistema
nervoso central, como desorientacdo, alucinacdes e perda de memoria
(KOHNEN-JOHANNSEN; KAYSER, 2019; MUTSCHLER et al., 2008).

O metabolismo da BSCO ocorre principalmente por hidrélise da ligagédo
éster e 0s metabdlitos ndo sao considerados significativamente ativos. Além
disso, é eliminado principalmente nas fezes (69,7%), pouco na urina (4,4%) e
bile (2,8%). Se administrado 100 mg por infuséo via intravenosa, observa-se
uma reducdo rapida na concentracdo plasméatica de BSCO, e a meia-vida de
eliminacéo varia entre 1 e 5 horas. A depuracéo total é de 1,2 L min't, com
metade do medicamento sendo excretado inalterado pelos rins (TYTGAT,
2007).

Na literatura, foram encontrados casos sobre a degradacao térmica da
BSCO para obtencdo de SCO. Um estudo conduzido por Frascht et al. (2007),
investigou a conversao de BSCO em SCO depois que um presidiario relatou
ter alucinacdes apoés fumar comprimidos de Buscopan®. De maneira similar,

Strano-Rossi et al. (2021) também investigaram um caso envolvendo um
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homem de 41 anos com histérico de uso de maconha, que morreu
repentinamente em sua cela apés fumar comprimidos de Buscopan®. Relatos
de consumo de SCO sintetizada a partir de Buscopan® em microondas
também foram registrados (KUMMER et al., 2016). Além disso, um estudo
recente conduzido por Ribeiro et al. (2022) utilizou eletroforese capilar
acoplada a deteccdo condutométrica sem contato (CE-C*D) para avaliar a

conversdo de BSCO em SCO sob diferentes condi¢des de temperatura.

1.4 USO DE TECNICAS ANALITICAS NA DETERMINACAO DA SCO
E/OU BSCO

Varias técnicas analiticas séo utilizadas na determinacdo simultanea
e/ou individual de SCO e BSCO em diferentes matrizes tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(HPLC MS/MS) (GONZALEZ-GOMEZ et al., 2022), potenciometria
(MOSTAFA, 2002), injecdo em batelada com deteccao voltamétrica de onda
quadrada (BIA-SWV) (DA COSTA OLIVEIRA et al.,, 2019) e eletroforese
capilar (CE) (CHERKAOUI et al., 1998, 1999b; GOLAB et al., 2021; MARRA
et al., 2014; MATEUS et al., 1998; RIBEIRO et al., 2022; SAIZ et al., 2013).

Embora essas técnicas analiticas tenham mostrado potencial para a
determinacdo de ambas as drogas, elas geralmente sdo caras e usam
instrumentacdo volumosa. Com isso, 0 uso de microssistemas eletroforéticos
(MSE) para a analise de SCO e BSCO apresenta-se como vantajoso devido
a sua miniaturizacdo, que permite portabilidade, analise rapida, baixo custo e
consumo reduzido de reagentes e amostras (CASTRO; MANZ, 2015;
WUETHRICH; QUIRINO, 2019). Varios métodos de deteccdo podem ser
acoplados aos MSE, incluindo sistemas oOpticos, espectrometria de massa e
abordagens eletroquimicas (COLTRO et al., 2012; DE ARAUJO et al., 2018;
KUBAN; HAUSER, 2019; PINHEIRO et al., 2020).

A deteccdo condutométrica sem contato (C*D) tornou-se um dos
detectores eletroquimicos mais populares para monitorar separacdes

baseadas em microchip e tem sido amplamente utilizada para uma variedade
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de aplicacbes (COLTRO et al.,, 2012; ELBASHIR et al., 2022; HAUSER;
KUBAN, 2020; SAIZ et al., 2013).

Mesmo n&o sendo encontrado nenhum estudo envolvendo analise de
SCO e BSCO utilizando MSE-C*D, essa técnica apresenta-se como
vantajosa, por permitir analises forenses e clinicas rapidas que podem ser
realizadas em campo, além do baixo custo e consumo reduzido de solucdes.

Portanto, o desenvolvimento de um método empregando MSE-C*D
para andlise simultdnea e/ou individual da SCO e BSCO em bebidas e urina,
bem como, no estudo da degradacdo térmica da BSCO,; associada a
simplicidade, rapidez, menor geracdo de residuos e portabilidade, é
considerada como uma importante ferramenta nas investigacdes forenses e

clinicas.

1.5 ELETROFORESE

Eletroforese capilar (CE) € uma técnica de separac¢do, na qual ocorre a
migracdo diferenciada de espécies idnicas, ionizaveis ou neutras quando
estas sdo submetidas a um campo elétrico gerado apds a aplicacdo de uma
diferenca de potencial (BAKER, 1995; TAVARES, 1996). A instrumentacao
utilizada, conforme ilustrado na Figura 3, € composta por um capilar onde
ocorre a separacdo, uma fonte de alta tensdo, recipientes para
armazenamento do eletrolito e da amostra, um detector e um sistema de
aquisicdo de dados (FRAZIER; JAMES; NURSTEN, 2000; FREITAS, 2014;
TAVARES, 1996).
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Sistema de aquisi¢do de dados Detector

Capilar @

Amostra
® ? Tampao Tampao

Fonte de alta tensao

Figura 3 - Instrumentacao utilizada em eletroforese capilar.

A separacédo das espécies por eletroforese ocorre devido as diferencas

de velocidade eletroforética (v, ) dos ions na presenca de um campo elétrico.

A velocidade eletroforética de um determinado ion pode ser definida pela

seguinte equacéo:

Ver = .uefE (1)

Onde,

ep = Mobilidade eletroforética

E = campo elétrico aplicado

Além disso, todo ion em solucdo possui uma mobilidade eletroforética
(ues) caracteristica, que € definida pela forca elétrica que as espeécies
ionizadas sofrem, balanceada com as forcas de friccdo geradas pela
passagem das espécies pelo meio (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). Para

um determinado ion, sua mobilidade eletroforética pode ser determinada por:

Her = (2)

6mnr
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Sendo,

q = carga do ion

n = viscosidade do tampao
r = raio ibnico

De acordo com a Equacdo 2, € perceptivel que a mobilidade
eletroforética € diretamente proporcional a relacdo cargal/raio da espécie.
Logo, espécies com menor tamanho e maior carga apresentam uma
mobilidade mais elevada em comparacdo a espécies com maiores raios
ibnicos e menor carga. Ja espécies neutras terdo uma mobilidade
eletroforética igual a zero, ja que q é zero (BAKER, 1995).

Um outro fenbmeno importante para a separacao eletroforética é a
formacdo do fluxo eletrosmoético (FEO), que geralmente possui direcdo
catddica. A parede interna do capilar possui grupos silandis (SiOH), que em
pH acima de 3 promove a desprotonacdo dos mesmos e formam-se grupos
silanoatos (SiO") carregados negativamente, além disso, essa ioniza¢cdo pode
ser aumentada passando uma solucédo basica pelo capilar como NaOH. Essas
cargas negativas dos grupos silanoatos interagem com as cargas positivas da
solucéo eletrolitica formando assim uma camada elétrica fixa na parede do
capilar. A camada fixa ndo consegue promover a neutralizacdo de toda a
carga negativa na superficie interna da parede. Isso resulta na aglomeracao
de ions fracamente ligados a superficie interna do capilar. Essa segunda
camada de ions € conhecida como camada movel. Essas duas camadas
formam a dupla camada elétrica e entre elas, existe um plano de
cisalhamento. Com a aplicacdo de um campo elétrico, a camada movel de
cations é atraida para o catodo (polo negativo) e durante a migragdo, 0s
cations que estdo solvatados acabam arrastando a solu¢do tampé&o, gerando
o FEO (Figura 4) (BAKER, 1995; JORGENSON, 1992; TAVARES, 1996).
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Figura 4 - llustracdo da geracao do fluxo eletromdstico na parede interna do capilar.

A mobilidade do FEO é dependente das caracteristicas do eletrélito de
andlise, sendo influenciada por varia¢cdes na viscosidade, pH, forca idnica e
temperatura, porém independente do campo elétrico aplicado (TAVARES,
1996). A equacéao da velocidade do FEO, vy , € a mobilidade eletrosmotica,

UrEgo, € dada por:

UFE0 = 7( (3)

Sendo,
& = constante dielétrica do eletrélito

{ = potencial zeta, estabelecido no plano de cisalhamento da camada difusa

Devido a dependéncia do pH na ionizacdo dos grupos silandis, a
magnitude do FEO varia conforme o pH. Em pH mais elevados, em que os
grupos silandis estdo mais desprotonados, a magnitude do FEO é maior em
comparacao a pH mais baixos, nos quais 0s grupos silandis estdo menos
ionizados (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Em condi¢cdes em que o FEO ocorre do anodo para o catodo, os anions
serdo direcionados ao catodo quando a magnitude do FEO for maior do que

a magnitude das suas mobilidades efetivas. Dessa forma, as espécies
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carregadas positivamente serdo atraidas para o catodo, as espécies
carregadas negativamente serdo atraidas para o anodo, e as espécies
neutras moverdo de acordo com a velocidade eletrosmotica (BAKER, 1995).

A velocidade aparente (v,,) das espécies € o resultado da soma da
velocidade eletroforética (v, ) e da velocidade do fluxo eletrosmotico (vggo ).

Como demonstrado na Equacéao 4:

Vap = Ve + VrEo (4)

No contexto de separacdo de espécies catidnicas, usando potenciais
positivos provenientes de uma fonte de alta tensdo, as espécies serao
observadas no eletroferograma na seguinte ordem de migracdo: cations,
neutras e anions. Logo, as espécies carregadas positivamente seréo atraidas
para o catodo, as espécies carregadas negativamente para o anodo e as
neutras migrardo de acordo com o FEO (BAKER, 1995; SPUDEIT; DOLZAN,;
MICKE, 2012; TAVARES, 1996).

Na separacdo de espécies anidnicas que possuem mobilidade maior
qgue o FEO, a polaridade da fonte de alta tenséo pode ser invertida, de modo
gue elas migraréo preferencialmente para o anodo. Contudo, em andlises de
anions que possuem mobilidade menor que o FEO, tem-se como alternativa
manter os potenciais de polaridade negativa e adicionar surfactante catidnico
ao eletrdlito de corrida, como por exemplo sal de alquil-aménio, para que
assim haja a inversao do FEO, fazendo com que esse fluxo tenha o0 mesmo
sentido que os anions (BAKER, 1995; FREITAS, 2014; HEIGER, 2000;
PINHEIRO, 2018). A relacéo entre a mobilidade eletroforética (u.r) e

eletrosmotica (urgo ) que gera a mobilidade aparente (ug, ) € dada pela soma

vetorial das duas mobilidades:

MHap = MHef T HUFEO (5)

A CE possui um conjunto de métodos de eletromigracdo, também

conhecidos como modos da eletroforese. Entre os modos mais comuns estao
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a Eletroforese Capilar em Zona Livre (CZE), Isotacoforese Capilar (cITP),
Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC), Eletrocromatografia Capilar
(CEC), Focalizacédo Isoelétrica Capilar (CIEF) e Eletroforese Capilar em Gel
(CGE) (DE QUEIROZ; JARDIM, 2018; TAVARES, 1997).

1.5.1 ELETROFORESE EM MICROSSISTEMAS

O conceito de tecnologias microfluidicas, também conhecido como
"lab-on-a-chip”, introduzido por Manz e colaboradores na década de 90, tem
sido amplamente reconhecido ao longo dos anos como uma abordagem
significativa para a quimica analitica (COLTRO et al., 2007; MANZ; GRABER,;
WIDMER, 1990; OU et al., 2020). Grande parte dos trabalhos nesse campo
se concentrou no desenvolvimento de microchips de eletroforese também
conhecido como microssistemas eletroforéticos (MSE), que demonstrou
diversas aplicagbes na quimica, biologia, medicina e meio ambiente
(CASTRO; MANZ, 2015; CHEN et al.,, 2019; HARRISON et al.,, 1993;
MATHIES; HUANG, 1992; OU et al., 2020; ROCKLIN; RAMSEY; RAMSEY,
2000; SHULTZ-LOCKYEAR et al., 1999; WUETHRICH; QUIRINO, 2019).

Diversas vantagens foram adquiridas com o uso dos MSE, como
portabilidade para analises em campo, reducdo do consumo de amostras e
reagentes (da ordem de pL-nL), andlises rapidas, baixo custo de fabricacao e
possibilidade de integracdo de etapas analiticas (COLTRO et al., 2007;
HASSAN, 2020; OU et al., 2020; WOOLLEY et al., 1998).

Ao longo dos anos, varios substratos séo relatados na literatura para a
fabricacdo dos MSE, como poli(dimetil siloxano) (PDMS) (BRESSAN et al.,
2019; CHOUBEY; DUBEY; BAHGA, 2023; LOBO-JUNIOR et al., 2017),
poli(metilmetacrilato) (PMMA) (LOBO-JUNIOR et al., 2020; YANG et al.,
2018), papel (LEE et al., 2017), policarbonato (PC) (SHADPOUR et al., 2007;
WANG et al., 2008), poliéster-toner (PT) (COLTRO; DA SILVA; CARRILHO,
2008) e também dispositivos hibridos (ERRO; ORTIZ, 2014; GONZALEZ-
LOPEZ; CASTANO-ALVAREZ; FERNANDEZ ABEDUL, 2020)

Entretanto, microdispositivos de vidro sdao amplamente utilizados,

mesmo que seja hecessario na sua fabricacéo a utilizacéo de instrumentacdes
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sofisticadas que ocasionam em altos custos. Isso se deve ao fato das
vantagens obtidas, como transparéncia Optica, estabilidade quimica,
isolamento elétrico e similaridade com a silica fundida, o que contribui para a
dissipagdo do calor gerado pelo efeito Joule (COLTRO et al., 2007,
EFFENHAUSER; MANZ; WIDMER, 1993; SEILER; HARRISON; MANZ,
1993).

Além disso, os MSE tem sido usado em uma variedade de aplicaces,
como por exemplo, na &rea forense e clinica, em que sao realizadas andlises
de substancias biologicamente ativas (TUMA, 2022), drogas ilicitas
(BARRETO et al., 2020; MOREIRA et al., 2018), de bebidas adulteradas
(REZENDE et al., 2016) e de residuos de explosivos (PINHEIRO et al., 2019).

1.5.1.1 MODOS DE INJECAO

Os avan¢os na miniaturizacdo de sistemas eletroforéticos trouxeram
melhorias instrumentais significativas. No entanto, de acordo com Pinheiro et
al. (2021), um dos principais desafios enfrentados em MSE ¢€ a introducéo da
amostra, pois é necessario haver controle da quantidade injetada para que
haja maior confiabilidade e reprodutibilidade nas analises (PINHEIRO;
REZENDE; COLTRO, 2021; SAITO; COLTRO; DE JESUS, 2012).

Dessa forma, a introducdo da amostra nos microcanais pode ocorrer
devido a diferenca de pressdo ou gravidade, conhecido como injecéo
hidrodindmica, ou através da aplicacdo de potencial elétrico, conhecida como
injecdo eletrocinética, sendo que este tipo de injecdo oferece maior
simplicidade instrumental e facilidade de implementacdo, uma vez que néo ha
a necessidade do uso de bombas externas. Os modos de injecéo
eletrocinética que podem utilizados séo o floating, pinched ou gated, sendo
que a diferenca entre esses métodos consiste no arranjo de potenciais
aplicados que definem o plug de amostra a ser analisada (FRAZIER; JAMES,;
NURSTEN, 2000; PINHEIRO; REZENDE; COLTRO, 2021; SAHORE et al.,
2016).
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1.5.1.2 DETECCAO CONDUTOMETRICA SEM CONTATO (C*D)

Os MSE podem ser acoplados a diversos métodos de detec¢cao, como
por exemplo os detectores Opticos, a espectrometria de massas e deteccgéo
eletroquimica (HASSAN, 2020; LACHER et al., 2001; LI; CAI; LIN, 2006;
NIELSEN et al., 2019). A deteccao eletroquimica apresenta vantagens como
baixo custo e facilidade de integracdo aos microcanais. Dentre os modos
eletroquimicos, destacam-se os detectores amperométricos, condutomeétricos
e potenciométricos (COLTRO et al., 2007; VANDAVEER et al., 2004).

No que se refere aos detectores condutométricos, eles vém sendo
amplamente empregado em sistemas miniaturizados. Esse tipo de detecgao
possui dois tipos de sistemas: detec¢cdo condutométrica com contato ou sem
contato. Nestes dois tipos de sistemas, o sinal analitico surge da diferenca de
condutividade entre o analito e o eletrolito de analise, entretanto, no sistema
por contato, os eletrodos sé&o posicionados diretamente em contato com a
solucéo, e isso acaba apresentando alguns problemas na presenca de um
campo elétrico, como por exemplo a formacdo de bolhas causadas pela
eletrdlise e também a degradacéo dos eletrodos (CHEN et al., 2007; COLTRO
et al., 2012; VANDAVEER et al., 2004).

Ja no modo de deteccao condutométrica sem contato, conhecida como
C*D (Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection) os eletrodos
sdo posicionados externamente ao microcanal, prevenindo os problemas
relacionados ao modo com contato (PINHEIRO, 2018; BRITO-NETO, et al.,
2005).

Conforme demonstrado na Figura 5, o sistema C*D é composto por
dois eletrodos, um de excitacgdo e outro de recepcdo, posicionados
externamente ao microcanal de separacdo com uma certa distancia entre eles
(DUARTE JUNIOR, 2019).
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Figura 5 - Esquema de uma cela de detecgéo C*D, sendo, C1 e Cz as capacitancias formadas
na parede do microcanal, Co a capacitancia direta entre os eletrodos e Rs a resisténcia da
solucao.

O funcionamento desse tipo detecéo consiste na aplicacao de um sinal
senoidal de alta frequéncia no eletrodo de excitagéo. A corrente que flui entre
os eletrodos é dependente da condutividade do meio. Essa corrente é captada
pelo eletrodo receptor e entdo encaminhada a um circuito de tratamento,
amplificacdo e conversado para se tornar um sinal analitico representado por
meio de um eletroferograma (DUARTE JUNIOR, 2019).

Existem numerosos estudos que abordam extensivamente as
aplicacdes de MSE-C*D (COLTRO et al., 2012; FREITAS et al., 2016; KUBAN;
HAUSER, 2013; SAITO; COLTRO; DE JESUS, 2012; SANTOS et al., 2024).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico para separagéo e detecgéo da SCO
e BSCO em amostras de bebidas, urina e comprimidos de Buscopan®

utilizando MSE-C“D, visando a aplicagcdo no ambito forense.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar os parametros instrumentais e operacionais para estudo da SCO e
BSCO utilizando MSE- C*D;

e Avaliar a performance do método desenvolvido;

e Analisar SCO e BSCO em amostras de bebidas e urina;

e Investigar a degradacgdo térmica da BSCO presente no Buscopan® e sua
conversao em SCO;

e Avaliar a versatilidade da técnica MSE-C*D na separacdo e detecgdo de

drogas usadas para fins recreativos ou criminosos.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados estédo detalhados na Tabela 1, juntamente com

suas formulas moleculares, massas molares, fabricantes e purezas.

Tabela 1 - Reagentes usados e suas respectivas formulas moleculares, massas molares,

fabricantes e purezas.

o | Massa =
Reagentes ormu'a molar  Fapricante ' o2&
molecular (g mol?) (%)
Acido butirico Sigma
(HBuY) C4HsO2 88,11 Aldrich > 99,9
Acido citrico CesHgO7 192,13 Neon > 95,0
Acido férmico Sigma
(HFor) CH202 46,03 Aldrich >99,9
. fe: Sigma
Acido latico C3HeOs3 90,08 Aldrich > 85,0
Bicarbonato de Sigma
s6dio NaHCO3 84,01 Aldrich > 99,7
N-butil brometo Siama
de escopolamina C21H30BrNOg4 440,37 Algrich =999
(BSCO)
Escopolamina Sigma
(SCO) C17H21NO4-HBr-3H20 438,31 Aldrich =999
Cloreto de Sigma
amanio NH.Cl 5349 Audrich =999
Cloreto de calcio Sigma
dinidratado CaCl2-2H20 147,01 Aldrich 2990
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Cloretg c]e Sigma
magnésio MgCl2-6H20 203,30 _ >99,0
hexahidratado Aldrich

Sigma

Cloreto de sddio NacCl 58,44 Aldrich =995
Fosfato de sédio Sigma

dibasico NazHPO4 141,96 Aldrich > 98,0
Fosfato de sédio Sigma

monobasico NaH2PO4 119,98 Aldrich 299,0
Hidréxido de Sigma

Sodio NaOH 4000 Aidrich 2980

Nitrato de Sédio NaNOs3 84,99 Neon =990
Sigma

Metanol (MeOH) CH3OH 32,04 Aldrich > 99,8
o Sigma

Sulfato de sdodio Na2S04 142,04 ) =990
Aldrich
. Sigma

Ureia NH2CONH: 60,06 Aldrich =990

Solugbes estoque foram preparadas semanalmente, com
concentragdes de 100 mmol L para HBut e NaOH, e 10 mmol L para SCO
e BSCO. Esses preparos foram realizados utilizando agua ultrapura com
resistividade igual ou superior a 18,2 MQ cm (Millipore, Kansas City, MO,
EUA). Diferentes concentracbes e valores de pH foram testadas para o
tampao composto por HBut e NaOH. Antes das analises, as solucdes foram
filtradas com filtro de seringa contendo membrana de Nylon® com poros de
0,22 ym de didmetro. Além disso, todas as diluicbes foram feitas com agua
ultrapura e os experimentos foram realizados a temperatura ambiente de 23
+ 1°C.
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3.2 INSTRUMENTACAO

Os experimentos foram realizados usando um sistema de eletroforese
em microchip Quad HV (modelo ER455) obtido da eDAQ (Denistone East,
NSW, Australia). Este sistema contém uma fonte de alta tensdo (Modelo
ER230), um detector C*D e uma plataforma microfluidica (modelo ET225)
para acomodar o microchip de eletroforese (modelo ET190 da Micronit
Microfluidics, Enschede, Holanda), conforme pode ser visto na Figura 6. Para
o controle do potencial aplicado foi utilizado o software Sequencer™ e para

registrar o sinal analitico foi utilizado o software PowerChrom®.

Figura 6 - (A) Instrumentacdo para MSE-C“D, (B) fonte de alta tensédo, (C) detector, (D)
plataforma e (E) microchip comercial de vidro.

As separagdes eletroforéticas foram realizadas em microchip de vidro
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comercial (modelo ET190 da Micronit Microfluidics, Enschede, Holanda) com
comprimento de 90 mm, largura de 15 mm, espessura de 1,1 mm e geometria
em duplo-T. Um esbog¢o do microchip, suas dimensdes e os reservatorios de
amostra (A), tampéao (T), descarte da amostra (DA) e descarte do tampéo (DT)
podem ser vistos na Figura 7A. Os microcanais possuem largura de 100 um
e profundidade de 10 um. Conforme pode ser observado na Figura 7B, o
menor microcanal possui comprimento de 9 mm, ja o maior microcanal tem

comprimento total e efetivo de 85 mm e 77 mm, respectivamente.

(A) 15 mm (B) .941'“?-
+—> i i
A A LA :
v E V":L ”””””” A
Duplo-T /
£ £ £
€ £ €
8 N 2

Ny ¥

DT v DT

Figura 7 - Em (A) modelo do microchip eletroforético, com comprimento de 90 mm e largura
de 15 mm. (B) comprimento total e efetivo do canal de separagéo, sendo de 85 mm e 77 mm,
respectivamente e comprimento total do canal de injecdo com 15 mm. Com A, DA, T e DT
sendo a representacdo do reservatério da amostra, descarte da amostra, tampéao e descarte
do tampé&o, respectivamente.

O dispositivo MSE contém dois pares de eletrodos integrados (200 um

de largura x 500 um de comprimento x 200 nm de espessura) feitos de platina
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e camada de adesdo de tantalo depositada na superficie inferior para
medi¢bes C*D, que foram posicionados a 70 mm do canal de intersecéo.

A area de deteccdo do microchip consiste em um par de eletrodos de
trabalho, um atuando como eletrodo de excitagdo e o outro como eletrodo
receptor, e a distancia entre eles é de 250 um. Também sao incluidos dois
eletrodos de referéncia para reduzir interferéncias causadas pela capacitancia
difusa, juntamente com quatro pontos circulares que facilitam o contato
elétrico. Devido a baixa capacitancia, é aplicado uma frequéncia elevada no
eletrodo de excitacéo, que € captada pelo eletrodo receptor. O sinal resultante
€ obtido na forma de corrente elétrica e é diretamente relacionado a diferenca
de condutividade do analito e do tamp&o (MOREIRA et al., 2017; REZENDE
et al., 2016).

3.3 OTIMIZACAO DA FREQUENCIA OPERACIONAL E AMPLITUDE DO
CD

Para obter-se melhores niveis de detectabilidade, foi realizado a
otimizagdo dos parametros operacionais do C*D utilizando o tampéao
composto de 40 mmol L* de HBut e 25 mmol L' de NaOH (pH = 5,0), a
escolha deste tampao € devido ele apresentar alta condutividade e possibilitar
a deteccédo das espécies de interesse, SCO e BSCO.

Essa otimizacéo foi realizada empregando o software PowerChrom®na
funcdo C*D profiler. Para isso, inicialmente os canais do microchip foram
preenchidos com o tampéo de andlise e a resposta do C*D foi acompanhada
em diferentes frequéncias operacionais e amplitudes, abrangendo um
intervalo de 100 a 1200 kHz e de 2 a 20 Vpp, respectivamente. E importante
destacar que o modo de ganho do detector foi mantido desligado (Headstage
gain off), e, portanto, a amplitude maxima (100%) da onda senoidal
correspondeu a 20 Vpp.

Posteriormente, realizou-se a mesma varredura, porém com 0s canais
do chip preenchidos com o tampé&o diluido em 5% v/v. Verificou-se a maior
diferenca na condutividade entre o tampéo e o tampé&o 5%, com o objetivo de

identificar o maior sinal como condigéo ideal.
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3.4 PROCEDIMENTOS ELETROFORETICOS

Antes das analises, 0s microcanais foram pré-condicionados
eletrocineticamente no modo floating com NaOH 0,1 mol L' por 20 min
aplicando-se potencial de 400 V e 800 V, respectivamente. Esse processo é
importante para promover a desprotonagéo dos grupos silanois presentes nas
paredes dos microcanais. Para diminuir o excesso de NaOH, os microcanais
foram lavados por 10 min com agua ultrapura 18,2 MQ cm (Millipore, Kansas
City, MO, USA) com a aplicagcdo de potenciais de 300 V e 500 V,
respectivamente. Apos isso, foi feito o condicionamento no modo gated por 15
min com tampao e aplicando-se potencial de 900 V.

Em seguida, a amostra foi introduzida nos microcanais no modo gated.
Na Figura 8, € possivel observar o processo de introdugcdo da amostra nesse
modo.

A) (B) ©) (D)

y
—
B

]
\

! 1,5kV 1,5 kV 1,5 kV
'

i ‘ oV ‘J oV J |_’ oV ‘J

2,0 kV oV
DA

sy

2,0 kV

oV ov ov

DT

7

A
s

Figura 8 - Processo de introducéo da amostra pelo modo gated e os respectivos potenciais
empregados nas analises. Em (A), observa-se a representacao do microchip de eletroforese
com configuragdo em duplo-T. (B) o preenchimento dos canais com tamp&o e amostra
aplicando potenciais de 1,5 kV e 2,0 kV nos reservatorios A e T, respectivamente, mantendo
os demais aterrados. (C) Introducé&o do plug de amostra ao desligar por 1s o potencial 2,0 kV,
aplicado no reservatorio T, mantendo os demais aterrados. Em (D), quando o potencial 2,0
kV e reestabelecido, promovendo a introducdo de uma zona de amostra no interior do canal
de separacao.

A Figura 8A demonstra o local do microchip em que é representado nas
proximas etapas. Conforme pode ser visto na Figura 8B, inicialmente foram
aplicados simultaneamente os potenciais de 1,5 kV e 2,0 kV nos reservatérios
A e T, respectivamente, mantendo os demais aterrados, propiciando o
preenchimento do canal de amostragem. Em seguida, o potencial aplicado no
reservatorio T foi desligado por um intervalo de 1 s, para introdugdo do plug
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de amostra na interseccéo do microcanal (Figura 8C) e entédo, esse potencial
€ ligado novamente, promovendo uma zona de amostra no canal de

separacdo e a migracao das espécies para zona de deteccédo (Figura 8D).

3.5 BEBIDAS, URINA E AMOSTRAS DE COMPRIMIDOS DE
BUSCOPAN®

Diferentes amostras foram selecionadas para avaliar o efeito de matriz;
assim, seis amostras de bebidas (cachaga, vodca, uisque, cerveja,
refrigerante de coca e suco de uva) foram adquiridas em uma loja local
(Goiania, GO). Amostras de cerveja e refrigerante de coca foram submetidas
a sonicagao por aproximadamente 10 min (remocgado de gases dissolvidos)
usando uma limpeza ultrassbnica (QUIMIS Q335D; com frequéncia
ultrassénica de 40 kHz).

A urina artificial foi preparada de acordo com o procedimento descrito
por (BROOKS; KEEVIL, 1997) e (MOREIRA et al., 2020), com modificagdes.
Uma mistura contendo acido latico (1,1 mmol L"), &cido citrico (2,0 mmol L"),
bicarbonato de sédio (2,5 mmol L"), cloreto de aménio (25,0 mmol L"), cloreto
de calcio (2,5 mmol L"), cloreto de magnésio hexahidratado (2,0 mmol L),
cloreto de sédio (9,0 mmol L"), fosfato de sédio monobasico monohidratado
(7,0 mmol L), fosfato de sédio dibasico (7,0 mmol L"), sulfato de sédio (10,0
mmol L") e ureia (170 mmol L") foram preparados em agua ultrapura.

Os comprimidos de Buscopan® contendo 10 mg de BSCO foram
adquiridos em uma farmacia local. Dez comprimidos foram pesados (massa
total: 1,5155 g) e macerados para testes de dosagem e recuperagcdo. Em
seguida, a massa de 0,3334 g do p6 macerado foi adicionada a 5 mL de agua
ultrapura e homogeneizada.

Para analise da degradacéao térmica do BSCO em SCO, foi utilizada a
massa de 0,1519 g (considerando a massa de um comprimido) do pé
previamente macerado. Em seguida, o p6 foi adicionado a um béquer,
aquecido em bico de Bunsen por 1 min e dissolvido em 5 mL de agua
ultrapura. A escolha dessa condigdo de aquecimento (Bico de Bunsen),
baseou-se no estudo realizado por Ribeiro et al. (2022).
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Antes da analise, todas as amostras foram filtradas através de filtros de
nylon com poros de 0,22 ym. As amostras de bebida e urina foram diluidas 10
vezes e o Buscopan® foi diluido 5 vezes, todas em agua ultrapura. Essas
diluicdes foram realizadas com o objetivo de ajustar as concentragcdes das
amostras dentro da faixa de deteccéo adequada da curva analitica (25 a 200

umol L1).

3.6 ELETROFORESE CAPILAR ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CE-MS)

O sistema de eletroforese capilar acoplado a espectrometria de massas
(CE-QTOF-MS) foi utilizado neste estudo para confirmar a converséo térmica

de BSCO em SCO e pode ser observado na Figura 9.

Capilar de silica com um revestimento externo de poliimida:
40 cm de comprimento
50 um de diametro interno

Figura 9 - Sistema composto por um equipamento de eletroforese capilar desenvolvido pela
Agilent Technologies modelo 7100 acoplado a um detector de espectrometria de massas
modelo 6545 com fonte de ionizacgé&o por eletrospray (ESI). (A) CE; (B) MS; (C) computadores;
(D) gerador de nitrogénio; (E) cilindro de nitrogénio 5.0 e (F) capilar de silica.

Este sistema é composto por um equipamento de eletroforese capilar
desenvolvido pela Agilent Technologies modelo 7100 acoplado a um detector
de espectrometria de massas modelo 6545 com fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI). As analises foram realizadas usando um capilar de silica de
40 cm de comprimento e 50 um de didmetro interno com um revestimento
externo de poliimida, fornecido pela Agilent Technologies.

Antes da analise, o capilar foi lavado com NaOH 0,1 mol L" por 30 min,
seguido de agua ultrapura e eletrolito por 15 e 30 min, respectivamente. A
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injecao da amostra foi realizada hidrodinamicamente, aplicando 100 mbar por
10 s. Atensao de separacao foi fixada em 30 kV. O sheath liquid foi composto
por 10,0 mmol L' de acido férmico com 50% v/v de agua e metanol. O
eletrdlito foi composto por 200 mmol L' de acido formico e 20% (v/v) de
metanol (pH = 2,2). As analises foram realizadas no modo positivo e os

espectros de massa foram obtidos cobrindo a regidao entre 100-400 m/z.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DO TAMPAO DE ANALISE

Conforme relatado por Ribeiro et al. (2022), o tampao de analise
composto por HBut e NaOH apresentou o melhor desempenho para
determinagdo simultanea de SCO e BSCO usando CE-C*D convencional,
portanto, esse tamp&o foi escolhido e otimizado para obter melhores
condi¢cbes de separagao para uma mistura contendo SCO e BSCO (100 pmol
L-' cada). Apesar da SCO e BSCO possuirem massas molares e estruturas
muito semelhantes (Figura 1 e 2), a separagao é possivel uma vez que a
mobilidade das espécies depende do valor do pH do tampé&o.

A SCO é uma base fraca com valor de pKa de 7,75 e esta
predominantemente em sua forma catiénica em solugdes com valores de pH
inferiores a 7,75 devido ao grupo nitrogénio terciario dentro de seu anel
tropano (BROWN et al., 2020; RIBEIRO et al., 2022). Por outro lado, a BSCO
€ uma amina quaternaria e, portanto, € carregada positivamente na faixa de
pH (2-12) util na eletroforese de zona. Além disso, a BSCO possui um raio
hidrodindmico maior que da SCO (ver Figura 1 e 2), principalmente devido a
presenga do grupo butil, que também contribui para a diferenca de mobilidade
eletroforética entre essas duas espécies, resultando em um tempo de
migracao maior para o BSCO em comparacgao para SCO (CHEN et al., 2017;
RIBEIRO et al., 2022).

Sendo assim, o pH do tampao de analise foi avaliado na faixa de pH
4,0 a 5,5 na vizinhanga do valor pka de HBut (~4,8). Neste estudo, a
concentragdo de HBut em todas as solugdes foi fixada em 20 mmol L' e
diferentes concentragbes de bases conjugadas (butirato de so6dio) foram
geradas pela adigdo de diferentes concentragdes de NaOH (3, 7, 13 e 17
mmol L -'). Assim, solugdes tamp&o com valores de pH de 4,0, 4,5, 5,0 e 5,5
foram preparadas, respectivamente (MELANSON; LUCY, 2000; RIBEIRO et
al., 2022; TYL; SADLER, 2017).

Como pode ser observado na Figura 10A, as melhores condigdes de

separagao e detecgao foram obtidas em pH 5,0 (HBut 20 mmol L-'/ NaOH 13

31

Hellen Inacia dos Santos



RESULTADOS E DISCUSSAO

mmol L' ou HBut 7 mmol L-'/ NaBut 13 mmol L-"). Posteriormente, o efeito da
forga idnica foi avaliado no valor de pH de 5,0. A forga ibnica em um eletrdlito
desempenha um papel crucial em dois aspectos.

Primeiro, o aumento da forga idnica esta diretamente relacionado ao
aumento da corrente elétrica, o que pode causar problemas de aquecimento
e gerar ruido indesejado. Em segundo lugar, a medida que a forga ibnica
diminui, a disperséo eletromigrativa aumenta, resultando em eficiéncias de
pico reduzidas. Portanto, a forga ibnica ideal deve equilibrar a minimizagéo da
corrente para evitar ruido enquanto mantém boas eficiéncias de separagao
(BAHGA; BERCOVICI; SANTIAGO, 2010; DIVAN, 1997).

,\
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Figura 10 - Eletroferogramas mostrando a otimizagdo da composi¢do do tampéo (A) com a
variacdo de pH de (a) 4,0; (b) 4,5; (c) 5,0; (d) 5,5 adicionando diferentes concentracdes de
NaOH, (a) 3, (b) 7, (c) 13 e (d) 17 mmol L~ ' as solu¢Ges, mantendo a concentragdo de HBut
constante em 20 mmol L™*; (B) Avaliagéo da forga idnica da solugdo tampédo em pH 5,0: (a)
10 mmol L' HBut e 3 mmol Lt NaOH; (b) 20 mmol L-* HBut e 13 mmol L't NaOH; (c) HBut 30
mmol L't e NaOH 19 mmol L?; (d) HBut 40 mmol Lt e NaOH 25 mmol L. Concentracgdes:
100 pymol L' de (1) SCO e (2) BSCO. Controle eletrocinético: as tensdes aplicadas aos
reservatérios de amostra e tampao foram de 1,5 kV e 2,0 kV, respectivamente. Tempo de
injecdo: 1 s. ParAmetros de detecgdo: onda senoidal de 1200 kHz com amplitude de 20 Vpp.

Melhor detectabilidade e eficiéncia de separacéo foram obtidas usando
um tampao de corrida pH 5,0 contendo HBut 40 mmol L-'/ NaOH 25 mmol L
ou HBut 15 mmol L-'/ NaBut 25 mmol L' (Figura 10B).

4.2 OTIMIZACAO DOS POTENCIAIS

A injecdo eletrocinética foi realizada no modo gated (BLAS;
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DELAUNAY; ROCCA, 2008; PINHEIRO; REZENDE; COLTRO, 2021),
portanto, para controlar melhor o transporte microfluidico, os potenciais
aplicados nos reservatorios da amostra e do tampao foram otimizados. Os
respectivos reservatérios de amostra (RA) e tampdo (RT) dos
microdispositivos eletroforéticos podem vistos na Figura 7.

Inicialmente, o potencial aplicado no RT foi mantido constante em 2,0
kV e o potencial aplicado no RA foi variado de 1,1 a 1,5 kV, em incrementos
de 0,2 kV. Subsequentemente, o potencial aplicado no RA foi mantido
constante em 1,5 kV, enquanto o potencial aplicado no RT variou de 1,8 a 2,2
kV, em incrementos de 0,2 kV. Os melhores resultados (Figuras 11A e 11B)
foram obtidos aplicando-se potenciais de 1,5 e 2,0 kV no RA e RT,

respectivamente.

(A)

~
Y
~

ISmV ISmV
1.1 kV 1.8 kV
W W
2.0 kV]|

2.2 kV

o — -—W’-*- S . e vv——-'\._

Sinal do C*D (mV)
[
w
=
<
Sinal do C*D (mV)

T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 11 - Eletroferogramas mostrando a otimizacdo do potencial. (A) O potencial aplicado
no reservatério do tampdo foi mantido constante em 2,0 kV e o potencial aplicado no
reservatério de amostra variou de 1,1 a 1,5 kV, com incrementos de 0,2 kV. (B) O potencial
aplicado no reservatério da amostra foi mantido constante em 1,5 kV, enquanto o potencial
aplicado no reservatério tampdo em execuc¢éo variou de 1,8 a 2,2 kV, com incrementos de
0,2 kV. Tampé&o: 40 mmol L* HBut e 25 mmol L'* NaOH. Tempo de inje¢do: 1s. Parametros
de deteccéo: frequéncia de 1200 kHz com amplitude de 20 Vpp. Os analitos foram testados a
100 pmol Lt de SCO e BSCO, cada.

Na Tabela 2 a seguir, nota-se que os valores de resolugao
apresentaram semelhanga, nao revelando diferengas significativas. No
entanto, ao aplicar potenciais de 1,5 kV e 2,0 kV no RA e RT, respectivamente,

observou-se um aumento nas areas dos picos.
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Tabela 2 - Analise das areas de pico para SCO e BSCO, juntamente com a resolucdo entre
eles, considerando a influéncia da variacdo do potencial aplicado no RA (1,1 a 1,5 kV),
mantendo o potencial aplicado no RT constante em 2,0 kV, e a influéncia da variagdo do
potencial aplicado no RT (1,8 a 2,2 kV), mantendo o potencial aplicado no RA constante em
1,5kV.

Potencial Area do pico  Areado pico Resolucio
aplicado para SCO para BSCO entre os gicos
(kV) (mV s) (MV s?) P
-8 © 1,1 1,6+0,1 1,6+£0,1 1,4+£0,2
S =
T o
S 2 1,3 1,9+0,2 2,0+0,2 1,4%0,1
o &
A
x © 1,5 3,5+0,2 34+0,3 1,4+£0,3
95 1,8 2,7+0,1 2,6x0,2 1,4+0,2
O @
E o
> % 2,0 35%+0,2 34+0,3 1,4+0,3
& o
x ° 2,2 24+0,2 2,2%0,2 1,5+0,3

Devido aos resultados apresentados na figura 11 e na tabela 2, os

potenciais 1,5 kV e 2,0 kV foram selecionados para testes subsequentes.

4.3 OTIMIZACAO DO TEMPO DE INJECAO

O tempo de inje¢cao da amostra influencia no tamanho do plug formado
na intersecdo do microcanal, assim, um aumento no tempo de injecao causa
um plug de amostra maior na intersegéo devido a uma maior difusdo, gerando
picos com intensidades maiores. No entanto, como isso fornece picos mais
intensos, também pode gerar menor resolucéo e eficiéncia de separagao e
maior largura de base, além de diminuir a reprodutibilidade (BLAS;
DELAUNAY; ROCCA, 2008; PINHEIRO; REZENDE; COLTRO, 2021).

Assim sendo, foi avaliado o tempo de inje¢céo de 1 a 3 s (incrementos
de 1s). Embora os picos de 2 e 3 s tenham exibido maior intensidade (Figura
12), constatou-se uma diminui¢ao na resolugao. Em 1 s, a resolugéo (n = 3)
obtida foide 1,4 £ 0,2, ao passoque em 2 s e 3 s foide 1,1 £ 0,1, indicando a

possibilidade de co-migracédo dos compostos.
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Figura 12 - Eletroferograma mostrando o efeito do tempo de injecdo no desempenho de
separacao do SCO e BSCO.

Dessa forma, o tempo de inje¢do que proporcionou o melhor resultado
em termos de desempenho eletroforético foi de 1 s, conforme pode ser

observado na Figura 12 acima.

4.4 OTIMIZACAO DA FREQUENCIA OPERACIONAL E VOLTAGEM DE
EXCITACAO

Como relatado anteriormente, foi realizado a otimizagao da frequéncia
operacional e voltagem de excitagdo (Figura 13) utilizando o software
PowerChrom® na fungdo C*D profiler, visando uma melhor sensibilidade do
C*D. Para isso, a frequéncia de operacéo e a tensdo de excitagcdo foram
escaneadas no tampao e o tampao diluido a 5% v/v, buscando o maior sinal

como condicao otima.
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Figura 13 - Otimizacéo da frequéncia operacional e voltagem de excitagdo para o tampao
HBut 40 mmol L-1 e NaOH 25 mmol L%, no modo HG-OFF.

Conforme mostrado na Figura 13, a melhor resposta foi com a
aplicagcao de uma onda senoidal com frequéncia de 1200 kHz com voltagem
de excitagao de 20 Vpp. Consequentemente, esses parametros operacionais

foram mantidos nos experimentos posteriores.

4.5 DESEMPENHO ANALITICO

Para avaliar o desempenho analitico visando a determinagao
simultanea de SCO e BSCO, trés injegcdes consecutivas de uma mistura
contendo SCO e BSCO (100 uymol L' cada) foram realizadas usando as
condigdes otimizadas. A separagdo das duas drogas foi alcangada em
aproximadamente 115 s com resolugcao de pico de 1,3 e eficiéncias de
separagdo de 1,4x10° e 1,5x10%° pratos m™' para SCO e BSCO,
respectivamente.

Referente a resolucao, R, ela define o qudo bem os componentes de
uma mistura estao separados, e pode ser calculada de acordo com a seguinte

equacao:
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t —t
R=2><( m2 m1> ©6)
Wph1 + Who

Sendo,

tm2 = tempo de migragao do pico da BSCO
tm1 = tempo de migragéo do pico da SCO
wy; = largura da base do pico da SCO

wy,, = largura da base da BSCO

Ja a eficiéncia de separagao, N, ela expressa a relagao do numero de
pratos tedricos com o quao estreitos s&o os picos em um eletroferograma e

pode ser mensurada por meio da equacao:
2
N =16 x <ﬁ> 7)

Onde,
t,, = tempo migracao do pico

W, = a largura do pico, medida na base do pico

Pela equacéo, é perceptivel que quanto mais estreitos os picos, maior
sera a eficiéncia e melhor a separacao (BAKER, 1995).

Além dos parametros mencionados, foram construidas curvas de
calibracdo utilizando solugdes padrao em diferentes concentracdes, variando
de 25 a 200 pmol L' (Figura 14). E importante destacar que as solugdes foram
analisadas em triplicata e seguindo uma ordem crescente de diluigdo, sendo
que entre cada analise, os microcanais foram lavados eletrocineticamente no
modo gated, utilizando uma solugdo tampédo durante 900 s. O método
proposto demonstrou um comportamento linear para ambas as espécies na
faixa de concentragdo estudada, com coeficientes de correlagdo (R?)
superiores a 0,99 (Tabela 3).
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Figura 14 - Eletroferogramas mostrando (A) os diferentes niveis de concentracéo e curva de
calibracéo para (B) SCO e (C) BSCO.

Os valores do coeficiente de correlagao, juntamente com a equacéao da

reta para cada espécie pode ser vista na Tabela 3 abaixo:

Tabela 3 - Coeficientes de correlagédo e equacao da reta para SCO e BSCO.

Analitos R?2 Equacio da reta
SCO 0,990 y =-0,0954 + 0,03157x
BSCO 0,991 y = 0,01238 + 0,02985x

Os valores do limite de detecg¢ao (LD) também foram estudados, sendo
estimados com base em uma relagao sinal-ruido igual a 3 e o valor de 1,1
umol L™ foi encontrado para ambas as drogas. A equagédo empregada para o
célculo do LD pode ser observada logo a seguir:
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LD =3 XA, X~— (8)

Sendo,
A, = area do ruido
C = menor concentracido do analito

A = area do pico do analito

Ja o limite de quantificagao (LQ) foi estimado com base em uma relagéo
sinal-ruido de 10 e o valor encontrado para SCO e BSCO foi de 3,7 umol L,

podendo ser observado na Equacgao 9:

C
LQ=10><Ar><Z 9)

Sendo,
A, = area do ruido
C = menor concentragcao do analito

A = area do pico do analito

Avaliou-se também as sensibilidades analiticas, que foram extraidas
das inclinacbes de ambas as curvas de calibragao e os valores obtidos foram
3,0x 102 e 3,1 x 102 (mV.s)(umol L)' para SCO e BSCO, respectivamente.

Com um total de quarenta e oito injecdes, testes de repetibilidade foram
realizados utilizando solucédo padrdo contendo uma mistura de 100 pumol L+
de SCO e BSCO. Os valores de DPR foram inferiores a 3,3% e entre 4,8 e
9,4% para tempo de migracao e area de pico, respectivamente. Além disso, a
precisao inter-dias também foi avaliada realizando uma sequéncia de quatro
injecdes consecutivas em quatro dias diferentes. Os valores de DPR variaram
entre 6,0 e 6,6% para as areas dos picos e foram menores que 2,2% para 0s
tempos de migracdo, demonstrando assim um Otimo desempenho para a

separacdo de espécies com carga positiva, pesos moleculares e estrutura
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muito semelhantes. Esses resultados mostraram que o método proposto
apresentou oOtimo desempenho para separacdo rapida de espécies com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Uma comparagdo com outras publicacbes relacionadas a
determinacao simultdnea ou individual de SCO e BSCO foi realizada para

avaliar a confiabilidade e o desempenho da andlise por MSE-C*D (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacgdo do desempenho analitico do método proposto com outros estudos

encontrados na literatura.

Tempo de | Limite de
Método Analitos analise | deteccéo Ref.
(min) (umol L)
. . (MOSTAF
Potenciometria SCO 0,25 4,0 A, 2002)
(SANTOS
Voltametriac SCO n.r. 0,84 et al.,
2014)
(DA
COSTA
BIA-SWV SCO n.r. 0,18 OLIVEIRA
et al.,
2019)
(PAPADO
HPLC-UV BSCO e atropina ~10 0,025 YANNIS et
al., 1994)
(GONZAL
. 0,000046- EZ-
HPLC-MS/MS Atropina e SCO ~ 15 000014 | GOMEZ et
al., 2022)
Eal (FAVRET
e BSCO 1,2 0,000023 | Oetal,
2012)
MISPE-DPX- _ (SILVA et
CE SCO 1 0,04 | al, 2022)
Ipratropio, (CHERKA
CZE-DAD oxitrépio, BSCO e ~12 1,0-1,8 OUl et al.,
flutrépio 1998)
R cHeRKn
CE-DAD ’a oatré ina ' ~ 18 n.r. OUl et al.,
poatropina, 1999a)
atropina e littorine
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Hiosciamina, SCO,
homatropina,
oxitropio,

ipratropio, BSCO, (MATEUS
CE-DAD flutrépio, littorina, ~15 n.r. et al.,
6b-hidroxi- 1998)
hiosciamina,
apoatropina e
acido tropico
Ipratropio,
oxitrépio, flutrépio, (CHERKA
CE-DAD BSCO, 4,4-13,8 9,0 OUl et al.,
apoatropina, SCO, 1999b)
atropina e littorine
ho'?rgg[?cl)r[])?r’la (WEDIG;
CE-DAD : L ' ~7-20 n.r. HOLZGRA
ipratropio, SCO e BE, 1999)
BSCO '
_C4 : - ) (SAIZ et
CE-C°D SCO e atropina 3,5 1,4-5,9 al., 2013)
BSCO, dipirona,
orfenadrina, (MARRA
CE-C*D cafeina, ~1 10,0-60,0 et al.,
mepiramina e 2014)
acido ascorbico
-C4 : (GOLAB et
CE-C°D Atropina e SCO 1 11 al., 2021)
(RIBEIRO
CE-C*D SCO e BSCO 1,8 2,4-2,8 et al.,
2022)
ME-C*D SCO e BSCO 1,9 11 Este
estudo

n.r. = nao relatado

Este estudo mostra pela primeira vez a separacéo e deteccdo de SCO

e BSCO usando uma plataforma miniaturizada. Observando os dados

exibidos na Tabela 4, o microdispositivo MSE-C*D proposto forneceu uma

analise mais rapida em comparacdo com as técnicas convencionais, incluindo

HPLC. Também é possivel observar que poucos estudos (CHERKAQOUI et al.,
1999a, 1999b; MATEUS et al.,, 1998; RIBEIRO et al., 2022; WEDIG;
HOLZGRABE, 1999) analisaram a SCO e a BSCO simultaneamente. Dentre

eles, o que obteve o menor tempo de analise foi o proposto por Ribeiro e
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colaboradores (2022), no entanto, este estudo apresentou um tempo de
analise semelhante. Comparando os valores de LD, este estudo apresenta o
menor valor (1,1 pmol L), e é o Unico que utilizou CE-MS para comprovar a
conversdo de BSCO em SCO por degradacédo térmica. Além disso, do ponto
de vista da portabilidade, o microdispositivo MSE-C*D proposto tem
vantagens indiscutiveis, como diminuicdo do consumo de amostras e

reagentes, da geracao de residuos e por permitir analises em campo

4.6 ANALISE DE BEBIDAS, URINA E COMPRIMIDOS DE BUSCOPAN®

Diversas técnicas sdo utilizadas para detectar e/ou quantificar SCO e
outros farmacos em diferentes matrizes, que podem variar desde amostras
biolégicas até bebidas (BARCELO et al., 2021; CROWELL; KETCHUM, 1967;
DUFAYET et al., 2020; FERNANDEZ ALONSO et al., 2022; LAUWERS et al.,
1983; LE GARFF et al., 2016; LUSTHOF et al., 2017; MIRAKHUR, 1978; SAIZ
etal., 2013; URIBE et al., 2005; VAN SASSENBROECK et al., 2005). O tempo
de meia-vida da SCO no plasma é considerado curto, aproximadamente 1,5
h, além disso, nas primeiras 24 horas apds a intoxicacdo, € rapidamente
eliminado do organismo. Portanto, € viavel analisar evidéncias que possam
indicar vestigios das drogas nessas amostras, portanto, as concentracdes de
SCO e BSCO usadas em experimentos subsequentes foram escolhidas
considerando os dados disponiveis (BARCELO et al., 2021; CROWELL;
KETCHUM, 1967; DUFAYET et al., 2020; FERNANDEZ ALONSO et al., 2022;
LAUWERS et al., 1983; LE GARFF et al., 2016; LUSTHOF et al., 2017,
MIRAKHUR, 1978; SAIZ et al, 2013; URIBE et al., 2005; VAN
SASSENBROECK et al., 2005) sobre dosagens letais e ativas identificadas
em diferentes matrizes bioldgicas.

Alguns relatérios mostram que 0s criminosos muitas vezes adicionam
intencionalmente drogas as bebidas com a intencdo de cometer roubos ou
agressdo sexual (LAUWERS et al., 1983; LE GARFF et al., 2016; SAIZ et al.,
2013). Assim, neste estudo amostras de quatro bebidas alcodlicas (cachaca,
vodca, uisque e cerveja) e duas bebidas néo alcodlicas (refrigerante de coca

e suco de uva) foram selecionadas para analise antes e apds a adicao de
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ambos os compostos. Para tanto, todas as amostras foram filtradas e diluidas
em agua ultrapura por 10 vezes. Testes de recuperacao foram realizados
usando amostras enriquecidas com SCO e BSCO em dois niveis de
concentracdo (50 pmol L't e 100 umol L) para avaliar a exatiddo do método.
Neste estudo foi possivel obter valores de recuperacéo entre 96% e 114%. A
Figura 15 mostra os eletroferogramas obtidos para amostras de bebidas antes
e depois da adicdo de SCO e BSCO.
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Figura 15 - Eletroferogramas mostrando a deteccéo das drogas (1) SCO e (2) BSCO em
amostras de bebidas: (a) cachaca, (b) vodca, (c) uisque, (d) cerveja, (e) refrigerante de coca
e (f) suco de uva. (A) sem dopagem e (B) dopagem a um nivel de concentracdo de 50 pmol
L~'de SCO e BSCO, respectivamente.

Da mesma forma, uma amostra de urina artificial foi adicionada com
dois niveis de concentracdo (50 pmol L e 100 pmol L') de SCO e BSCO
para simular um teste de urina. Nos testes de recuperacdo (n = 3), foram
obtidos valores variando de 95% a 107%. Os eletroferogramas obtidos com
amostras de urina artificial antes e depois da adicdo de ambos os compostos
podem ser vistos na Figura 16.
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Figura 16 - Eletroferogramas mostrando a detec¢éo de SCO (1) e BSCO (2) em uma amostra
de urina artificial antes (a) e ap6s a adi¢édo de 50 pumol L™ (b) e 100 umol L™ (c¢) de ambos os
compostos.

Para avaliar a interferéncia de cétions inorganicos comumente
presentes nas bebidas e amostras de urina, foram realizados testes
adicionando Na*, Ca?* e Mg?* a solucéo padrédo contendo SCO e BSCO. Para
tanto, uma solucéo contendo 100 umol Lt de SCO e BSCO foi analisada sem
e com adigdo de 100 e 500 umol L* de Na*, Ca?* e Mg?*. Como pode ser visto
na Figura 17, em (a) foram observados apenas picos referentes a SCO e
BSCO. Apés a adicdo de (b) 100 umol L e (c) 500 pmol L de todos os
cations, um terceiro pico foi detectado, porém ndao interferiu na deteccao de
SCO e BSCO. E importante ressaltar que nos resultados apresentados, todas
as amostras reais foram analisadas ap6s simples diluicdo (proporcédo de 1:10
para amostras de bebidas e urina; 1:20 para comprimidos de Buscopan®) em
agua ultrapura (sem procedimento para eliminacdo dos céations inorganicos).
A auséncia de picos de Na*, Ca?* e Mg?* provavelmente se deve a dois
fatores: (i) diluicho da amostra e, (ii) presenca de alta concentracéo de sodio

(13 mmol L) no tampé&o de corrida (mobilidade semelhante a dos cations).

44

Hellen Inacia dos Santos



RESULTADOS E DISCUSSAO

I3mv
NM’M—V‘\F’@\
(b)

ey

()

e

T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (s)

Sinal do C*'D (mV)

Figura 17 - Andlise da interferéncia de Na*, Ca?* e Mg?* em solugédo contendo padrdes de
SCO e BSCO. (a) apenas os padrdes SCO e BSCO na concentracao de 100 umol L1, (b)
ap6s adicdo de concentragdo de 100 umol L e (c) 500 pmol Lt de cada cation.

Conforme destacado anteriormente, alguns casos envolvendo a
suspeita de obtencdo de SCO (droga de abuso) a partir da BSCO
(medicamento isento de prescricdo) foram encontrados na literatura
(FRASCHT et al., 2007; KUMMER et al.,, 2016; RIBEIRO et al., 2022;
STRANO-ROSSI et al., 2021).

Assim, um breve estudo foi realizado para confirmar essa conversao e
avaliar o uso do MSE-C*D para essa andlise. Inicialmente, foi calculada a
quantidade de principio ativo nos comprimidos de Buscopan® sem
aquecimento. A quantidade alcancada de BSCO (10,3 + 0,8 mg e n = 3) esta
de acordo com a concentracao recomendada para este farmaco pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRAZILIAN HEALTH
REGULATORY AGENCY (ANVISA), [s.d.]). Além disso, testes de
recuperacdo foram realizados com solugbes preparadas a partir de
comprimidos de Buscopan®. Essas solucdes amostrais foram analisadas
antes e apés adicdo com BSCO (30, 60 e 90 pmol L1). Valores de
recuperacdo entre 102 a 104% foram alcancados, demonstrando boa

exatidao.
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O p6 dos comprimidos de Buscopan® (massa: 0,1519 g) foi aquecido
em bico de Bunsen por 1 min. Em seguida, a amostra aquecida foi solubilizada
a temperatura ambiente com agua ultrapura em baldo volumétrico de 5 mL.
Por fim, foi realizada filtragdo e a solucdo foi diluida 5 vezes com éagua
ultrapura e analisada por MSE-C*D. Foi possivel detectar um segundo pico,
ndo observado anteriormente nos eletroferogramas registrados para
Buscopan® (sem aguecimento). Além disso, apds o aquecimento do pé de
Buscopan®, observou-se diminuicdo da intensidade do pico e aumento do
tempo de deteccdo da BSCO (Figura 18).

O aumento do tempo de migracdo na Figura 18 (b) pode ser devido ao
aquecimento do Buscopan® ter alterado as propriedades da solucdo, como
solubilidade e viscosidade. Além disso, o pH das solu¢bes da amostra pode
afetar a mobilidade eletroforética das espécies. Para confirmar isso, o pH foi
medido antes da degradacéao térmica (pH = 5,83 = 0,01) e depois (pH = 5,20
+ 0,02). Outro fator a ser considerado, é que 0s excipientes do comprimido
guando aquecidos podem contrubiur para essas alteracdes na solucao, bem
como, alterado o FEO. Os excipientes incluem fosfato de calcio dibasico,
amido de milho, diéxido de silicio, acido tartarico, acido estearico, povidona,
sacarose, talco, goma arabica, didxido de titdnio, macrogol, cera de carnauba,
cera de abelha branca, alcool etilico e 4gua purificada.
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Figura 18 - Resultados do estudo Buscopan® com eletroferogramas mostrando (a) uma
concentracao de 50 pmol Lt sem degradar e (b) diluido 5 vezes e degradado. Foi utilizado
tampédo com 40 mmol L HBut/But e 25 mmol L* NaOH (pH 5,0). Controle eletrocinético: as
tensdes aplicadas aos reservatérios de amostra e tampdo foram de 1,5 kV e 2,0 kV,
respectivamente. Tempo de injecdo: 1 s. Pardmetros de deteccdo: onda senoidal de 1200
kHz com amplitude pico a pico de 20 V.
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Os experimentos de CE-MS (Figura 19) foram realizados inicialmente
avaliando os padrdes de SCO e BSCO individualmente para confirmar as
raz6es m/z de cada espécie. Com base nas massas moleculares, foi possivel
identificar as duas espécies. E importante ressaltar que a massa representada
nos espectros (360,1939 m/z e 304,1320 m/z) é apenas da molécula,
desconsiderando a hidratacdo. Em seguida foram feitas as analises do
comprimido de Buscopan® antes e apds a degradacéo.
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Figura 19 - (A) espectro de BSCO presente no Buscopan® sem degradacéo e (B) espectro
de SCO e BSCO ap6s o aguecimento do Buscopan®.
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Na Figura 19 é possivel observar Buscopan® sem degradar, degradado
e suas respectivas massas, confirmando assim a formacdo da SCO apos a
degradacgédo. Sendo assim, este estudo demonstra que o acesso ao SCO
acaba sendo facilitado, pois, por meio de um medicamento comercializado em
diversos paises sem a necessidade de prescricdo médica, é possivel aquecé-
lo e obter o SCO. Estudos mais aprofundados sobre a degradacéo do BSCO
por aquecimento, se mostram necessarios para elucidar o mecanismo
quimico de formacao do SCO.

Portanto, é fundamental o estudo de amostras envolvendo o SCO e o
BSCO, pois auxilia nas investigacdes forenses e analises clinicas, além de,
atrelado ao uso de técnicas miniaturizadas, proporcionar simplicidade
instrumental, baixo custo, menor consumo de reagentes e amostras,
portabilidade e apresenta bom desempenho analitico. Até onde sabemos,
esta é a primeira vez que esses compostos foram analisados usando
dispositivos MSE-C*D, mostrando resultados promissores para outras

investigacBes de drogas com um enorme potencial para anélises on-site.
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5 CONCLUSOES

O uso dos dispositivos MSE-C*D provaram ser uma ferramenta
eficiente, rapida e portatil para analise de amostras de interesse forense. Pela
primeira vez, os dispositivos MSE foram aplicados com sucesso na separagao
e determinagao de SCO e BSCO em bebidas, urina e amostras farmacéuticas.
Com o método desenvolvido e validado, SCO e BSCO foram separadas e
detectadas em aproximadamente 115 s com resolugdo de 1,3 e valores de
eficiéncia variando de 1,4 x10° a 1,5 x10° pratos m".

O melhor desempenho analitico obtido foi utilizando um tampéo
composto por 40 mmol L' de HBut e 25 mmol L' de NaOH (pH = 5,0) e com
a aplicagao dos potencias 1,5 kV e 2,0 kV. Os limites de detec¢ao alcancados
foram de 1,1 ymol L' para ambas as espécies, além disso, a metodologia
proposta demonstrou linearidade satisfatéria com valores de coeficiente de
correlagdo maiores que 0,99 para concentragdes entre 25 e 200 umol L, e
repetibilidade (quarenta e oito injecbes), com valores de desvio padrdo
inferiores a 3,3% para o tempo de migracao e entre 4,8 e 9,4% para as areas
dos picos. Avaliando a precisado interdiaria para dezesseis injegcbes (uma
sequéncia de quatro injecdes realizadas em quatro dias), os valores de DPR
obtidos foram inferiores a 6,6% para areas de pico e 2,2% para tempo de
migragao.

Por fim, a analise da SCO e BSCO em amostras de seis bebidas
(cachaga, vodca, uisque, cerveja, coca-cola e suco de uva), urina artificial e
de comprimidos de Buscopan® apresentaram resultados promissores, sendo
alcancado valores de recuperacao entre 95 e 114%.

Além disso, utilizando tanto MSE-C*D quanto CE-QTOF-MS foi
confirmado que a SCO (droga de abuso) pode ser facilmente obtida pela
degradagao térmica do principio ativo (BSCO) encontrado em medicamento
de venda livre em diversos paises do mundo (Buscopan®). Essa constatagéo
torna evidente a necessidade de realizar estudos abrangentes sobre os
mecanismos envolvidos na degradagao térmica da BSCO e sua conversao
em SCO, tanto para a compreensdao dos processos quimicos envolvidos

quanto para a implementagdo de medidas que garantam a seguranga e a
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eficacia dos medicamentos e previnam o uso indevido de substancias como a
SCO.

Deste modo, este estudo indicou ser viavel na analise de droga de
abuso (SCO) e de formulac¢des farmacéuticas (BSCO) presente em diferentes
matrizes, tais como bebidas e urina. Os resultados obtidos demonstram o
potencial dessa abordagem em aplicacdes forenses e clinicas. A técnica
utilizada é rapida, portéatil e gera poucos residuos, tornando-a altamente
vantajosa.
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6 PERSPECTIVAS

Devido ndo terem sido encontrados estudos sobre a degradacéo
térmica da BSCO presente em comprimidos de Buscopan® e sua conversdo
em SCO, testes futuros visam utilizar a CE-QTOF-MS na analise desse
composto para monitorar mais detalhadamente a sua degradacao ao longo do
tempo, bem como, a sua conversao em SCO.

Essa degradacdo térmica serd avaliada em diferentes condi¢cdes de
calor, como em microondas (para avaliar a possibilidade de se obter de modo
caseiro), estufa, chapa de aquecimento, e bico de Bunsen. Contudo, outras
possibilidades poderdo ser consideradas posteriormente.

Além disso, pretende-se analisar outras versdes do Buscopan®, como
0 Buscopan em gotas, Buscoduo® e Buscopan® Composto. A diferenca entre
cada um se da pela composicéo e uso para cada sensacao de dor, sendo que
o Buscopan® em comprimidos e em gotas, ambos da embalagem verde,
possuem como principio ativo 10 mg de BSCO e € indicado para dores leves
e cOlicas na regido abdominal. J4 o Buscoduo®, que possui embalagem
laranja além de conter 10 mgde BSCO, o comprimido revestido de
Buscoduo® também é composto por 500 mg de paracetamol e é indicado para
dores na barriga de intensidade moderada. Por fim, o Buscopan® Composto
que possui embalagem roxa, e em sua formulacédo contém 250 mg de dipirona
monoidratada, além das 10 mg de BSCO, possui acdo analgésica e
antiespasmadica, indicada para combater dores intensas na regiao da barriga
(BUSCOPAN®, 2022).

Portanto, este estudo sera de extrema relevancia no contexto cientifico,
pois contribuira para uma compreensdo aprofundada dos mecanismos
guimicos envolvidos. Além disso, tera um impacto significativo na garantia da
estabilidade, seguranca e eficacia dos medicamentos, bem como na
seguranca do paciente. Importante ressaltar que o estudo também servira
como um alerta para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
sobre a possibilidade de obtencdo da substancia conhecida como SCO,
frequentemente utilizada como droga de abuso e recreativa, por meio de um

medicamento de venda livre como o Buscopan®.
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